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‘O desenvolvimento humano depende
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RESUMO

A aterosclerose é uma inflamacao progressiva vascular, iniciada pela retencdo de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), levando a um estresse oxidativo, reducao na
biodisponibilidade de oxido nitrico (NO) e da vasodilatagcdo, aumento da
vasoconstricdo e obstrucao arterial devido a formacao de placas de ateroma. Nitratos
inorganicos e microrganismos probiéticos, provenientes de fontes exdgenas, surgiram
como alternativas para a formacdo de NO, reducdo nos niveis de colesterol,
diminuicdo do estresse oxidativo e reducdo das placas de ateroma. Deste modo,
agentes farmacoldgicos que sejam capazes de melhorar a funcdo vascular séo
considerados promissores para o0 combate a aterosclerose. O objetivo do estudo foi
avaliar os efeitos da associacdo de nitrato de sédio (NaNOz) com Lactobacillus
plantarum WJL na aterosclerose experimental. Foram utilizados camundongos,
machos e fémeas, das linhagens C57BL/6 e apoE" knockout para apolipoproteina E.
Os camundongos foram divididos em cinco grupos experimentais: C57 controle
negativo (c57C), apoE” controle positivo (apoE”- C), apoE™ nitrato (apoE”N), apoE™"
probioticos (apoE™ P) e apoE" associagdo (P+N). Ao final do tratamento, os animais
foram submetidos a eutanasia, o sangue foi coletado para a realizacédo do teste de
colesterol total, e a artéria aorta foi coletada para o estudo da funcao vascular e da
analise histolégica. A funcdo vascular foi avaliada por meio da construcdo de curvas
concentragao-resposta a acetilcolina (ACh) e também curvas concentragdo-resposta
a FEN. Para avaliar a resposta direta no musculo liso foram realizadas curvas
concentragao-resposta frente a FEN e posteriormente relaxamento com nitroprussiato
de sédio (NPS). Os animais apoE’C (machos: 769+11; fémeas: 816 * 3,1)
apresentaram incremento de aproximadamente nove vezes nos niveis de colesterol
em relacdo ao C57 C (machos: 85+2,1; fémeas: 76+2,6). Os animais apoE’ N
(machos 679+41; fémeas: 619+92), apresentaram reducdo nos niveis de colesterol
quando comparados ao apoE” C. Nas lesdes ateroscleréticas foi identificada uma
reducdo na formacao de placas nos machos apoE” P (machos: 1,9+1,3 vs. apoE™ C:
12+0,97). Os animais apoE~’ C (machos: Rmax: 91,0 + 3,69 e ECso: 6,71+0,25; fémeas:
Rmax: 83,3 £5,10 e ECs0: 7,0 £ 0,15) néo apresentaram disfungéo endotelial frente ao
relaxamento a ACh quando comparados aos C57 C (machos Rmax: 88,8 £ 5,54 e ECso:
7,11 £0,12; fémeas: Rmax: 73,2 4,74 e ECs0: 7,1 £ 0,27) Os animais tratados também
ndo apresentaram diferencas significativas, apoE”P (machos: Rmax. 90,2 #18,9 e
ECso: 7,240,24; fémeas: Rmax: 85,9 2,50 e ECso: 7,2+0,29), apoE”" N (machos: Rmax:
99,5 +6,65 e ECso: 7,0+0,12; fémeas: Rmax: 84,8+10,5 e ECso: 6,4+0,22), apoE” P + N
(machos: Rmax: 81,1 5,35 e ECso: 7,0£0,10; fémeas: Rmax: 83,615,22 e ECso:
6,9+0,23. Ja nas curvas resposta a FEN, os apoE™ C (machos: Rmax: 102+1,41 e ECso:
7,320,079; fémeas: Rmax 10116,10 e ECso: 6,6+0,31) demonstraram marcante
disfuncédo endotelial com elevada resposta contratil qguando comparados aos C57 C
(machos: Rmax: 59,1+5,39 e ECso: 7,0+0,066; fémeas: Rmax 72,0£10,3 e ECso:
7,2+0,18). Nos machos a disfungédo dos animais apoE” N (Rmax: 46,67+4,27e ECso:
6,7+0,18) e apoE™ P + N (Rmax: 62,2 + 7,91e ECso: 6,9+0,048), foram revertidas pelos
tratamentos. Ja na auséncia de endotélio, observamos reducdo nos apoE” N (Rmax:
90,0 +5,66 ECso: 7,3+0,097) e apoE” P + N (Rmax: 105+ 6,98 e ECso: 7,4+0,04) em
comparagio ao apoE”C Rmax: 145+8,86 e ECso: 7,7+0,06). Nas fémeas frente a curva
de FEN com endotélio funcional, a disfungao endotelial foi revertida nos grupos apoE-
P (Rmax: 67,245,41 e ECso: 7,0 #0,13) e apoE” P + N (Rmax: 78,6+5,05 e ECso:
7,2+0,073) em relagéo ao apoE”" C (Rmax: 101+6,10 e ECso: 6,6+0,31). J& na auséncia



de endotélio, observamos aumento na sensibilidade nos grupos apoE” N ( Rmax 112
+7,46 e ECso: 7,9+0,06) e apoE” P + N ( Rmac 104+ 5,57 e ECso: 7,6+0,07) em
comparagéo com 0 apoE™ C (Rmax: 117+13,3 e ECso: 6,5 £0,28). Na resposta ao NPS,
observamos menor sensibilidade do musculo liso vascular, nos machos apoE” N
(Rmax: 128+12 e EC50: 7,6+0,12 vs. apoE™ C Rmax: 115 + 7,5 e ECso: 8,3+0,02) € nos
apoE” P + N (Rmax: 138 + 7,3 e ECso: 7,420,08). Enquanto nas fémeas nao foram
observadas diferengas significativas, entre os controles C57 C (Rmax:126+5,5 e
EC50: 7,4+0,27) e apoE-/-C (Rmax: 133+11 e EC50: 8,1+0,43), e entre os grupos
tratados apoE-/- P (Rmax: 110+£3,5 e EC50: 7,6+0,32), apoE-/-N (Rmax: 122+12 e
EC50: 7,2+0,04) e apoE-/- N+P (Rmax: 108+1.1 e EC50: 7,2+0,11) em relagdo ao
apoE-/-C. .E possivel concluir que a associa¢cdo de NaNOsz e L. plantarum WJL
reverteu a disfuncdo endotelial na aterosclerose experimental em ambos 0s sexos.

Palavras-chave: Disfungéo endotelial, Lactobacillus plantarum WJL, NaNOs.



ABSTRACT

Atherosclerosis is a progressive vascular inflammation, initiated by the retention of low-
density lipoprotein (LDL), leading to oxidative stress, decrease nitric oxide (NO)
bioavailability and vasodilation, increased vasoconstriction, and arterial obstruction
due to the formation of atheroma plaques. Inorganic nitrates and probiotic
microorganisms, from exogenous sources, have emerged as alternatives for the
formation of NO, reduction in cholesterol levels, reduction of oxidative stress and
reduction of atheroma plaques. Thus, pharmacological agents that are capable of
improving vascular function are considered promising for combating atherosclerosis.
The aim of the study was to evaluate the effects of the association of sodium nitrate
(NaNOg3) with Lactobacillus plantarum WJL on experimental atherosclerosis. Were
used mice, male and female, from C57BL/6 and apoE’knockout strains for
apolipoprotein E. The mice were divided into five experimental groups: ¢57 control (C),
apoE™ control (C), apoE" Nitrate (N), apoE” Probiotics (P) and apoE”- association (P
+ N). At the end of the treatment, the animals were euthanized, the blood was collected
to perform the total cholesterol test, and the aortic artery was collected for the study of
vascular function and histological analysis. Vascular function was assessed by
constructing concentration-response curves to acetylcholine (Ach) and also
concentration-response curves to PHE. To evaluate the direct response to smooth
muscle, concentration-response curves to PHE and relaxation with sodium
nitroprusside (SNP) were performed. The apoE™ C (male: 769+11; female: 816 + 3.1)
animals showed an increase of approximately nine times in cholesterol levels in
relation to C57 C (male: 85+2.1; female: 76+26). The apoE”™ N (male: 679+41;
fémeas:619+92) animals showed a reduction in cholesterol levels when compared to
apoE”C. In atherosclerotic lesions, a reduction in the formation of plagues was
identified in apoE” P males (1.9+1.3 vs. apoE’ C: 12+0.97).The apoE’ C animals
(males: Rmax: 91.0 £ 3.69 and ECso: 6.71 + 0.25; females: Rmax: 83.3 £ 5.10 and ECso:
7.0 £ 0, 15) didn’t present endothelial dysfunction in relation to ACh relaxation when
compared to C57 C (males Rmax: 88.8 £ 5.54 and ECsp: 7.11 + 0.12; females: Rmax:
73.2 £ 4.74 and ECso: 7.1 £ 0.27) The treated animals also didn’t present significant
differences, apoE” P (males: Rmax: 90.2 + 18.9 and ECso: 7.2 *+ 0.24; females: Rmax :
85.9 + 2.50 and ECso: 7.2 + 0.29), apoE™ N (males: Rmax: 99.5 + 6.65 and ECso: 7.0
0.12; females: Rmax: 84.8 +10.5 and ECso: 6.4 +0.22), apoE” P + N (males: Rmax: 81.1
+ 5.35 and ECso: 7.0 £ 0.10 ; females: Rmax: 83.6 £ 5.22 and ECsp: 6.9 £ 0.23. In the
PHE response curves, apoE” C (males: Rmax: 102 + 1.41 and ECso: 7.3 + 0.079;
females: Rmax: 101 = 6.10 and ECsp: 6.6 £ 0.31) showed marked endothelial
dysfunction with high contractile response when compared to C57 C (males: Rmax: 59.1
+ 5.39 and EC50: 7.0 + 0.066; females: Rmax: 72.0 + 10.3 and ECso: 7.2 £ 0.18). In
males the dysfunction of the apoE” N animals (Rmax. 46.67 + 4.27 and EC50: 6.7 +
0.18) and apoE” P + N (Rmax: 62.2 + 7.91 e ECso: 6.9 + 0.048), were reversed by the
treatments. In the absence of endothelium, we observed a reduction in apoE” N (Rmax:
90.0 + 5.66 ECso: 7.3 + 0.097) and apoE” P + N (Rmax: 105 + 6.98 and ECso: 7.4 *
0.04) compared to apoE™ C (Rmax: 145 * 8.86 and ECso: 7.7 = 0.06). In females facing
the PHE curve with functional endothelium, endothelial dysfunction was reversed in
the apoE~ P groups (Rmax. 67.2 + 5.41 and ECso: 7.0 + 0.13) and apoE” P + N (Rmax:
78.6 +5.05 and ECso: 7.2 + 0.073) in relation to apoE” C (Rmax: 101 *+ 6.10 and ECso:
6.6 + 0.31). In the absence of endothelium, we observed an increase



