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RESUMO

7

A aterosclerose € uma patologia que esta associada ao aumento dos niveis de
colesterol e é considerada uma das principais causas que levam ao desenvolvimento
de doencas cardiovasculares. Sua patogénese se caracteriza pela formacao de placas
(ateromas) ao longo das artérias, estimulada por um processo inflamatério. A
inflamacdo ocorre devido aos danos as paredes arteriais provocados por diversos
fatores de risco como diabetes, hipertenséo e hipercolesterolemia. O nitrato inorganico
esta amplamente disponivel na dieta, podendo ser encontrado em vegetais de folhas
verdes e beterraba. Na via nitrato-nitrito-NO, o nitrato € reduzido a nitrito por bactérias
presentes na cavidade oral. Quando alcanca o estdmago, o nitrito é reduzido a éxido
nitrico. O Oxido nitrico é importante para a homeostase vascular, uma vez que induz
0 relaxamento dos vasos, evitando assim a adesdo de elementos celulares e
diminuindo a inflamacdo. Por meio dessa acdo, o O6xido nitrico atua como
antiaterogénico, sendo fundamental na génese da aterosclerose. Probioticos s&o
organismos vivos que trazem beneficios a salude de seu hospedeiro e estdo presentes
no intestino de pessoas saudaveis. Estudos recentes demonstram sua possivel
capacidade de prevenir a aterosclerose por meio da redugcéo do colesterol total, LDL
e triglicerideos. O presente estudo avaliou os efeitos da associacdo entre nitrato
inorganico e probidtico administrado por via oral para o tratamento da aterosclerose
em camundongos fémeas knockout para apolipoproteina E. Foram utilizados
camundongos das linhagens C57BL/6 e apoE™, onde os Ultimos receberam dieta
aterogénica a partir de 8 semanas de idade. Os tratamentos duraram 12 semanas e
consistiam em nitrato inorganico (NaNO3) diluido em &gua (10mM) e probidtico
(Lactobacillus plantarum WJL) administrado por meio de gavagem (10° UFC/mL).
Dessa forma, os animais foram divididos em cinco grupos: C57BL/6, knockout para
apolipoproteina E controle (apoE~- CT), knockout para apolipoproteina E tratado com
nitrato inorganico (apoE~- NT), knockout para apolipoproteina E tratado com probiético
(apoE”- PB) e knockout para apolipoproteina E tratado com nitrato inorganico e
probidtico (apoE~- NT+PB). O soro foi utilizado para a dosagem de colesterol total. A
aorta foi coletada para a avaliacdo de deposicdo de placas ateroscleréticas. Para a
realizacdo do teste de tolerancia a glicose (GTT) e teste de tolerancia a insulina (ITT)
coletou-se uma gota de sangue da ponta da cauda dos animais atraves de uma
incisdo. Os camundongos apoE” CT (n = 7) mostraram incremento de 9 vezes no
nivel de colesterol total comparado com os C57BL/6 (n=9) (816 + 3.1 mg/dL vs. 90 +
7.2 mg/dL) e o nitrato apresentou efeito hipocolesterolémico (816 + 3.1 mg/dL vs. 619
1+ 92 mg/dL (n =4)). Além disso, a associacao de nitrato + probidtico (n = 7) foi capaz
de reduzir a deposicao das placas ateroscleréticas (13 + 0.98% (n=6) vs. 5.2 + 0.72%
(n = 9)). Os grupos C57BL/6 e apoE”- CT mostraram perfis glicEmicos semelhantes,
mas 0s grupos tratados com probiético e com a associacdo apresentaram pico aos 15
minutos da curva do teste de tolerancia a glicose, retornando aos valores basais ao
longo do tempo. Entretanto, nenhum dos tratamentos alterou o teste de tolerancia a
insulina. Assim, conclui-se que o tratamento com nitrato € suficiente para reduzir o
colesterol na aterosclerose, entretanto a associacdo de nitrato e probidtico é
necessaria para que haja uma eficiente reducdo das placas ateroscleroéticas.

Palavras-chave: Doengas cardiovasculares, nitrato inorganico, probidtico.



ABSTRACT

Atherosclerosis is a pathology that is associated with increased cholesterol levels and
is considered one of the main causes that lead to the development of cardiovascular
diseases. lts pathogenesis is characterized by the formation of plagues (atheromas)
along the arteries, stimulated by an inflammatory process. Inflammation occurs due to
damage to arterial walls caused by several risk factors such as diabetes, hypertension
and hypercholesterolemia. The inorganic nitrate is widely available in the diet and can
be found in green leafy vegetables and beets. In the nitrate-nitrite-NO pathway, nitrate
is reduced to nitrite by bacteria present in the oral cavity. When it reaches the stomach,
the nitrite is reduced to nitric oxide. The nitric oxide is important for vascular
homeostasis, since it induces the relaxation of vessels, thus preventing the adhesion
of cellular elements and decreasing inflammation. Through this action, nitric oxide acts
as an anti-atherogen, being fundamental in the genesis of atherosclerosis. Probiotics
are living organisms that bring health benefits to their host and are present in the
intestines of healthy people. Recent studies demonstrate its possible ability to prevent
atherosclerosis by reducing total cholesterol, LDL and triglycerides. The present study
evaluated the effects of the association between inorganic nitrate and orally
administered probiotic for the treatment of atherosclerosis in female apolipoprotein E
knockout mice. Mice of the C57BL/6 and apoE-- strain were used, where the apoE-"
ones received an atherogenic diet from 8 weeks of age. The treatments lasted 12
weeks and consisted of inorganic nitrate (NaNO3) diluted in water (10mM) and probiotic
(Lactobacillus plantarum WJL) administered by gavage (10° CFU/mL). Thus, the
animals were divided into five groups: C57BL/6, control apolipoprotein E knockout
(apoE" CT), apolipoprotein E knockout treated with inorganic nitrate (apoE” NT),
apolipoprotein E knockout treated with probiotic (apoE”- PB) and apolipoprotein E
knockout treated with inorganic nitrate and probiotic (apoE~- NT+PB). Serum was used
to measure total cholesterol. The aorta was collected to assess the deposition of
atherosclerotic plagues. To perform glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance
test (ITT), a drop of blood was collected from the tip of the animals’ tail through an
incision. The apoE~- CT (n = 7) mice showed a 9-fold increase in total cholesterol level
compared to C57BL/6 (n =9) (816 £+ 3.1 mg/dL vs. 90 = 7.2 mg/dL) and nitrate had a
hypocholesterolemic effect (619 £ 92 mg/dL vs. 619 £ 92 mg/dL, (n = 4)). In addition,
the association of nitrate + probiotic was able to reduce the deposition of
atherosclerotic plaques (13 + 0.98% (n = 6) vs. 5.2 £ 0.72% (n = 9)). The groups
C57BL/6 and apoE" CT showed similar glycemic profiles but the groups treated with
probiotic and with the association peaked at 15 minutes of the glucose tolerance test
curve, returning to baseline values over time. However, none of the treatments
changed the insulin tolerance test. Thus, it is concluded that treatment with nitrate is
sufficient to reduce cholesterol in atherosclerosis, however the association of nitrate
and probiotic is necessary for an efficient reduction of atherosclerotic plaques.