in sensitivity in the apoE™"" N groups (Rmax: 112 + 7.46 and ECso: 7.9 + 0.06) and apoE-
P + N (Rmax: 104 +5.57 and ECso: 7.6 + 0.07) compared to apoE™ C (Rmax: 117 +13.3
and ECsp: 6.5 £ 0.28). In response to NPS, we observed a lower sensitivity of vascular
smooth muscle in apoE” N males (Rmax: 128 +12.0 and ECso: 7.6 £ 0.12 vs. apoE” C
Rmax: 115 *+ 7.5 and Ecso: 8.3 + 0.02) and apoE” P + N (Rmax: 138 + 7.3 and ECso: 7.4
+ 0.08) While there were no significant differences in females, between controls C57
C (Rmax 126 + 5.5 and ECso: 7.4 + 0.27) and apoE™ C (Rmax: 133 + 11 and ECso: 8.1 +
0.43) and among the treated groups apoE” P (Rmax: 110 + 3.5 and ECso: 7.6 + 0.32),
apoE” N (Rmax: 122 + 12 and ECso: 7.2 = 0.04) and apoE” N + P (Rmax: 108 £+ 1.1 and
ECso: 7.2 £ 0.11) in relation to apoE™ C. It is possible to conclude that the association
of NaNOs and L. plantarum WJL reversed endothelial dysfunction in experimental
atherosclerosis in both sexes.

Keywords: Endothelial dysfunction. NaNOs. Lactobacillus plantarum WJL.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares (DCVs) sdo caracterizadas como distdrbios que acometem o
coracdo e 0s vasos sanguineos. Estima-se que quatro em cada cinco mortes por
DCVs sejam ocasionadas devido ao infarto agudo do miocéardio (IAM) e ao acidente
vascular cerebral (AVC). O aumento da incidéncia dessas doencas é atribuido
principalmente a hipertensao, hipercolesterolemia, diabetes, sobrepeso e obesidade
(OMS, 2018). As mulheres possuem uma prote¢ao contra doencgas cronicas que esta
ligada ao estrégeno e muitos estudos apontam que ele age como antioxidante que,
por sua vez, sustenta a saude do coracdo. Estes estudos mostram que a terapia de
reposicdo hormonal em mulheres na menopausa € considerada uma estratégia de
baixo risco para reduzir a DCVs (LAGRANHA, 2018).

As DCVs podem iniciar devido a aterosclerose, que consiste em uma
inflamagé@o progressiva vascular que tende a se formar no interior das artérias
(SOLANKI et al., 2018). Essa resposta inflamatdria na parede do vaso leva a
deposicao de lipideos, retencéo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e formacéo
das placas de ateroma dentro da camada intima média das artérias (IVANOVA et al.,
2015).

A LDL é fonte de colesterol e lipidios e quando se apresenta em altas
concentracfes nas artérias, estimula o desenvolvimento da aterosclerose (IVANOVA
et al., 2015), bem como a formacédo das placas ateroscleréticas. Essas placas podem
se romper, gerando um trombo que ocasiona a obstrucdo do vaso (OU et al., 2018).
A disfuncdo endotelial compromete a estrutura e funcionalidade do endotélio, que
resulta no inicio e progressdo da aterosclerose, coincidindo com a reducdo da
producéo de éxido nitrico (NO) pela 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), e aumento
do estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxidacdo da LDL no
espaco subendotelial (ZAMPETAKI et al., 2013; ANCION, 2019). A reducao nos niveis
das LDL é a primeira linha de tratamento para as DCVSs, incluindo os seguintes
farmacos e compostos: inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA),
estatinas, acidos fibricos, acidos nicotinicos, inibidores da absorcdo do colesterol
(ezetimiba) e sequestrantes dos acidos biliares (resinas) (PEARSON et al., 2000;
BRAUTBAR; BALLANTYN, 2011).

Os nitratos inorganicos sao alternativas para a aumentar a biodisponibilidade
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de NO, as quantidades consideraveis de nitrato na dieta séo obtidas pela ingestéo de
vegetais e através da suplementacdo com drogas doadoras de NO, a exemplo do
nitrato de sodio (NaNOs) (JADERT, 2012; BAKKER, 2016).

O uso de bactérias probiéticas para reduzir os niveis de LDL ganharam espaco.
Isto, porque os probidticos sdo microrganismos que, quando utilizados de maneira
adequada, beneficiam a satde do hospedeiro. Quanto as DVCs, os probiodticos podem
reduzir os niveis de colesterol, produzir compostos que inibem enzimas como a HMG-
CoA e assimilam o colesterol (DUCHESNEAU et al., 2014). Estudos recentes
confirmam que os probidticos apresentam efeitos na protecdo contra patbgenos na
estimulacdo e aumento da resposta imunoldgica do hospedeiro (MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2017). E nesse contexto que o presente trabalho se propde a avaliar os
efeitos da associacao de probidticos e NaNO3 para o tratamento da aterosclerose em
modelos machos e fémeas de camundongos knockout para a apolipoproteina E (apoE

/)
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2. REVISAO DA LITERATURA

Estima-se que 31% das causas de mortes no mundo estdo relacionadas as
DCVs, perfazendo 17,7 milhdes por ano (OMS, 2018). As DCVs representam as
principais causas de 6bitos no mundo, e dentre seus fatores de riscos estéo inclusos
fatores fisiolégicos e comportamentais (OMS, 2019): os fatores fisiolégicos envolvem
algumas causas hereditarias como a hipertenséo, hipercolesterolemia e obesidade.
Ja os fatores comportamentais, por exemplo, correspondem a alimentos ricos em
gorduras, tabagismo, sedentarismo e uso excessivo do alcool.

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2019), no Brasil, cerca
de 300 mil pessoas morrem ao ano devido os quadros de DVC. Em 2015, foi
constatado que 85% desses Obitos estavam ligados ao quadro de aterosclerose
(OMS, 2018), que ocasiona as principais consequéncias das DCVs: infarto agudo do
miocéardio, AVC (RADER; DAUGHERTY, 2008), angina pectoris e morte subita
cardiaca (TABAS et al., 2015) Entre 2010 e 2016, o Ministério da Saude (2019)
apontou que nas mulheres o indice de mortes por AVC reduziu de 39,5 para 35,2,
enquanto as DCVs de modo geral reduziram de 55 para 51,6 Obitos por 100 mil
habitantes.

Ao comparar 0S sexos, € visto, reducdo das taxas de mortalidades entres as
mulheres. O Ministério da Saude (2019), observou que entre os anos de 2010 e 2016,
as mortes por AVC nas mulheres, reduziram de 39,5 para 35,2, enquanto as DCVs de
modo geral, reduziram de 55 para 51,6 Obitos por 100 mil habitantes. Autores afirmam
gue as mulheres possuem um efeito cardioportetor, especificamente, por produzirem
niveis significativos de estrogenos, predominantemente na forma de estradiol
(LAGRANHA, 2018).