Key words: Cardiovascular diseases, inorganic nitrate, probiotic.
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares sdo as que mais matam no mundo inteiro e
englobam um conjunto de doencas que incluem hipertensdo, acidente vascular
cerebral, insuficiéncia cardiaca e aterosclerose. Sedentarismo, tabagismo,
alimentacdo inadequada e diabetes sdo apenas alguns dos fatores de risco que
predispdem as DCV (MOZAFFARIAN et al., 2016; SEMB et al., 2020).

Apds a menopausa, as mulheres tém mais riscos de desenvolver DCV devido
a diminuicdo do estrogénio no organismo, pois sugere-se que tal horménio tenha
funcédo cardioprotetora (MAHMOODZADEH; DWORATZEK, 2019).

Dentro desse contexto, a aterosclerose se destaca como uma das principais
doencas cardiovasculares, caracterizando-se pelo deposito de gordura nas artérias,
fazendo com que o fluxo sanguineo seja prejudicado ou até mesmo interrompido,
levando a consequéncias como infarto agudo do miocardio e acidente vascular
cerebral (HEAD; DAUNERT; GOLDSCHMIDT-CLERMONT, 2017; HERRINGTON et
al., 2016).

J& utilizados na clinica, os nitratos organicos sao eficazes doadores de NO
usados em casos de angina e hipertensdo, mas apo6s algum tempo eles causam
tolerancia e doses cada vez mais altas sdo necessarias para se obter o efeito desejado
(DAIBBER; MUNZEL, 2015). No quadro de aterosclerose ha um déficit na
biodisponibilidade de 6xido nitrico e diferentemente dos nitratos organicos, os nitratos
inorganicos ndo promovem tolerancia e tém surgido como potenciais candidatos a
doadores de NO (FORSTERMANN; XIA; LI, 2017; JACKSON et al., 2018).

Amplamente estudados nos dias atuais devido a suas inUmeras vantagens, 0s
probidticos sdo organismos vivos que conferem beneficios ao seu hospedeiro. Muitas
sdo as bactérias que possuem atividade probidtica e seus efeitos
hipocolesterolémicos, hipoglicEmicos e até mesmo anti-inflamatorios ja foram
descritos em diversos estudos (NAGPAL et al., 2012; TIDERENCEL; HUTCHEON;
ZIEGLER, 2020).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi associar o nitrato de sodio ao
Lactobacillus plantarum WJL a fim de obter efeitos benéficos na génese da

aterosclerose em camundongos fémeas knockout para apolipoproteina E.



17

REFERENCIAL TEORICO




18

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Doengas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares sdo um conjunto de distirbios que atingem o
coracao e 0s vasos sanguineos. Elas sao a principal causa de morte no mundo sendo
responsaveis por levar cerca de 17,7 milhGes de pessoas a Obito em 2015. Isso
representa 31% de todas as mortes em ambito global. E possivel observar um
aumento recente na carga dessas doencas principalmente em paises de baixa e
média renda (OPAS, 2017).

Diversos fatores de risco predispdem as DCV, entre eles fatores
comportamentais (uso de tabaco, ingestdo excessiva de alcool, dietas inadequadas,
sedentarismo) e fatores fisiolégicos (hipertensao, colesterol e glicemia elevados). Ha
também determinantes subjacentes que influenciam no desenvolvimento e surgimento
dessas doencas, estando esses associados a mudancas econbémicas, sociais e
culturais (WHO, 2016).

No Brasil, as DCV representam 27,7% das mortes no pais (MASSA; DUARTE;
FILHO, 2019) e séo as principais causas de hospitalizacées por doencas crénicas nao

transmissiveis, gerando altos custos ao sistema nacional de saude (Figura 1)
(BRASIL, 2011).

Figura 1 — Taxa de internacao hospitalar por DCNT
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Grande parte dos O6bitos decorrentes de eventos cardiovasculares sao
atribuidos a aterosclerose e suas complicagfes. De acordo com dados do Ministério
da Saude, a aterosclerose foi a causa de mais de 40.000 mortes entre os anos de
1996 e 2017, enquanto o infarto agudo do miocardio, uma de suas consequéncias
mais comuns, tirou a vida de 1.592.204 pessoas no mesmo periodo (DATASUS,
2019).

2.1.1 Doencas cardiovasculares em mulheres

As DCV continuam sendo a principal causa de morte em mulheres. Estatisticas
mostram que as mulheres desenvolvem DCV entre 10 e 15 anos mais tarde do que
os homens, mas no periodo do climatério acontecem modificagcbes hormonais,
circulatérias e sanguineas que parecem aumentar 0 risco de eventos
cardiovasculares, entre eles a aterosclerose. Estudos indicam que os horménios
sexuais, especialmente o estrogénio, atuam como protetores do sistema
cardiovascular de mulheres antes da menopausa quando comparadas com homens
da mesma faixa etaria (KETEEPE-ARACHI, SHARMA, 2017; IORGA et al., 2017,
MELO et al., 2018).

J4 demonstrou-se que o estrogénio melhora o perfil lipidico, diminuindo o
desenvolvimento da aterosclerose. Ele € capaz de aumentar a sinalizacdo de NO nos
vasos, melhorando a capacidade de resposta dos mesmos. Também foi visto que o
estrogénio possui efeito benéfico na resisténcia a insulina e altera o metabolismo da
glicose. Além disso, ele apresenta efeito imunomodulador na resposta inflamatoria do
processo de aterogénese (Figura 2) (BAKER et al., 2003; MURPHY, 2011).