O termo estrégeno refere-se a um pequeno grupo de horménios esteroides
importantes no controle do ciclo reprodutivo (LAGRANHA, 2018) e que apresentam
muitos efeitos positivos: participacdo na fase de crescimento feminino estimulando o
crescimento 6sseo, aumento do metabolismo corporal e reducdo na deposicao de
gordura. Os trés principais estrogenos sao 173-estradiol, estrona e estriol, que
diferem entre si apenas nos grupamentos quimicos hidroxila e/ou cetonas, porém
exibem em graus variados os mesmos efeitos nos Orgdos reprodutores
(LAGRANHA,2018). Esses estrogenos sao sintetizados pelos ovarios, nos cortices

adrenais, figado e pela placenta durante a gravidez (DEHAINI, 2018). J& na funcéo
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cardiovascular, o estrégeno melhora a sensibilidade a insulina e aumenta a
sobrevivéncia de midcitos e células-tronco cardiacas, modula a funcdo vascular e
resposta inflamatoria, reduzindo o desenvolvimento da aterosclerose (MURPHY,
2011; DEHAINI, 2018).

2.1.Aterosclerose

A parede arterial é formada por trés camadas: uma camada mais externa,
adventicia, contendo terminagcdes nervosas, mastécitos e “vasa vasorum” (pequenos
vasos nutridores); a camada média, chamada de tunica média, consiste em células
musculares lisas e matriz extracelular que contém macromoléculas, como o colageno
e elastina; e a camada mais interna, denominada de intima, que apresenta as células
endoteliais. Devido aos fatores de riscos apresentados anteriormente, essas células
podem sofrer infiltracdo das particulas LDL (HUSAIN, 2015), que posteriormente
passam a uma condicdo de LDL oxidada (o0x). Essa oxidagédo esta relacionada a um
desequilibrio dos oxidantes e antioxidantes, chamado de estresse oxidativo, que
ocorre em locais de inflamacéo provocando danos nas proteinas, lipidios e acidos
nucléicos (HUSAIN, 2015; EGEA, 2017)

Esse estresse oxidativo esta envolvido no inicio da aterosclerose, uma doenca
inflamatoria vascular (GOIKURIA et al., 2018; LIBBY, 2019). A aterosclerose € iniciada
pela retencdo dessas LDL na camada intima das artérias, geralmente nas curvas ou
ramos arteriais, que desencadeiam uma resposta inflamatoria (GOIKURIA et al., 2018)
(figura 1). Quando as particulas de LDL se difundem através das células endoteliais
sdo retidas pela interacdo entre apolipoproteina B com o0os compostos da matriz
extracelular, os proteoglicanos (MCLAREN et al., 2011). Assim, LDL sera acumulada
nessa regido e sofrera modificacBes oxidativas, por proteases e lipases produzindo
LDL oxidada (LDL-ox) (TABAS al., 2015).

As LDL-ox estimulam as células endoteliais a produzirem fator estimulante de
colénias de mondcitos (M-CSF) e citocinas inflamatérias, como interleucina-1 (IL-1),
interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
moléculas de adesdo como selectinas de plaquetas (P-selectina), selectinas de células
endoteliais (E-selectina). Os M-CSF, por sua vez, diferenciam 0s mondcitos em
macrofagos, que fagocitam as LDL-ox ficando “carregados” de colesterol, cujo

acumulo forma as células espumosas. Essas células liberam fatores que ao promover
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mais a retencdo das LDL degradam matriz extracelular e sustentam o processo
inflamatorio. O resultado das células espumosas é a formacao das estrias gordurosas.
Essas pequenas estrias podem evoluir para lesbes maiores, formando a placa de
ateroma (GBAGUIDI et al., 2015; TABAS et al., 2015; GOIKURIA et al., 2018).

Figura 1- Desenvolvimento da aterosclerose
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Essa placa, pode apresentar variacbes em suas composicoes, além dos
macrofagos, células musculares lisas, células apoptéticas, cristais de colesterol,
monocitos, células T, células B, células dendriticas, mastocitos, células inflamatorias,
proteinas, lipideos e depdsitos de calcio (HAHN; SCHAWRTZ, 2009). Algumas delas
podem se romper e ocasionar erosao no endotélio, isquemia e trombose (FALK et al.,
2013), sendo a aterotrombose a principal manifestacéo clinica da aterosclerose (SBC,
2018).
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2.1.1. Funcéo endotelial e NO

O endotélio, até o final da década de 70, era considerado apenas como uma
barreira permeavel e seletiva entre a parede dos vasos e a corrente sanguinea. Devido
a descoberta de Furchgott e Zawadzki, em 1980, que vasodilatadores, como a ACh,
eram dependentes da presenca do endotélio para gerar um relaxamento, o endotélio
passou a ser reconhecido com um 6rgdo enddcrino que regula o ténus vascular
(BROADLEY, K.; BROADLEY, H, 2019).

Em aspectos fisioldgicos, as células endoteliais atuam na sintese e secrecao
de substéancias vasoativas de forma que se destacam os fatores relaxantes derivados
do endotélio (EDRFs), por exemplo, o 6xido nitrico (NO) (VERSARI et al., 2009). O
NO, é um radical livre gasoso em temperatura ambiente, inorganico, incolor,
lipossolavel, que apresenta cinco elétrons de nitrogénio e seis de oxigénio, tendo um
elétron desemparelhado. Sua sintese da-se por meio da oxidag&o da L-arginina em L-
citrulina. A reagdo quimica inicia na presenca de fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADPH) e célcio (Ca?*) produzindo um intermediario NG-
hidroxi-L-arginina, que sofre reacao com NADPH e oxigénio (O2) formando L-citrulina
e NO. Em condicdes fisioldgicas, o NO é instavel e pode reagir com radicais livres,
moléculas com elétrons desemparelhados e metais de transicdo como o anion
superoxido (O2") e atomo de ferro de algumas proteinas (PITSIKAS, 2018; FILHO,
2000).

O NO apresenta varios efeitos positivos na homeostase metabdlica e
cardiovascular, tais como: inibicdo dos leucocitos e inflamacéo vascular, estimulacéao
da angiogénese, reducdo dos niveis lipidicos, ativacdo de células endoteliais,
proliferacdo de células musculares lisas (DEEL et al.,, 2018; CHEN et al., 2018),
adesao de mondcitos a monocamadas de células endoteliais e agregacéo plaquetéaria
induzida por colageno, proporcionando efeitos protetores contra o desenvolvimento e
a progressao da aterosclerose (LEE et al., 2016).

O NO convertido da L-arginina difunde para as células musculares lisas,
ativando a enzima guanilato ciclase solivel (GCs). Ap6s a sua ativacdo, a GCs
catalisa a conversédo de trifosfato de guanosina (GTP) em guanosina monofosfato
ciclico (cGMP). Isso resulta na queda nos niveis de Ca?* citosélico gerando
relaxamento da musculatura lisa e aumento do diametro dos vasos sanguineos e,

consequentemente, resulta no aumento do fluxo sanguineo e redugdo da presséo
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arterial. Por outro lado, os nitrovasodilatadores (exemplo o nitroprussiato de sédio)
liberam NO de forma espontanea, ativando assim a CGs gerando relaxamento (figura
2) (TREUER; GONZALEZ, 2015; MONCADA; HIGGS, 1993).

Figura 2 - Relaxamento vascular
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O NO possui trés classes de enzimas NO sintase (NOS): NOS endotelial
(eNOS), que sédo expressas em ceélulas endoteliais; NOS neuronal (NNOS),
encontrada no tecido neuronal; e eNOS induzida (iNOS), cuja sintese € induzida por
fatores pro-inflamatérios como citocinas ou endotoxina (CALABRESE et al., 2007;
PITSIKAS, 2018). A enzima eNOS ¢é encontrada em varios tipos de células, incluindo
células musculares lisas vasculares e macrofagos. Sua expressao € iniciada em
resposta a estimulos quimicos e fisicos, possuindo papéis que funcionam como
controladores homeostaticos de algumas funcbes cardiovasculares o que inclui a

inibicdo da inflamacdo vascular (LIND et al.,, 2017). A enzima nNOS, quando é
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expressa em neurdnios especificos do sistema nervoso central (SNC), esta envolvida
na aprendizagem, na formagéo da memoria e no controle central da presséo arterial.
Quando é expressa no sistema nervoso periférico (SNP), atua como um
neurotransmissor atipico, que medeia componentes relaxantes do peristaltismo
intestinal, erecao peniana e vasodilatacdo (FORSTERMANN; SESSA, 2012; LI, et al.,
2014). Em contraste, a enzima iNOS pode ser induzida por lipopolissacarideos
bacterianos, citocinas e outros agentes. Em casos da inducéo de NO por macro6fagos,
esse atua no controle de bactérias intracelulares e parasitas, de forma que é
responsavel pela vasodilatacédo e regulacdo das de doencas inflamatérias, exemplo,
a aterosclerose (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

2.1.2. Ciclo enterossalivar

As drogas doadoras de NO, a exemplo do nitrato e nitrito inorganico,
provenientes de fontes exdgenas ou alimentares, surgiram como alternativas para a
formacéo de NO. Na dieta o nitrato é obtido pela ingestdo de vegetais, principalmente
nos vegetais de folhas verdes (JADERT, 2012; BAKKER, 2016).

A formacédo de NO de origem exdgena, é conhecido como ciclo enterosalivar
ou via nitrato-nitrito-NO (figura 3). Quando ingerido, o nitrato inicialmente é absorvido
pelas glandulas salivares cerca de 25%, o restante do nitrato sofre uma reducéo a
nitrito, pelas bactérias anaerdbicas facultativas presentes na microbiota oral, que varia
entre os individuos (BAKKER, 2016). Um estudo com sequenciamento bacteriano
estimou em cerca de 50 a 100 bilhées de bactérias na cavidade oral, composta por
mais de 700 espécies, sendo possivel identificar que as bactérias do género
Staphylococcus, Streptococcus, Veillonella e Actinomyces sédo essenciais para uma
microbiota oral saudavel, essas bactérias apresentam a enzima nitrato redutase que
catalisa a reducdo de nitrato-nitrito. Apos a degluticdo, no ambiente acido do
estdbmago ocorre a reducéo de nitrito em NO. Esse conjunto de NO derivado de nitrato-
nitrito representa uma via independente da NOS que pode ser usada através da
suplementacao (LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008; KOCK, et al. 2016).



Figura 3 - Ciclo enterosalivar no nitrato-nitrito-NO
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2.2.Probidticos

Historicamente, a suplementacdo alimentar

iniciou com as primeiras

civilizagdes humanas, com a utilizacdo de leites fermentados com microrganismos

vivos. No inicio do século XX, os produtos lacteos fermentados passaram a ser

introduzidos na industria alimenticia. Em 1907, foi descoberto que as bactérias

Lactobacillus bulgarius e Streptococcus thermophilus estavam envolvidas na

fermentacdo do iogurte e que seu consumo auxiliava a manutencdo da saude

intestinal. Somente no final do século XX, observou-se que 0s compostos lacteos
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estimulavam funcdes troficas, protetoras e metabdlicas na microbiota intestinal
(YIRGA, 2015).

A microbiota intestinal apresenta importante papel para a salde humana,
produzindo nutrientes, evitando aderéncia de microrganismos patogénicos e
influenciando o metabolismo da glicose, lipideos e sistema imune (CAVALLINI et al.,
2011). A colonizacgéo inicia-se durante o nascimento, quando o recém-nascido sofre
exposicao pela primeira vez ao ambiente, assim no decorrer da vida passaré a evoluir,
dependendo principalmente da dieta, estilo de vida e consumo de antibioticos (MOSS
et al., 2018).

O termo “probidtico” inclui bactérias que apresentam uma contagem de células
viaveis, efeitos benéficos na salude do hospedeiro (MARKOWIAK; SLIZEWSKA,
2018). Sdo microrganismos nao patogénicos que a partir da suplementacao alimentar
podem exercer influéncias positivas na microbiota no hospedeiro (FAO, 2018). Sua
utilizacéo € ampla para a suplementacéo animal, e apos a selecado adequada da cepa,
dependendo da espécie e da idade dos animais, a dose pode ser administrada em
forma de po, capsula, suspenséo, pasta ou gel. A depender do protocolo da pesquisa,
podem ser utilizados diariamente ou periodicamente, com ou sem aditivos alimentares
e em pré-misturas (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018).

Dentre a grande diversidade de probidticos incluem as bactérias Gram-
positivas do género Lactobacillus, a exemplo da L. acidophilus, L. casei, do género
Bifidobacterium, B. species, B. longum (GILLINLAND, 2003), Bacillus, Enterococcus,
Pediococcus e Streptococcus. Bactérias do género Lactobacillus e Enterococcus séo
encontradas naturalmente na microbiota, a maioria dos géneros e espécies sao
seguros, exemplo as do género Bacillus e as Enterococcus. Portanto, é necessario
otimizar 0 uso e selecionar as cepas resistentes as temperaturas, umidades,
manuseios e armazenamentos (ANADON, 2006; MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018).

Esses microrganismos podem atravessar a parede intestinal como células vivas
ou se dividirem rapidamente. Os antigenos liberados serdo absorvidos, estimulando
diretamente o sistema imunoldgico (YIRGA, 2015), regulando a sinalizacéo cerebral e
respostas imunes, de maneira que liberam horménios gastrointestinais, ajudam a
combater sobrepeso e obesidade (KERRY et al., 2018), auxiliam as células epiteliais
a aumentar a funcdo da barreia seletiva intestinal (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018),

auxiliam no tratamento da aterosclerose, incluindo inducdo de células dendriticas,
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reducédo da absorcdo de colesterol pelo intestino reduzindo a inflamacéo vascular
(CAVALLINI et al., 2011).

2.2.1. Lactobacillus plantarum WJL

A espécie L. plantarum é uma bactéria Gram-positiva, produtora de acido latico,
e pode ser encontrada em diversos nichos ambientais, como vegetais, carne, peixe,
laticinio, como também é frequentemente observado no intestino de metazoério,
variando da mosca ao trato gastrointestinal humano. Estudos mostram a capacidade
de inibir o desenvolvimento da obesidade reduzindo o tecido adiposo mesentérico e
favorecendo o metabolismo lipidico em um modelo murino de obesidade induzida por
dieta (SIEZEN, 2010; COSTA, 2019). A L. plantarum WJL foi isolada como membro
das bactérias simbidticas do intestino de Drosophila (Ryu, 2008).
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3. HIPOTESE

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria que acomete as artérias,
promovendo lesdes na sua camada intima, devido ao acumulo de LDL. Na parede
arterial, a LDL sofre oxidacdo ocasionando um processo inflamatério. A inflamacéo e
0 estresse oxidativo séo fundamentais no progresso da doenca levando ao quadro de
DCVs, cuja incidéncia representa as principais causas de 6bitos no mundo.

Existem fortes relagbes entre as DCVs e o consumo de produtos naturais e
dietéticos. Uma delas é a atuacao direta no sangue e no endotélio, induzindo a
producéo de fatores vasoprotetores e uma melhora na disfuncéo endotelial (AUGER
et al., 2016). Por sua vez, os probiéticos e os farmacos doadores de NO, possuem
efeitos positivos na homeostase metabolica e cardiovascular, auxiliando na redugéo
dos niveis lipidicos.

Agentes que reduzem a inflamacédo arterial, os niveis de LDL e as placas
ateroscleroticas sdo candidatos fortes para o tratamento da doenca. Portanto, o
presente estudo se propde a investigar o efeito da utilizacdo de probioticos
(Lactobacillus plantarum WJL) e nitrato inorganico (doador de NO) para o tratamento
da aterosclerose em modelos de camundongos apoE™, avaliando as diferencas entre

0S sexos, para um melhor diagndstico e tratamento.
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4. OBJETIVOS
4.1.Geral
Avaliar os efeitos da associacdo de NaNOs e Lactobacillus plantarum WJL para
o tratamento da aterosclerose em camundongos apoE”’ machos e fémeas.
4.2.Especificos
Em animais apoE”, machos e fémeas, e seus controles C57BL/6, avaliar:

» Os niveis de colesterol total plasmatico;
» Deposicéo de placa aterosclerética;
» A funcéo vascular em vasos de grande calibre (aorta) para verificar se o

tratamento é capaz de reverter o quadro de disfuncéo endotelial;
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5. MATERIAS E METODOS
5.1.Animais

Nesse estudo foi utilizado o modelo de camundongo transgénico com knockout
na apolipoproteina E (apoE™) (PLUMP et. al, 1992). Foram utilizados camundongos
apoE” machos e fémeas e seus controles C57BL/6, com oito semanas de vida,
provenientes do Biotério do Laboratério de Controle Neural da Circulacdo e
Hipertensdo Arterial (LACONCHA) do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os animais foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21 + 1
°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com acesso a agua e racéao ad
libitum. Todos os procedimentos foram executados em acordo com principios éticos e
aprovados pela comissao de ética no uso de animais da UFPB (CEUA — 2649170918/
2614170918)

5.2.Grupos experimentais

Ao atingirem oito semanas de idade, os animais apoE”’ receberam dieta
aterogénica Western Type (Rhoster, Sado Paulo, Brasil), contendo 41% de calorias em
forma de lipidios e 1,5% de colesterol. Essa dieta foi administrada para acelerar o
processo de desenvolvimento de disfuncdo endotelial e das placas de aterosclerose

durante as 12 semanas subsequentes.