Figura 2 — Efeitos do estrogénio no sistema cardiovascular

Estrogénio
E o | G | |
COAGULAGAD EFEITOS ENDOTELIAIS OUTROS CITOCINASIGFs MOLECUL:!\S DE
Fibrinogénio; PAI-1; Tromboxano; Perfil lipidico; resisténcia ~ TNF; interleucinas; IGF- ADESAOD
plasminogénio; MMP-9; ' prostaciclina; endotelina- & insulina; antagonismo ~ 1; bFGF; PDGF; EGF; E-selectina; ICAM-1;
dimero-D; fator VII; 1; éxido nitrico do calcio; distribuicdo de proteina C reativa; VCAM-1
trombomodulina gordura corporal NFkB

Fonte: adaptado de BAKER et al. (2003).
Efeitos do estrogénio no sistema cardiovascular: coagulacdo, endotélio, inflamagéo e adeséo.
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Assim, faz-se necessarios estudos mecanisticos acerca dos componentes

celulares e moleculares pelos quais o estrogénio € capaz de proteger o sistema
cardiovascular (OPARIL; TOLBERT, 2001; XING et al., 2009).

2.2 Aterosclerose

De natureza crbnica e progressiva, a aterosclerose é caracterizada pela
deposicdo de material gorduroso e/ou fibroso na camada mais interna, a intima, de
artérias de médio e grande calibre, resultando na formacédo de placas ateroscleroticas
ou ateromas (Figura 3). Seu nome deriva da palavra grega “atheros” que significa
mingau, fazendo referéncia a aparéncia do contetdo lipidico do nicleo das placas
(RAJAMANI; FISHER, 2017;LIBBY et al., 2019).

Figura 3 — Comparacao entre artéria saudavel e artéria com aterosclerose

Parede arterial
\

A
A

Fluxo sanguineo
normal

Fluxo sanguineo
Q anormal Placa

Fonte: adaptado de NHBLI (2018).

A figura A representa uma artéria saudawvel com fluxo sanguineo normal. A figura B representa uma
artéria com ateroma.
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Esse acumulo de gordura a longo prazo causa enrijecimento das artérias e
blogueio no fluxo sanguineo ocasionando sérias consequéncias como infarto agudo
do miocardio e acidentes vasculares (RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014).

E uma patologia de carater multifatorial, desencadeada por fatores de risco
(hipertenséo, diabetes, hiperlipidemia, etc.) que atuam em Varios pontos de sua via
patogénica (LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011). Ha algumas décadas, muitos
estudos tém sido realizados para demonstrar o papel essencial da inflamacdo no
processo de aterogénese e a aterosclerose como doenca inflamatéria, o que ja foi
comprovado a nivel molecular e descrito em varios modelos animais (HANSSON;
HERMANSSON, 2011; LIBBY, 2012; LEE et al., 2017; FAVA; MONTAGNANA, 2018).

A disfuncdo endotelial é a caracteristica inicial e ponto chave da
ateroprogressdo; a biodisponibilidade de NO é diminuida promovendo disfungédo
vascular (SIASOS et al., 2018). Os fatores de risco supracitados causam danos as
paredes das artérias e estimulam uma resposta imunologica. As primeiras lesdes
ocorrem em regides de bifurcacdes e nos arcos arteriais, locais onde o fluxo é mais
turbulento, submetendo o endotélio & estresse de cisalhamento. Dessa forma, o
endotélio disfuncional se torna mais permeavel, favorecendo a migracdo e retencao
de lipoproteinas plasmaticas, especialmente LDL, para o espaco subendotelial
(ROSS, 1999; LIMA et al., 2015; SOUILHOL et al., 2020).

ApOs migrarem e serem retidas, as particulas de LDL sofrem oxidacdo e
modificacbes enzimaticas, resultando em uma série de reacdes pro-inflamatdrias que
culminam na ativacdo, recrutamento e transmigracdo de diferentes células da
imunidade inata (mondcitos, neutrofilos, mastdcitos, células NK e células dendriticas),
mas a imunidade adquirida também faz parte da progressédo da aterosclerose atraves
das células T (Thl e Th2) (BADIMON; VILAHUR, 2014; TABAS; GARCIA-CARDENA;
OWENS, 2015). As oxLDL estimulam o surgimento de moléculas de adeséao
leucocitaria na parede endotelial e a liberagdo de quimiocinas como a MCP-1, atraindo
monAcitos que migram por quimiotaxia para o subendotélio. Chegando 14, eles se
diferenciam em macréfagos. Os macroéfagos reconhecem as oxLDL por meio de
receptores scavenger, englobam as moléculas de lipoproteina e ddo origem as células
espumosas ricas em conteudo lipidico, principais componentes das estrias gordurosas
(Figura 4) (GISTERA; HANSSON, 2017; DA LUZ et al., 2018). Algumas dessas células

morrem por apoptose por terem a fungdo migratoria comprometida, produzindo um
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ndcleo necrotico no centro da placa aterosclerdtica (RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014;
GONZALEZ; TRIGATTI, 2017).

Figura 4 — Migracdo de mondcitos

Mondcito

J

LDL

f{ O
~ Integrina ,_) 7O

"/ £ $ @ )
Transmigrac&o Moléculade [ ‘potonciodelDL. o © © o Figado
adesdo 0 11D ~ e PO

— _— o ©
i) i s
Lumen o R e - Célula endotelial
arterial =4 lipoproteinas ‘~ > ‘
ToRg o célul ~—=
élula es umosa
GM-CSF q #
M-CSF } Cristal de colesterol
) Célula muscular lisa
) o
Intima &

.°IL1[3.

" _ Macréfago
N -_— @}@ @@
Wda T R o A é}

Adventicia

Fonte: adaptado de GISTERA; HANSSON (2017).

A disfuncdo endotelial altera a permeabilidade do endotélio e com isso ocorre a migragdo e retengdo
de particulas de LDL. O acumulo de lipoproteinas na camada subendotelial regula positivamente
moléculas de adesé&o e atrai mondcitos para o local da lesdo. Os mondcitos entram por diapedese no
espaco subendotelial e em resposta ao M-CSF e GM-CSF se diferenciam em macréfagos. Os
receptores scavenger capturam as LDL e se transformam em células espumosas. Os cristais de
colesterol presentes nessas células fazem com que haja a liberacdo de IL-1B, estimulando as células

do masculo liso a produzir IL-6. Tal citocina pode sinalizar para o figado para que ele produza PCR, um
biomarcador que se encontra elevado em pacientes com aterosclerose.

A liberagéo de citocinas (IL-1 e TNF-a), quimiocinas e fatores de crescimento
(PDGF, FGF, TGF-B) pelas células endoteliais aumenta o recrutamento de monécitos
e faz com que as células musculares lisas migrem da camada média para a intima,
como também induzem a sua proliferacdo. A partir desse processo, forma-se a capa
fibrosa composta por SMCs e componentes da matriz extracelular, como elastina e
colageno (SINGH et al., 2002; RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014).

A capa fibrosa tem como funcdo proteger a placa e o seu nucleo lipidico rico
em oxLDL, colesterol e células apoptoticas, além de causar modificacdes no fluxo
sanguineo. Ao passo que a inflamacgéo progride, mais células sofrem apoptose e

metaloproteinanes da matriz degradam as fibras de colageno, deixando a placa mais
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vulneravel (EL KHATIB et al., 2012; BENTZON et al., 2014; ANLAMLERT; LENBURY,;
BELL, 2017). Devido a wulnerabilidade, a placa pode se romper expondo a matriz
colagena trombogénica, permitindo que componentes da coagulacdo entrem em
contato com o contetudo do interior da placa, produzindo um trombo que se estende
para o lumen arterial (INSULL, 2009; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011). Dessa
forma, a aterosclerose predispde a outros eventos cardiovasculares, como cardiopatia

isquémica, acidentes vasculares e doenca arterial periférica (NDREPEPA, 2017).

2.2.1 Modelos experimentais de aterosclerose

Para ajudar no entendimento da aterosclerose e procura de novos agentes
terapéuticos, modelos experimentais que compreendem uma variedade de animais de
pequeno e grande porte tem sido utilizada para o estudo do processo de aterogénese
permitindo que as condi¢cdes do experimento, dieta e fatores de risco possam ser
cuidadosamente controlados (GETZ; REARDON, 2012). A primeira demonstracéo
experimental de que a aterosclerose poderia ser induzida em animais de laboratério
data de 1908 e a identificacdo do papel fundamental do aumento do colesterol
plasmético na aterogénese ocorreu devido ao estudo em coelhos, sendo esses 0s

primeiros modelos animais para a pesquisa da patologia (LEE et al., 2017).

Nas ultimas décadas, os ratos tém sido amplamente empregados e se tornaram
a espécie mais comum no estudo da aterosclerose em razdo da sua rapida
reproducdo, além de possuirem baixo custo de manutencdo. No entanto, seu pefrfil
lipidico difere em comparacdo com os seres humanos. Em camundongos, grande
parte do colesterol é transportado em particulas de HDL, enquanto em humanos esse
transporte ocorre em sua maioria em lipoproteinas de baixa densidade. Por
consequéncia, esses animais possuem niveis baixos de LDL aterogénico e VLDL,
sendo considerado um fator limitante. Para driblar essa limitagéo, os pesquisadores
fizeram uso de tecnologias que envolviam a manipulagcdo do DNA para criar modelos
de camundongos geneticamente modificados (KAPOURCHALI et al., 2014; VESELI
et al., 2017).

A apolipoproteina E € uma proteina sintetizada pelo figado e por diversos
tecidos e tipos celulares, incluindo macréfagos, estando envolvida na captacdo e
eliminacéo de lipoproteinas pelo figado. Devido a suas funcdes, ela foi determinada

como um alvo favoravel para a criagcdo de modelos de aterosclerose. A partir disso,
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no ano de 1992, foram desenvolvidos os camundongos knockout para apolipoproteina
E (apoE”), resultando em hipercolestorelemia e desenvolvimento de lesGes
ateroscleroticas de maneira espontanea, mesmo quando alimentados com dieta
padréo, processo que pode ser acelerado com a administracao de dieta aterogénica.
As lesBes normalmente aparecem na raiz da aorta, no arco aértico e nas artérias
carotidas e com 3 meses de idade os depdésitos de gordura jA podem ser observados
(PLUMP et al., 1992; GREENOW; PEARCE; RAMJI, 2005; SASSO et al., 2016;
POZNYAK et al., 2020). Com isso, os animais apoE~- foram o modelo de escolha para

0 N0Sso estudo.

2.3 Oxido nitrico

O fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) foi descoberto em 1980
por Furchgott e Zawadzki. Alguns anos depois, foi definido o EDRF era na verdade o
NO (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al., 1987). Ela € uma molécula
importante na manutengdo da homeostase vascular e como neuromoduladora,
podendo ativar canais protéicos e iénicos a fim de promover vasodilatacdo. Baixos
niveis ou a perda de sua fungdo estdo relacionados ao desenvolvimento de DCV
(FRANCA-SILVA et al., 2012; MENDES-JUNIOR et al., 2015; RAMESHRAD et al.,
2016). Por ser muito versétil, o NO esta envolvido em varios processos fisioldgicos
além do relaxamento vascular, a exemplo da secrecdo de insulina, tdnus das vias
aéreas, agregacao plaquetaria, adeséo leucocitaria, angiogénese, peristaltismo, entre
outros (DIAS; NEGRAO; KRIEGER, 2011; BIELLI et al., 2015).

O NO é produzido por um grupo de enzimas denominadas éxido nitrico sintase.
Juntamente com cofatores como oxigénio, NADPH e BH4, as NOS convertem L-
arginina em L-citrulina, sendo o NO um dos produtos dessa reacao (Figura 5). Existem
trés isoformas das NOS: NOS neuronal (hnNOS ou NOS1), NOS induzivel (iNOS ou
NOS2) e NOS endotelial (eNOS ou NOS3). Duas dessas enzimas (NNOS e eNOS)
sdo reguladas pelo aumento dos niveis intracelulares de calcio. No entanto, em
algumas situacOes, elas sé&o capazes de aumentar a producdo de NO
independentemente do nivel de calcio em resposta a estimulos como o estresse de
cisalhamento (BRUCKDORFER, 2005; LUNDBERG; GLADWIN; WEITZBERG, 2015;
GHIMIRE et al., 2017).