Os animais, fémeas e machos, foram divididos nos seguintes grupos

experimentais:

Grupo controle negativo C57BI/6: animais sem tratamento;
Grupo controle positivo apoE™: sem tratamento;
Grupo P: animais apoE" tratados com probiéticos;

Grupo N: animais apoE~ tratados com NaNOs;

a kr 0N e

Grupo P+N: animais apoE” tratados com probiético e NaNOs;
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5.3. Tratamento com Nitrato

O NaNOs3 (Sigma-Aldrich CAS 7631.99-4) foi administrado durante 12
semanas. Para isso, foi utilizado concentracdo de 10mmol, cerca de 0,869 diluido em
1 litros de agua. Este preparado foi alocado nas garrafas e os animais tiveram acesso

livre a bebida ad libitum.
5.4. Tratamento com probidticos

Foi utilizada a linhagem L. plantarum WJL. Durante as 12 semanas de
tratamento (com dieta e probioticos), os animais receberam os probiéticos diariamente
diluidos em 300 ul de PBS. e apds este periodo foram avaliados de acordo com as técnicas
propostas.

A linhagem L. plantarum WJL utilizada no estudo, foi cedida pelo Instituto de
Gendmica Funcional de Lyon, Lyon, Franca (mediante colaboracdo com o professor
Dr. Hubert Vidal) e isolada todos os dias no Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica
de Alimentos (LMBA), na UFPB (coordenado pela professora Dra. Marciane Magnani).

Foi preparado um caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) em tubos de ensaio
esterilizados a 121 °C por 15 minutos, os quais foram utilizados para o da L. plantarum
WJL, incubada 100 pL, a 37° por 72 horas em jarra de anaerobiose (Permution, PVC-
jarra anaerobiose 2,5L). ApOs essa primeira ativacdo, foram feitos repiques diarios.

A respectiva suspensao de célula foi transferida para tubo falcon estérelizado
e centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm sob a temperatura de 4 °C. Posteriormente,
0 sobrenadante foi descartado e as células sedimentadas foram ressuspendidas em
5 mL de salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline — PBS) estéril para
homogeneizacéo por 30 segundos em vortex.

A contagem dos microrganismos foi realizada em espectrofotbmetro, com
densidade 6tica (DO) expressa em absorbancia, baseado na propriedade de turvacao
do meio de cultura. Foi utilizado um tubo contento a solucdo tampédo ausente do
in6culo e outro com a presenca do inoculo, para comparacao da diferenca de luz
absorvida entre os tubos. A leitura foi padronizada para 0,7 de absorbancia com o
equipamento ajustado para 625 A. As suspensdes foram padronizadas para 9
log UFC/mL a partir da DO estabelecida (COSTA, 2019).
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5.5.Dosagem de colesterol

Amostras de plasma foram obtidas apds a eutanasia (anestesiados com
cetamina 91 mg/kg e xilazina 9,1 mg/kg para em seguida serem guilhotinados) e foram
utilizadas para a dosagem de colesterol total, utilizando kits comerciais colorimétricos
(Bioclin®, Quibasa, Brasil), de acordo com as orientacdes do fabricante. As leituras
foram executadas em espectrofotometro manual (Chemwell T, Chemistry Analyzer,
4600, USA).

5.6.Andlise histoldgica

A avaliacdo da deposicdo de placa aterosclerética foi feita em grupos de
animais diferentes daqueles utilizados para estudos de funcéo vascular. Neste caso,
apos eutanasia (anestesiados com cetamina 91 mg/kg e xilazina 9,1 mg/kg), os
animais foram perfundidos em PBS, pH 7,4. Em seguida, foi realizada a fixagdo dos
tecidos com paraformaldeido a 4% em PBS com pH 7,4. As aortas foram
cuidadosamente retiradas, limpas e armazenadas em fixador até o momento do
processamento histolégico. Para a realizagcdo dos cortes histologicos (6 pym de
espessura), as pecas montadas em OCT (Sakura Finetek, Califérnia, EUA) foram
congeladas e cortadas em micrétomo criostato (CM1850, Leica, Nussloch, Alemanha).
Os cortes obtidos a partir da raiz da aorta foram montados em laminas gelatinizadas

e armazenados em geladeira até 0 momento da coloracao.
5.6.1. Coloracao com Oil Red

Apbs 24 horas foi realizada a coloracdo com o corante de lipidios neutros Oil-
Red-O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para quantificacdo de placa
aterosclerotica. O OCT foi retirado das laminas apos lavagem cuidadosa com agua
destilada, as laminas foram mantidas em contato com o corante com 0s cortes
voltados para baixo, para evitar precipitacdo, pelo periodo de 10 minutos. As laminas
foram lavadas com agua destilada para retirada do excesso de corante e cobertas por
PBS e laminula. Os cortes foram analisados em microscoépio interfaceado a uma
camera digital e a analise das imagens capturadas foi realizada pelo sistema de
analise Image J. A area com deposicao de placa foi expressa como porcentagem do

limen vascular ocupada pela placa aterosclerética.
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5.7.Estudos de funcé&o vascular

Ao final do periodo experimental (12 semanas), os animais foram eutanasiados
e submetidos a toracotomia para a exposi¢ao do coragcdo e da aorta, 0os quais foram
cuidadosamente retirados do animal e dissecados para retirara de tecido conjuntivo.

As pecas foram colocadas em placa de Petri, contendo solugdo de Krebs
modificada (concentracdes, em mM: NaCl 115; KCI 4,7; CaCl2.2H20 2,5; MgS04.7H2.0
1,2; KH2PO4 1,2; NaHCO3 25; glicose 11,1), pH 7,4. A aorta tor&cica foi limpa do tecido
conjuntivo e cortada em 3 ou 4 anéis de aproximadamente 3 milimetros cada. Em
seguida, conforme esquematizado na figura 3, os anéis foram acoplados, por meio do
[imen vascular, a tridngulos de aco inoxidavel, de forma a permanecerem paralelos e
entdo foram acondicionados em cuba de vidro de 5 mL de volume, contendo a mesma
solucéo nutritiva de Krebs, constantemente aerada por mistura carbogénica contendo
95% 02 e 5% dioxido de carbono (CO) e mantida sob temperatura de 37 °C com o
auxilio de um banho-maria com circulagéo de agua (figura 4).

Um dos triangulos foi fixado a parede da cuba e o outro acoplado verticalmente
a um transdutor de tensdo isométrica, conectado a um sistema de aquisi¢cdo de dados
PoweLabTM (software versado 4.2, ADInstruments, MA, EUA) para permitir o registro
de alteracbes no tbnus vascular mediante a acdo de drogas vasoativas. Desta
maneira, alteracdes no diametro vascular frente a adicdo de drogas vasoativas foram

captadas e enviadas a um computador.
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Figura 4 - Esquema do sistema para estudo de reatividade de anéis de aorta

Transdutor Sistema de aquisicdode dados

Pré-amplificacac

Banho-maria com Aquisicéo [ 1
circulacéo de agua %

Anel

Solucéode Krebs 95% O,
5% CO,

Fonte: Balarini, 2013

5.7.1. Avaliacao da viabilidade dos anéis e teste do endotélio

Posterior a montagem do sistema, os anéis foram gradativamente submetidos
a uma linha basal (LB) de 0,50 gramas, reajustada quando necessario. Durante o
periodo de estabilizacdo de 60 minutos, a solucédo das cubas foi trocada a cada 15
minutos, para prevenir a interferéncia de metabdlitos e a linha de base ajustada
guando necessario. A viabilidade dos anéis foi avaliada apés administracéo de 125
mM de KCI (420 uM de KCL 3M) o qual gerou uma contracéo por despolarizacao de,

pelo menos, o dobro do valor basal de tenséo, ou seja, 1g (figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo da viabilidade dos anéis

60 min de Estabilizacdo
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Viabilidade = dobro da tensio basal

Fonte: Autora, 2020

Com a viabilidade dos anéis assegurada, apos a estabilizacao, foi realizado um
teste para verificacdo da integridade do endotélio. Foram adicionados a cada cuba
10uM do agonista alfa adrenérgico fenilefrina (FEN) obtendo-se um valor de contragéao
igual ou superior a 50% do obtido pelo KCI. Depois da formag¢ao do platd, 10uM do
agonista de receptores muscarinicos acetilcolina (ACh) foi adicionada a cada cuba.
Os anéis considerados com endotélio viavel (E+) foram aqueles que obtiveram um
valor de relaxamento maior que 50% da contracéo induzida pela FEN, em relacdo a
linha basal (LB), 0,509 de tensdo. Aqueles cujo relaxamento foi menor que 10% foram
considerados com endotélio inviavel (E-). Apos o teste de endotélio, a solucédo de
Krebs foi trocada trés vezes e os anéis foram submetidos a um periodo de

estabilizacdo de 15 minutos (figura 6).
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Figura 6 - Teste para avaliacdo da funcdo endotelial
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Fonte: Autora, 2020

5.7.2. Reatividade vascular

Os protocolos de reatividade vascular foram executados por meio da
construcdo de curvas dose-resposta a substéncias vasoativas. Neste caso, apos a
estabilizacdo de 30 minutos, os vasos foram submetidos a doses crescentes de
substancias vasoativas, o que permitiu o registro da variacdo de tensdo em funcao do
tempo.

A escolha das drogas utilizadas foi delineada com o objetivo de responder as
principais perguntas no que tange ao comprometimento da funcdo endotelial em
animais hipercolesterolémicos e a esperada melhora da funcdo promovida pelo
tratamento com nitrato e/ou probidticos.

Para avaliar a funcdo endotelial foi realizada uma construcdo de curvas de
relaxamento a acetilcolina (ACh), um agonista de receptores muscarinicos, em anéis
com 50% ou mais de células endoteliais, os anéis foram pré-contraidos com FEN
(10uM), a exposicdo a ACh de 101°M a 3x10°M (figura 8) promoveu um relaxamento
em anéis de aorta toracica.

Para avaliar a funcdo endotelial, os anéis foram submetidos a uma pré-
contracdo com FEN e realizado uma curva de relaxamento com ACh de 10-°M a 3x10
M (figura 7) Também foi realizada uma curva de contracdo de contracdo com FEN de
101°%M a 3x10°M. A participacdo direta do musculo liso foi avaliada por meio da

construcéo de uma curva de contracgao frente a concentragdes crescentes de FEN (10°
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10M g 3x105M.).

A sensibilidade do musculo liso ao NO foi avaliada por meio da construgéo de
uma curva de relaxamento frente a concentragdes crescentes do doador de NO, NPS
(1019 a 3 x 10 M), que causa relaxamento estimulando diretamente a via GMPc,

presente no musculo liso, apés pré-contragao com FEN (10 pM).

Figura 7 - Exemplo de curva concentragao resposta

FEN ACh

SRR ERNE.

0,5g

a-th posnal™

1 mim

Fonte: Balarini, 2013.

5.8.Analise estatistica

As curvas dose-resposta foram expressas como a porcentagem de
relaxamento em relacdo ao nivel maximo de pré-contracdo. As curvas dose-resposta
de contracao foram expressas como a porcentagem de contracdo em relacéo ao nivel
basal. A resposta maxima (Rmax) € 0 log da dose que produziu metade da Rmax (Log
Ecso) foram calculados por regressdo nao linear (Prism 5, GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA). A sensibilidade ao agonista foi expressa como EC50 (-logECsy).
Os resultados estédo expressos como média + erro padrdo da média. As comparacdes
entre as Rmax, ECso, dados bioquimicos e histologicos foram feitos por ANOVA de 1
via, seguida pelo post hoc de Tukey. As comparacdes estatisticas entre dois grupos
foram feitas por teste t de Student ndo pareado. As andlises foram realizadas
utilizando-se o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA. As diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando o
p<0,05.
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6. RESULTADOS
6.1.Colesterol total

Como esperado, os animais apoE” C apresentaram perfil lipidico mais elevado
gue os animais controles C57 C. Apresentaram um aumento de cerca de nove vezes
nas concentracoes de colesterol quando comparado com o C57 C (tabela 1). Nao
houve influéncia nos grupos apoE”’- P e apoE” P + N. Nesses grupos, a concentracio
de colesterol foi semelhante ao observado nos camundongos apoE~C. Ja nos apoE"
"N foi possivel identificar uma reduc&o significativa nos niveis de colesterol em ambos

os sexos, quando comparados ao apoE”- C (tabela 1 e figura 8).

Tabela 1 - Resultados da avaliagéo do perfil lipidico plasmatico.

Colesterol total C57C apoE’C apoE” P apoE” N apoE’ P+N
(mg/dL)
Machos 85+2,1 769+11" 787+19 679+41% 694121
Fémeas 76+2,6 816+3,1" 691+24 619+92% 77034

Valores expressos com média = EPM.”p<0,01 vs. C57 C; #p<0,05 vs. apoE” C
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Figura 8 - Representacao grafica do perfil de colesterol total
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A = gréficos comparativos entre os machos C57 controles (C), apoE~ nitrato (N), probidticos (P), nitrato
+ probidticos (P+N) e controle (C), com os respectivos nimeros de animais. B = grafico comparativos
entre as fémeas C57 controles (C), apoE™" nitrato (N) probidticos (P), nitrato + probiéticos (P+N) e
controle sem tratamento (C), com os respectivos nimeros de animais. Valores expressos com média
EPM. **p<0,01 vs. C57 C; #p<0,05 vs. apoE™ C.

6.2.Deposicao de placa aterosclerotica

Na figura 9 é possivel observar que os machos apoE” C (n= 8; 12+0,97)
apresentam marcantes deposicdes de placas quando comparados aos animais do
grupo C57 C (n= 8; 0+0). As placas foram observadas em maior concentracao no arco
aodrtico. Nos machos, observamos reducéo significativa nos apoE” P (n= 6;1,9+1,3)
em relacédo ao apoE’ C. Os apoE” N (n= 6; 8,9+4,0) e apoE™ P + N (n=8; 8.9 + 0,48)

ndo apresentaram dissimilaridades em comparacéo ao apoE”’ C.
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Figura 9 - Quantificacdo de placa aterosclerotica em cortes transversais nos machos
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A: imagem dos cortes corados com OilRed. B: Representacdo grafica da deposi¢do de placa
aterosclerotica na aorta de animais controle e apoE™. Valores expressos com média + EPM. "p<0,01
C57 Cvs. apoE™ C; #p<0,05 e #p<0,01 vs. apoE™ C.

Nas fémeas, também foi possivel a observacdo de diferencas estéticas entre
apoE” C (n=9; 11+0,90™) e C57 C (n= 10; 0+0). Nos apoE”’ P (n= 11; 17+1,9%) foi
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identificada uma maior concentracdo de placas em comparagdo com o apoE” C (n=
9; 11+0,9). Os tratamentos apoE” N (n= 8; 12+1,9) e apoE” P + N (n= 7; 5,2+0,72)
nao apresentaram diferencgas (figura 10).

Figura 10 - Quantificacdo de placa aterosclerética em cortes transversais nas
fémeas
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A: imagem dos cortes corados com OilRed. B: Representacdo grafica da deposi¢do de placa
aterosclerotica na aorta de animais controle e apoE™. Valores expressos com média + EPM. “p<0,01
C57 Cvs. apoE™ C; #p<0,05 e #p<0,01 vs. apoE™ C.
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6.3.Reatividade vascular

Os resultados obtidos na reatividade vascular foram avaliados através dos
parametros das curvas doses-respostas em relacdo ao Rmax (eficicia) resposta
maxima obtida na curva e 0 ECsp (sensibilidade) logaritmo de concentragdo para gerar

50% da resposta maxima.
6.3.1. Relaxamento dependente do endotélio

O relaxamento por ACh em camundongos machos (figura 11A) e fémeas (figura
12A) foram semelhantes e ndo foram observadas diferencas significativas (figura 11C
e 12C). Em relacdo aos animais apoE” machos e fémeas, ndo foram observadas
diferencas significativas no relaxamento induzido pela ACh entre os tratamentos
(Figura 11B E 12B).



Figura 11 - Representacdo grafica das curvas dose-resposta a ACh em machos
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A: curvas comparativas entre os animais controles C57 e apoE~". B: agrupamento do C57 controle (C)
com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax: resposta maxima (eficacia).
EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta maxima

(sensibilidade). Valores expressos com média + EPM.
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Figura 12 - Representacao grafica das curvas dose-resposta a ACh em fémeas
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A: curvas comparativas entre os animais controles C57 e apoE~". B: agrupamento do C57 controle (C)
com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax: resposta maxima (eficacia).
EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta méxima
(sensibilidade). Valores expressos com média + EPM.

6.3.2. Participacao do endotélio na contracao a FEN

Ao realizar curvas dose-resposta a contragcdo com FEN, os camundongos
apoE” C machos (figura 13A) e fémeas (figura 14A) apresentaram resposta
significativa a FEN, quando comparados com os camundongos C57 C (figura 13C e
14C).

O tratamento dos apoE” P + N foi capaz de corrigir a vasoconstricdo dos
animais machos (n= 4; figura 13B) e fémeas (n= 6; figura 14) se equiparando aos
animais controles. Por outro lado, apenas os camundongos apoE” P fémeas (figura
14B) apresentaram uma menor vasoconstricdo, apresentando dissimilaridade do
apoE” C e se igualando ao C57 C (figura 14C). Além disso, os machos apoE” P
apresentaram maiores porcentagens na contracao em relagéo ao seu controle apoE-
l-C (figura 14C).
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Figura 13 - Representacdo grafica das curvas dose-resposta a FEN nos machos em
anéis com endotélio funcional
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A: curvas comparativas entre os animais controles C57 C e apoE”- C. B: agrupamento do C57 controle
(C) com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax. resposta maxima
(efichcia). EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta
maxima (sensibilidade). Valores expressos com média + EPM. "p<0,05 e "p<0,01vs. C57 C #p<0,05 e
#p<0,01 vs. apoE™ C.
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Figura 14 - Representacdo grafica das curvas dose-resposta a FEN nas fémeas em
anéis com endotélio funcional.
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ECso 7,2+0,18 6,6+0,31 7,0+0,13 7,5+£0,04 7,240,073

A: curvas comparativas entre os animais controles C57 C e apoE™ C. B: agrupamento do C57 controle
(C) com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax. resposta maxima
(efichcia). EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta
maxima (sensibilidade). Valores expressos com média + EPM. "p<0,05 vs. C57 C # p>0,05 e #p<0,01
vs. apoE~’ C.