Figura 5 — Produg&o de NO via NOS



25

constitutiva
nNOS NO
\_/ eNOS v

» NADP

NADPH

0:
L-citrulina

Fonte: adaptado de LIND et al. (2017).

O papel indispensavel do NO no sistema cardiovascular pode ser
compreendido através das acdes periféricas que desempenha no organismo, como a
manutencdo do ténus vascular e regulacao da presséo arterial. A reducdo dos niveis
de NO oriundos da desregulacdo de sua sintese e/ou sua degradagdo em demasia
por estresse oxidativo podem dar inicio a uma disfuncdo endotelial, ocasionando
diminuicdo no processo de vasodilatacdo dependente do endotélio e reducdo da
capacidade que as células endoteliais possuem de suprimir processos inflamatérios e
trombose (VERAS et al., 2013).

2.3.1 Doadores de NO

Os doadores de NO sdo uma classe de substancias quimicamente
diversificadas, mas com mecanismo de agdo comum: a capacidade de liberar NO
devido a interacdo com o sistema bioldgico, simulando a sua acdo endogena. Devido
a sua curta meia-vida in vivo e das limitagdes para 0 seu uso em experimentos, muitos
compostos com capacidade de liberar NO tem sido utilizados como instrumento na
investigacdo da sua funcdo nas areas da fisiologia e fisiopatologia cardiovascular e
desde 1980 novos doadores de 6xido nitrico vem sendo desenvolvidos (IGNARRO;
NAPOLI; LOSCALZO, 2002; BELLISARII et al., 2012).

Nitrovasodilatadores, como 0s nitratos organicos, sao utilizados na clinica ha
mais de um século. A NTG, o nitrato mais estudado, € empregado principalmente no
alivio agudo da dor associada a angina, enquanto o ISMN é usado para o tratamento
de angina crénica. O NPS é usado em crises hipertensivas, onde € necessaria uma
reducdo rapida da pressao arterial. Ele também é a droga de escolha para arealizacédo

de estudos clinicos, sendo considerado o padrdao ouro. Além desses, outros nitratos
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como 0s S-nitrosotidis e os diazeniodiolatos também sao importantes doadores de NO
(MILLER; MEGSON, 2007; HERMAN; MONCADA, 2005).

Nesse cenario, como citado anteriormente, 0s nitratos inorganicos surgem
como uma alternativa de tratamento para as DCV. Apesar de demonstrarem em parte
efeitos favoraveis, ainda ha necessidade de comprovar a sua eficicia através de
estudos clinicos. Caso esses ensaios sejam exitosos e constatem a efetividade da
terapia com nitrato inorganico, representaria uma opc¢ao terapéutica eficaz, barata
acessivel e sem os grandes efeitos colaterais que sdo observados na terapia crbénica
com nitratos organicos (MUNZEL; DAIBER, 2018).

2.3.2 Nitrato inorgéanico

O nitrato (NOs") inorganico € um anion que pode ser naturalmente encontrado
em diversos alimentos, principalmente em vegetais de folhas verdes e beterraba,
também servindo como conservante de produtos carneos processados. Por muitos
anos, persistiu a crenca de que o0 consumo desse composto elevava o risco de cancer
e, como consequéncia, a OMS estabeleceu valores aceitaveis para sua ingestao diaria
(0 a 3,7mg/kg de peso corporal). Entretanto, nas dltimas décadas, estudos tém
demonstrado que o nitrato é reciclado no sangue e nos tecidos de maneira fisioldgica,
agindo como substrato alternativo na producdo de NO (LUNDBERG; GOVONI, 2004;
HORD; TANG; BRYAN, 2009; OMAR; ARTIME; WEBB, 2012; SHANNON et al.,
2019).

ApOs ser ingerido, parte do nitrato € reduzido a nitrito por meio de bactérias
comensais presentes na cavidade oral. Posteriormente, o nitrito é reduzido a NO
guando entra em contato com o ambiente acido do estbmago. Essa via € conhecida
como nitrato-nitrito-NO e complementa a via enzimatica, pois ambas atuam em
paralelo. Em condicfes de hipOxia, a expressao das enzimas NOS é diminuida, entao,
a via nitrito-dependente entra em cena, desenvolvendo fungbes positivas em
situacbes de déficit de oxigénio (Figura 6) (VENTO; AUGUSTO; REIS, 2011;
MCNALLY; GRIFFIN; ROBERTS, 2016).

Atualmente, nitratos organicos como a nitroglicerina e o nitroprussiato de sodio
sao utilizados na clinica para o tratamento da angina pectoris e hipertensdo, mas seu
uso a longo prazo causa tolerancia no organismo, diferente dos nitratos inorganicos,

onde esse fendbmeno ndo € observado (SHARMA; KASS, 2017). Isso os torna bons
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candidatos como potenciais alternativas terapéuticas nas DCV. Sua suplementacao
em humanos e modelos animais tem mostrado efeitos hipotensores, hipolipidémicos,
anti-inflamatorios e antioxidantes, além de regular a homeostase da glicose e a via de
sinalizagdo da insulina, melhorando o quadro de resisténcia @ mesma e a funcdo
vascular (BAHADORAN et al., 2015).

Figura 6 — Circulagdo entero-salivar de nitrato
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Fonte: adaptado de LUNDBERG; GLADWIN; WEITZBERG (2008).

O nitrato inorganico ingerido é rapidamente absonido no intestino delgado. Apesar de grande parte ser
excretada na urina, cerca de 25% é concentrado nas glandulas salivares. Ele pode ser encontrado em
altas concentragGes em vegetais de folhas verdes. Apds o consumo, bactérias anaerébicas facultativas
reduzem o nitrato a nitrito pela acdo da nitrato redutase. No estdmago, o nitrito € decomposto para

formar NO. O nitrato e nitrito restantes sao absonidos pelo intestino e podem ir para a circulagdo,
convertendo-se em NO bioativo no sangue e tecidos em condi¢6es de hipoxia.