6.3.3. Participacao direta da musculatura lisa na contracdo a FEN

N&o foram observadas diferencas significativas entre os controles C57 C e
apoE” C machos (figuras 15A) e fémeas (figuras 16A). Os tratamentos nos machos
apoE” N (n=7) e apoE” P + N (n= 7; figura 15B) reduziram a resposta maxima frente
a FEN comparando com os apoE"- C (n= 6; figura 15C). Nas fémeas foram observados
que os tratamentos apoE” N (n= 3) e apoE” P + N (n= 7) deixaram a musculatura lisa
mais sensiveis, com diferencas significativas no ECso, quando comparados com 0s
apoE” C (n= 6; figura 16).
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Figura 15 - Representacgdo grafica das curvas dose-resposta a FEN nos machos em

anéis sem endotélio funcional
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A: curvas comparativas entre os animais controles C57 C e apoE”- C. B: agrupamento do C57 controle
(C) com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax. resposta maxima
(efichcia). EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta
maxima (sensibilidade). Valores expressos com média + EPM. #p<0,05 e #p<0,01 vs. apoE”’ C;
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Figura 16 - Representacdo grafica das curvas dose-resposta a FEN nas fémeas em
anéis sem endotélio
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ECso 7,3%0,10 6,5+0,28 7,2+0,3 7,9+0,06* 7,6+0,07*

A: curvas comparativas entre os animais controles C57 C e apoE™ C. B: agrupamento do C57 controle
(C) com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax. resposta maxima
(efichcia). EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta
maxima (sensibilidade). Valores expressos com média + EPM. "p<0,05 vs. C57 C; #p<0,01 vs. apoE"
C

6.3.4. Resposta do musculo liso ao NO

Apébs pré-contracdo com FEN, foi adicionado doses crescentes de NPS. Nos
machos nao observamos diferencas significativas entre os apoE” C (n=6) e 0 C57 C
(n= 7, figura 17A), enquanto nas fémeas, foi observado uma maior sensibilidade ao
NPS nos apoE” C (n=4) em relacdo aos C57 C (n= 6; figura 18A).

Conforme demonstrado na figura 17B, constatamos, que nos machos apoE” N
(n=6) e N + P (n= 8) apresentaram menor sensibilidade ao NPS, quando comparados
aos apoE’ C (n=6; figura 17C). J4 as fémeas, apresentaram reducdo na sensibilidade

ao NPS apenas no grupo apoE” N+P (n= 7; figura 18B e C).
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Figura 17 - Representacdo grafica das curvas dose-resposta a NPS nos machos em
anéis sem endotélio
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A: curvas comparativas entre os animais controles C57 C e apoE™ C. B: agrupamento do C57 controle
(C) com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax. resposta maxima
(efichcia). EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta
maxima (sensibilidade). Valores expressos com média + EPM. *#p<0,01 vs. apoE” C.
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Figura 18 - Representacédo gréfica das curvas dose-resposta a NPS nas fémeas em
anéis sem endotélio
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A: curvas comparativas entre os animais controles C57 C e apoE” C. B: agrupamento do C57 controle
(C) com todos as curvas dos animais tratados. C: tabela com os valores Rmax. resposta maxima
(efichcia). EC50: logaritmo negativo da concentracdo necessaria para produzir 50% da resposta
maxima (sensibilidade). Valores expressos com média + EPM.
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7. DISCUSSAO

A alimentacdo desempenha papel importante para o inicio e progressao da
aterosclerose. Dietas que apresentam grandes quantidades de gorduras e calorias
séo fatores de risco, assim como sedentarismo e hereditariedade (KOSTOGRYS,
2012). Plump et. al, (1992), quando desenvolveram o modelo apoE™, observaram que
0S animais que receberam dieta western type apresentaram aumento nos niveis de
colesterol comparados aos modelos controle C57BL/6 (Wild type).

Nossos resultados demonstraram que a dieta aterogénica administrada aos
animais apoE” durante 12 semanas foi suficiente para gerar um aumento de cerca de
nove vezes nos niveis de colesterol plasmatico total em relacdo os controles
saudaveis. Esses resultados foram esperados, visto que esses animais nao
expressam a apolipoproteina, cuja funcao é reduzir os niveis de colesterol circulante.
Esses resultados corroboram com os estudos de Balarini (2013), em que os animais
também foram suplementados com a dieta e apresentaram aumento de colesterol em
cerca de 12 vezes quando comparados aos controles.

Os probidticos, a exemplo dos Lactobacillus, ttm se mostrados efetivos para a
fermentacdo e decomposicdo de substancias indigestiveis, estimulacdo do
crescimento celular, regulacdo do sistema imunolégico, controle de bactérias
patogénicas e efeitos terapéuticos na progressao da aterosclerose (DING, et. al,
2017). Em um estudo com coelhos, a bactéria probiotica Enterococcus faecium CRL
183 suplementada durante 30 dias foi capaz de melhorar o perfil lipidico, mas nédo o
desenvolvimento da aterosclerose (CAVALLINI, et al. 2009). Fak e Bacjhed (2012),
trataram camundongos apoE” com trés cepas distintas de Lactobacillus
reuteri (ATCC PTA 4659, DSM 17938 (DSM), e L6798) por 12 semanas, € nao
observaram efeito no desenvolvimento da aterosclerose ou nos niveis de colesterol e
triglicerideos no sangue. Em nossos achados, ao comparar apenas 0S Qrupos
suplementados com a cepa probidtica L. plantarum WJL e com a associacdo (L.
plantarum + NaNO3), em machos e fémeas, os resultados foram similares entre eles,
nos quais esses tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas na reducao
do colesterol.

Os horménios femininos, os estrégenos, sdo moduladores importantes no
metabolismo dos lipideos, como reducdo da oxidacdo de LDL, alteracdes na

expressao dos receptores para LDL, diminui¢cdo da lipase hepatica das particulas de
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HDL, na modulagédo da homeostase e inflamagdes vasculares auxiliando na baixa
prevaléncia de aterosclerose. Estudos mostram que a interrupgéo desse hormonio
apo6s a menopausa aumenta o risco cardiovascular (CARNEIRO et al., 2014;
BARTON, 2013). Chiba et al. (2011) pesquisaram se hé diferenga entre camundongos
fémeas e machos apoE” alimentados por dieta aterogénica por 16 semanas a partir
da 10® semana de idade e concluiram que as fémeas apresentaram lesdes
aterosclerdtica menores que machos e que o fator hormonal é responséavel por
proteger as fémeas contra o desenvolvimento das lesdes (CHIBA et al., 2011;
MEYRELLES et al., 2011).

Foi realizado cortes histol6gicos da artéria aorta de todos 0s grupos de animais
estudados, esses cortes foram corados com o oil-Red e foi possivel observar
desenvolvimento de placas na regido do arco aortico e uma porcentagem similar em
ambos 0s sexos, cerca de 10% do lumen do vaso estava comprometido com a
presenca dessas placas. Fang et al. (2019) suplementaram os camundongos apoE”
com a cepa L. rhamnosus GR-1 durante 12 semanas, e observou redugao do tamanho
das lesdes ateroscleroticas, reducao do estresse oxidativo e da inflamacgéo vascular.
Em nossos machos, apoE” P observamos uma reducédo na porcentagem na placa.
Curiosamente, nas fémeas, apenas os apoE’” P também apresentaram diferencas
estaticas frente ao apoE”" C, porém ocorreu um aumento na porcentagem de placas,
resultado ndo esperado. Cabe estudos para identificar a possivel interacdo dos
probidticos nas lesdes ateroscleréticas de fémeas apoE™".

O NO tem como funcéao restaurar a funcdo endotelial essencial para retardar
ou prevenir doencas cardiovasculares, pois € um otimo anti-inflamatério. Estudos
mostram que NO suplementado na dieta consegue prevenir lesbes isquémicas
(BRYAN, 2007), restaurar a homeostase do NO em animais apoE” (BRYAN, 2008),
reverter a disfuncdo endotelial pela preservacdo da reducdo do cofator
tetra- hidrobiopterina (BH 4) e reduzir os niveis circulantes de proteina C reativa
(PCR), que € um marcador agudo de inflamac&o sistémica, um preditor independente
de risco de aterosclerose (STOKES, 2009). Bakker e colaboradores (2016) analisaram
diferentes concentracbes de NaNOsz dissolvido em &agua (10 mmol, 1 mmol e
0,1mmol), os animais tratados apresentaram niveis significativamente elevados de
colesterol em comparacdo com o0s camundongos controles. Dessa forma,
investigamos os efeitos da suplementacdao de NaNO3z com doador de NO, observamos

reducdo significativa do colesterol em machos e fémeas quando comparados com 0s



52

apoE”’- C sem tratamento.