2.4 Microbiota

O termo microbiota se refere a populagcdo de microrganismos que habitam o
trato gastrointestinal. Ela € composta por bactérias, fungos, virus e arquéias que
desempenham funcdes fisioldégicas e bioguimicas. A manutencdo da integridade

intestinal, captacao de energia, protecdo contra patbgenos e regulacdo da imunidade
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sdo apenas alguns papéis que a microbiota exerce no organismo do hospedeiro.
(THURSBY; JUGE, 2017; JIN et al., 2019; KATSIMICHAS et al., 2019).

Entretanto, nos ultimos anos, evidéncias tem sugerido que além de trazer
efeitos benéficos, a microbiota também estqd associada ao desenvolvimento de
doencas (Figura 7). Isso acontece quando ha um quadro de disbiose ocasionado por
padrdes alimentares inadequados, estresse e uso de antibiéticos (WANG et al., 2017;
JIN et al., 2019).

Nesse contexto, modular a microbiota intestinal para que ela se torne saudavel
€ uma potencial abordagem terapéutica para o tratamento de doencas cronicas
causadas por disbiose (PAN et al., 2019). A rebiose pode ser feita através da
administracdo de probidticos, a exemplo de Lactobacillus spp., que atuam como se
fossem células tronco, reabastecendo e rejuvenescendo a microbiota ali presente
(APPANNA, 2018).

2.5 Probib6ticos

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, probidticos sdo definidos
como organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001), podendo ser
encontrados em iogurtes, alimentos fermentados e suplementos alimentares (NCCIH,
2019). Muitas espécies microbianas exercem propriedades probioticas, onde as mais
importantes sdo as bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium (KECHAGIA et al., 2013).

Os probidticos devem possuir determinadas caracteristicas para que possam
desempenhar bem a sua funcdo, como: ser compativeis com o hospedeiro, nao
patogénicos; ser resistentes ao pH acido e a acdo biliar ao passarem pelo tubo
digestivo; aptos a colonizar rapidamente a mucosa intestinal interagindo com outras
espécies bacterianas; ser metabolicamente ativos ao chegar ao intestino e capazes

de estimular o sistema imune (SAAD, 2006; KECHAGIA et al., 2013).

Nos ultimos anos eles tem sido alvo de estudos devido a sua aplicabilidade em

inimeras areas que compreendem desde a indUstria alimenticia até a pratica clinica.

Entre os inimeros beneficios dos probiéticos, pode-se destacar a sua

capacidade de reduzir os niveis de colesterol (Figura 8). Diversos estudos
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demonstram a sua eficacia em modelos animais e também em humanos
(DAMODHARAN et al., 2015; RYAN et al., 2015; COSTABILE et al., 2017;
PALANIYANDI et al., 2019) e muitas séo as hipéteses sugeridas para explicar tal fato,
como a absorcdo do colesterol pelas bactérias, desconjugacdo de acidos biliares e
alteracdo do metabolismo de lipidios através da acéo de acidos graxos de cadeia curta
(MODANESI; MERCER; BERNARDI, 2016).

Além disso, também podem ser utilizados para casos de diabetes, atuando na
melhora dos niveis glicémicos e na reducdo da resisténcia a insulina (TIDERENCEL;
HUTCHEON; ZIEGLER, 2020) e em estudos em modelos animais para aterosclerose
algumas linhagens sédo capazes de reduzir a formacédo de placas ateroscleréticas
(NABI et al., 2016).

2.5.1 Lactobacillus plantarum WJL

O Lactobacillus plantarum € uma bactéria &cido-latica que pode ser
frequentemente encontrada nos mais variados nichos que compreendem desde
plantas, alimentos como carne, peixes, vegetais e laticinios fermentados até o trato

gastrointestinal de animais e humanos (SIEZEN et al., 2010).

A linhagem de L. plantarum WJL foi originalmente isolada do intestino da
Drosophila melanogaster, a mosca-da-fruta, sendo considerada um simbionte,
proporcionando beneficios ao seu hospedeiro. Um estudo de Storelli et al. (2011)
demonstrou que ela é capaz de promover crescimento larval sisttmico através da
otimizac&o das vias de sinalizacdo hormonal integradas, no entanto, 0s mecanismos
moleculares pelos quais a bactéria desempenha seus efeitos positivos ainda séo
amplamente desconhecidos (MARTINO et al., 2015). Seu genoma inicialmente
sequenciado foi publicado em 2013 (KIM et al., 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que as DCV sao um problema de saulde publica, a busca por
estratégias de modo a minimizar as taxas de mortalidade associadas a esses eventos
tem sido um desafio constante. Cabe ressaltar que os homens apresentam eventos
cardiovasculares mais cedo do que as mulheres. No entanto, evidéncias
experimentais sugerem que a aterosclerose € mais proeminente em individuos do
sexo feminino (VON SCHEIDT et al., 2017). Além disso, ha na literatura uma escassez

de estudos experimentais realizados em fémeas.

Em relacdo a associacéo entre o nitrato de sddio e o Lactobacillus plantarum
WJL, ja se sabe que, diferente dos nitratos orgéanicos utilizados atualmente na clinica,
0s nitratos inorganicos nao induzem tolerancia a longo prazo (SHARMA; KASS, 2017)
e varios estudos demonstram o potencial hipocolesterolémico de linhagens probidticas
(BU; WANG, 2018; WEGIELSKA; SULIBURSKA, 2016; HUANG et al., 2014; CHIANG;
PAN, 2012; PORTUGAL et al., 2006).

Desse modo, pode-se considerar que o tratamento com a associagao

supracitada seja uma alternativa promissora no tratamento da aterosclerose.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da associagdo entre nitrato de sodio e Lactobacillus plantarum
WJL para o tratamento da aterosclerose em camundongos fémeas knockout para
apolipoproteina E.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do tratamento cronico da associagéo entre nitrato inorganico
e probiético em camundongos fémeas apoE~- e seus controles wild type C57BL/6

sobre os seguintes parametros:

» Dosagem de colesterol total;
» Histologia vascular (analise de deposicéo de placas ateroscleréticas);
» Teste de tolerancia a glicose;

» Teste de tolerancia a insulina.
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5 METODOLOGIA
5.1 Animais

Camundongos (Mus musculus) isogénicos, fémeas, das linhagens C57BL/6
(controles wild type) e animais knockout para apolipoproteina E com 8 semanas de

vida foram utilizados.