Quanto ao endotélio, este € responsavel pela manutencdo da homeostase
vascular, cuja funcdo é a regulacdo de inimeros processos, a exemplo do ténus
vascular através da producdo de compostos vasoativos, permeabilidade vascular,
migracdo e proliferagdo de células musculares lisas. O tdnus € controlado pela
liberacdo de substancias como o NO, prostaciclinas, fatores hiperpolarizantes
derivados de endotélio e endotelina. A desregulacdo dessas substancias pode
gerardisfuncdo endotelial, promover uma diminuigdo na porcentagem de relaxamento
e um aumento na contracao do musculo liso (VANHOUTTE et al, 2009; BAR, 2019).
A fim de comprovar a disfungéo endotelial e uma possivel melhoria, utilizamos anéis
de artéria aorta dos animais presentes no nosso estudo e realizamos curvas dose-
resposta a ACh e FEN.

A acetilcolina, agonista de receptores muscarinicos, ativa a entrada de Ca?* no
endotélio intacto, esse aumento ativa a eNOS, levando ao relaxamento do vaso,
mediado pelo NO. Esse processo caracteriza o comprometimento da resposta a
vasodilatagdo em animais apoE”. Crauwels et al. (2003) observaram que em anéis
de animais apoE™ livres de placas, ndo se apresentaram alteracGes nas respostas a
ACh quando comparados aos controles saudaveis, mostrando que seus achados
evidenciam que a disfuncédo endotelial ndo é um processo sistémico nos apoE”’ e que
eles mantem o relaxamento dependente de endotélio, quando ndo ha formacao de
placas. Wang (2000) e Buus (2011), observaram em seus estudos que animais apoE-
I jovens com quatro meses de idade com dieta hipercolesterémica apresentaram
respostas semelhantes ao vasorelaxamento com ACh, quando comparadas a
camundongos controles. Mesmo apos 20 semanas, com dieta hipercolesterolémica
Villeneuve (2003) ndo detectou alteracdes no relaxamento com ACh em animais apoE"
"-. Nossos achados estdo em concordancia com a literatura. Ao realizamos curvas de
ACh em anéis com endotélio funcional ndo observamos diferencas significativas nas
curvas-respostas, entre os apoE’ C e C57 C machos e fémeas, também né&o
observamos diferencas entre os animais apoE" tratados com os apoE” C.

Contudo, ao realizar curva de FEN observamos que os animais apoE”’ C
machos e fémeas apresentaram altas taxas de contracdo a FEN, que é um agonista
de receptores alfa adrenérgicos com atuacao direta no musculo liso, mostrando que
na presenca de um agente constritor as células endoteliais desses animais estao

comprometidas e nao liberaram compostos vasorelaxantes. Portanto, comprovamos
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através das curvas respostas frente a FEN deficiéncia na regulagéo do tonus vascular
nesses apoE™.

Na aterosclerose, o ambiente oxidativo podem limitar a producdo de NO
derivado da eNOS, o nitrito pode induzir diretamente a vasodilatacdo no endotélio,
resultado visto nos experimentos de Bryan (2008) nos quais o nitrito restaurou o tbnus
vascular apos isquemia-reperfusdo uma substituicdo da perda de NO derivado da
eNOS em camundongos com deficiéncia de eNOS. Ja Friques et al. (2020) analisaram
a influéncia da contaminacé&o com bisfenol A (BPA), e observaram efeitos protetores
cardiovasculares produzidos pela suplementacdo de probiodticos kefir (mix de
probidticos) em ratos wistar, na qual o kefir foi capaz de restaurar a disfuncdo do
endotélio em um modelo experimental infantil de contaminacdo ambiental por BPA,
apresentando uma resposta de relaxamento semelhante ao controle. Ao analisar os
nossos resultados os apoE~’ apresentaram melhoria no ténus vascular apresentando
menor vasodilatacdo a FEN em anéis com endotélio funcional, em machos apoE™ N,
em ambos 0s sexos quando associado aos probidticos, e nas fémeas apoE~’ P.

Os efeitos da hipercolesterolemia e aterosclerose na funcdo contratil vascular
sdo controversos, a depender do agente contratil, sdo relatadas porcentagens de
contracdes altas e baixas (BUUS, 2011). Estudos em cultura de células do musculo
liso da aorta e cardiomiécitos mostraram que 0s probidticos podem aumentar a
concentracdo de Ca?" gerando uma maior resposta contratil dos vasos sanguineos e
miocéardio (SOBOL et al. 2013). Ao suplementar animais obesos com a linhagem
Bifidobacteruim pseudocatenulatum CECT 7765 foi observado aumento na resposta
contréatil ao KCL e TXA2, e foi sugerido uma acédo nos canais de Ca?* dependentes de
voltagem ou mecanismos de influxo ao Ca?* (MAURICIO et al. 2017). Nos também
identificamos uma intensa resposta maxima na contracdo a FEN dos animais machos
apoE’ P, essa resposta pode ser devido ao influxo de Ca?*

Os musculos lisos sao constituintes importantes para a atividade contratil dos
vasos sanguineos, responde a varios agonistas contrateis devido a um aumento na
concentracdo intracelular de Ca?*, eles possuem mecanismos moleculares que
modulam a sensibilidade das contracdes, fosforilacdo de proteinas que regulam a
atividade funcionais permitindo que o muasculo liso se contraia e mantenha a tenséo
dentro dos 6rgdos com uma ampla faixa de Ca?* (VOROTNIKOQV et al., 2002; HALL,
2006). Visto isso, realizamos novamente contragédo a FEN e relaxamento com um

doador de NO exdgeno o NPS, dessa vez em anéis sem endotélio funcional, ou seja,
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uma atuacdao direta no musculo liso.

Nas curvas-FEN observamos maiores percentagens de contracdes nos
animais apoE”’ C. Nos machos, identificamos melhoria vascular apresentando menor
vasoconstricdo nos grupos apoE” N e apoE” P + N, corroborando com os nossos
dados anteriores na curva de FEN com presenca do endotélio funcional. Porém, nos
animais fémeas apoE" observamos uma maior sensibilidade (ECso) a contragdo com
FEN em todas os grupos tratados, mas nao identificamos diferencas na resposta
maxima, inferindo que os tratamentos influenciam a resposta ao masculo liso, mas
nao a ponto de aumentar a Rmax, diferenciando dos machos que apresentaram uma
Rmax foi mais expressiva. Esses dados estdo de acordo com Hall e colaboradores
(2006), os quais avaliaram o mecanismo da vasoconstricdo induzidas por agonistas
em artérias mesentéricas humanas, de homens e mulheres, e observaram que nas
contracdes ao KCL os vasos dos homens apresentaram maiores Rmax quando
comparados aos vasos das fémeas. Estudos relataram que o sistema vascular
disfuncional dos animais apoE” nido depende apenas da biodisponibilidade reduzida
do NO, mas também da resposta alterada das células musculares lisas frente ao NO,
com isso alguns autores ndo observaram diferencas nas curvas de NPS entre os
apoE’ C e C57 C (WANG et al., 2000; BALARINI et al., 2013).

Ao realizar curvas dose-resposta com o NPS, também ndo observamos
diferencas estatisticas entre os animais controles, indicando que a responsividade do
musculo liso vascular ao NO é preservada. Nos machos, observamos uma reducao
na sensibilidade dos apoE” N e apoE” P + N, quando comparados com os apoE~
controles, observamos que a resposta ao NPS nédo ¢é afetada pela administracao dos
probidticos, apenas quando associados ao NaNOs, sugerindo que L. plantarum WJL
ndo afetam a sensibilidade do musculo liso vascular ao NO nos machos. Nas fémeas
tratadas, ndo observamos diferencas estaticas entre os grupos. Esses resultados dos
machos apoE” podem ser em decorréncia a suplementacdo com o NaNOs, pois
Bakker e colaboradoes (2016), suplementaram animais apoE~’- com NaNOs (10mmol),
por 10 semanas e identificaram um aumento de cerca de 20 vezes nos niveis

plasmaticos de nitrato em compara¢dao com 0s controles.



55

8. CONCLUSAO

Demonstrou-se pela primeira vez, com este trabalho, que o tratamento crénico
com a associacdo de NaNOs com L. plantarum WJL exerce efeitos vasculares
benéficos na aterosclerose experimental. De maneira que melhora o tdnus vascular,
apresentando menor vasoconstricdo com a FEN em ambos os sexos. Nossos
tratamentos de formas isoladas também apresentaram respostas positivas. O NaNOs,
reduziu o colesterol em ambos os sexos, quando comparados aos controles apoE™,
melhorou o ténus vascular, nos machos. Ja a cepa de L. plantarum WJL, reduziu a
formacdo das lesdes de aterosclerose nos machos apoE” P e uma menor
vasodilatacdo com a FEN (anéis com endotélio funcional), nas fémeas.

Em conjunto, esses resultados sugerem que a associacdo € um agente
terapéutico promissor no tratamento da aterosclerose, com importantes efeitos
cardioprotetores. Porém, sdo necessarias mais investigagcdes para identificar a

seguranca dessa associacgao.
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