Os animais foram 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). Eles foram acondicionados em
estantes com circulacdo de ar (Alesco, Sdo Paulo, Brasil) e mantidos sob condi¢cbes
controladas de temperatura (21+1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12

horas) e tiveram acesso a agua e racao ad libitum.

Todos os protocolos foram executados de acordo com 0s principios éticos e
foram previamente aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Paraiba (parecer n° 2614170918).

5.2 Grupos experimentais e tratamentos

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais: 1) C57BL/6: animais
C57BL/6 sem tratamento (controle negativo); 2) apoE” CT: animais apoE” sem
tratamento (controle positivo); 3) apoE” NT: animais apoE~- tratados com nitrato de
sodio, 4) apoE- PB: animais apoE~ tratados com Lactobacillus plantarum WJL e 5)
apoE-- NT+PB: animais apoE - tratados com nitrato de sédio e Lactobacillus plantarum

WJL. No total foram utilizados 43 animais distribuidos entre os grupos.

Ao atingirem 8 semanas de idade, os camundongos apoE-, que antes eram
alimentados com dieta padrdo, passaram a receber dieta aterogénica Western Type
(Rhoster, Sdo Paulo, Brasil), contendo 41% de calorias em forma de lipidios e 1,5%
de colesterol (Tabela 1). Esta dieta foi administrada para acelerar o processo de

desenvolvimento das placas ateroscleroticas (VESELI et al., 2017).

Tabela 1 — Composicéao das dietas padréo e aterogénica

Dieta padréo Dieta aterogénica

Milho integral moido, farelo de soja, farelo de | Amido de milho, DL-metionina, caseina,

trigo, carbonato de célcio, fosfato bicélcico, | banha de porco, carbonato de célcio,
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cloreto de sddio, 6leo vegetal, vitamina A, | celulose, colesterol, mix mineral AIN-76, mix
vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina | \itaminico AIN-93, sacarose, tert-
B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, | butilhidroquinona.

niacina, pantotenato de célcio, acido félico,
biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro,
sulfato de manganés, sulfato de zinco, sulfato
de cobre, iodato de calcio, selenito de sadio,

sulfato de cobalto, lisina, metionina, BHT.

O tratamento teve duracdo de 12 semanas e apOs este periodo as andlises

foram realizadas de acordo com os protocolos propostos (Figura 9).
Figura 7 — Delineamento experimental
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Fonte: elaborado pela autora (2020).

5.2.1 Tratamento com nitrato de sédio

O nitrato de sodio (NaNO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi diluido em
adgua em uma concentracdo de 10mM (JARDET et al., 2014). Este preparado foi

colocado nas garrafas e os animais tiveram acesso a agua ad libitum.

5.2.2 Tratamento com Lactobacillus plantarum WJL

Os animais foram tratados por meio de gavagem com Lactobacillus plantarum
WJL. A linhagem foi preparada e administrada diariamente e cada camundongo

recebeu uma dose de 300uL contendo 10° UFC/mL.
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5.2.3 Linhagem e in6culo para gavagem

A linhagem de Lactobacillus plantarum WJL utilizada neste estudo foi cedida
pela Profa. Dra. Marciane Magnani do Laboratorio de Processos Microbianos em
Alimentos (LPMA), pertencente ao Departamento de Engenharia de Alimentos (DEA)
do Centro de Tecnologia (CT) da Universidade Federal da Paraiba, mediante
colaboracdo com o Prof. Dr. Hubert Vidal do Instituto de Genémica Funcional de Lyon,

Franca.

A linhagem estoque foi mantida em criotubo em um banco a -20°C e reativada
pela transferéncia de 100puL desse estoque para um tubo de ensaio contendo 10mL
de caldo MRS estéril e incubado a 37°C sob anaerobiose por 72 horas. Apos a
ativacdo, 100puL da linhagem crescida foram transferidos para um novo tubo de ensaio
com 10mL de caldo MRS estéril e incubado a 37°C sob anaerobiose por 24 horas para
ser utilizado no dia seguinte e assim sucessivamente até o fim das 12 semanas de

tratamento.

O contetdo do tubo de ensaio com a linhagem crescida foi transferido para um
tubo tipo Falcon estéril e centrifugado por 15 minutos a uma temperatura de 4°C a
3500 RPM. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células bacterianas
sedimentadas foram ressuspendidas em 5mL de PBS e homogeneizadas por 30

segundos em agitador tipo vortex.

Em seguida, foi realizada a contagem de microrganismos em espectrofotbmetro
manual com DO expressa em absorbancia baseada na propriedade de turvacao. Foi
utilizada uma cubeta contendo PBS sem inéculo e outra com a presenca do indculo
para comparacdo de diferenca de luz absorvida pelas mesmas. A leitura foi
padronizada para 0,7 de absorbancia com o equipamento ajustado para o
comprimento de onda de 625nm. As suspensdes possuiam 10° UFC/mL a partir da

DO estabelecida.

5.3 Dosagem de colesterol total

O colesterol total foi dosado utilizando-se um kit comercial colorimétrico
(Bioclin®, Quibasa, Belo Horizonte, Brasil) de acordo com as orientagdes do
fabricante. As leituras foram executadas em espectrofotdbmetro automatico
(ChemWwell-T).
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5.4 Histologia vascular

Apos a eutanasia, os animais foram perfundidos com PBS, pH 7,4. Em seguida,
os tecidos foram fixados com paraformaldeido a 4% em PBS. A aorta foi
cuidadosamente retirada, dissecada do tecido conjuntivo e armazenada em fixador

até o momento do processamento histologico.

Para a realizacdo dos cortes histolégicos (6 um de espessura), a aorta foi
montada no composto Tissue Tek® OCT (Sakura Finetek, Califérnia, EUA), congelada
e cortada em micrétomo criostato (Leica CM1850, Nussloch, Alemanha). Os cortes
foram colocados em laminas gelatinizadas e armazenados em geladeira até o

momento da coloragdo por, no maximo, 1 semana.

A quantificacdo da deposicdo de placas aterosclerdticas foi feita em cortes
corados com o corante de lipidios neutros Oil-Red-O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). O Tissue Tek® OCT foi retirado cuidadosamente das laminas com &agua
destilada e as laminas foram mantidas em contato com o corante com 0S cortes
voltados para baixo, para evitar precipitagéo, por 10 minutos. O excesso de corante
foi lavado com agua destilada e os cortes foram cobertos por PBS e laminula. As
lesbes ateroscleréticas foram quantificadas em fotomicrografias capturadas
utilizando-se um microscopio interfaceado a uma camera digital e as imagens foram
analisadas com o sistema Image J. A &rea de deposicdo de placa foi expressa como

porcentagem do limen vascular ocupado pela mesma.

5.5 Teste de tolerancia a glicose

Com os animais em jejum overnight (14 horas), foi injetada uma solucédo de
25% de glicose em salina 0,9% estéril a uma dose de 2g de glicose/kg de peso
corporal via intraperitoneal. Com uma pequena incisdo na ponta da cauda do
camundongo, uma gota de sangue foi obtida para a verificagdo da glicemia nos
tempos 0 (basal), 15, 30, 60 e 90 minutos fazendo-se uso de tiras reativas e
glicosimetro portéatil (Accu-Chek® Active, Roche Diagndstica Brasil Ltda.) (AYALA et
al., 2010; BOWE et al., 2014).

5.6 Teste de tolerancia a insulina

Com os animais alimentados, foi aplicada 0,75U de insulina humana regular

(Humulin® R, Eli Lilly, Sdo Paulo, Brasil) por kg de peso corporal via intraperitoneal.
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Com uma pequena incisdo na cauda do camundongo, uma gota de sangue foi obtida
para a verificagao da glicemia nos tempos 0 (basal), 30, 60, 90 e 120 minutos fazendo-
se uso de tiras reativas e glicosimetro portatil (Accu-Chek® Active, Roche Diagnostica
Brasil Ltda.) (AYALA et al., 2010; BOWE et al., 2014).

5.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados com auxiio do programa GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados obtidos foram expressos
como média + EPM e analisados estatisticamente empregando-se ANOVA one-way
ou two-way seguido pelo post hoc de Tukey. Os valores foram considerados

significativos quando p<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Dosagem de colesterol total

Ao final das 12 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados e o
sangue coletado para a dosagem de colesterol total. Os animais apoE” CT
apresentaram perfil de colesterol mais elevado que os animais controle (C57BL/6).
Considerando que os animais apoE " receberam dieta aterogénica, eles apresentaram
um aumento de cerca de 9 vezes na concentracdo de colesterol total comparado aos
C57BL/6. Os animais tratados com o nitrato inorganico apresentaram diferenca no
perfil de colesterol em comparacéo aos animais do grupo apoE~ CT, diferentemente
dos grupos apoE"- tratados com probidtico e com a associacdo. Nestes, ndo houve

alteracdo nos niveis de colesterol total (Figura 10). As médias de cada grupo estao
apresentadas na Tabela 2.

Figura 8 — Representacéo grafica da analise de colesterol total

10009

800 -

600 A

400 A

2001

Colesterol total (mg/dL)

**p<0,01 C57BL/6 vs. apoE”-CT e #p<0,05 apoE’- CT vs. apoE”- NT.

Tabela 2 — Médias da andlise de colesterol total (mg/dL)

C57BL/6 apoE’-CT apoE’ NT apoE’ PB apoE’-NT+PB

90 +7.2 816 +3.1 619 + 92 691 + 24 770 £ 34
Valores expressos como média = EPM.
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6.2 Histologia vascular

A quantificacdo de placas ateroscleréticas na aorta dos camundongos foi
realizada por meio de cortes transversais corados com o corante de lipidios neutros
Oil-Red-O. Observa-se que os animais apoE”- CT apresentaram maior deposicédo de
placas quando comparados aos C57BL/6. O grupo apoE-- PB demonstrou aumento e
0 grupo apoE” NT+PB diminuicdo da deposicdo de placas comparando-se ao grupo
apoE- CT. As fotomicrografias representam imagens tipicas de cada um dos grupos
(Figura 11).

Figura 9 — Quantificacdo de placas ateroscleréticas em cortes transversais
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Representacdo grafica da andlise de deposi¢do de placas na aorta dos camundongos. As imagens
abaixo do grafico representam fotos tipicas de cortes histoldgicos corados com Oil-Red-O de cada um
dos respectivos grupos estudados. **p<0,01 vs. C57BL/6 e #*p<0,01 vs. apoE”- CT.
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Tabela 3 — Médias da andlise de deposicdo de placas (% do limen vascular)

C57BL/6 apoE’-CT apoE’ NT apoE’-PB apoE’ NT+PB

0.0+£0.0 13 £0.98 14 +£2.4 20+£1.3 5.2+0.72
Valores expressos como média = EPM.

2.3 Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose foi realizado em animais submetidos a jejum
overnight. Os resultados demonstram que a glicemia do grupo apoE”- CT se mostrou
semelhante ao do grupo C57BL/6. Isso significa que os animais apoE’- CT possuem
perfil glicémico equivalente ao controle saudavel, apontando que o quadro de
aterosclerose ndo causou intolerancia a glicose. Em relagdo aos grupos apoE - com
tratamento, nota-se que os animais tratados com probidtico e com a associacdo
apresentaram um pico de glicemia aos 15 minutos e niveis glicémicos basais mais

elevados (Figura 12). As médias dos grupos de acordo com 0 tempo estdo
representadas na Tabela 4.

Figura 10 — Representacao grafica das curvas no GTT e AUC
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Foi mensurada a glicemia nos tempos 0 (basal), 15, 30, 60 e 90 minutos apdés injecdo i.p. de glicose. A

figura 12A mostra as cunas glicémicas ao longo do tempo. A figura 12B apresenta a AUC
correspondente as cunas glicémicas. *p<0,05 vs. apoE”- CT.

Tabela 4 — Médias dos grupos no GTT de acordo com o tempo (mg/dL)

apoE’
NT+PB

0 (basal) 79 £4.0 69 +2.2 105 +£8.4 162 + 7.68** 160 + 6.3**

Tempo (min) C57BL/6 apoE’-CT apoE’-NT apoE’-PB
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15 287 £19 307 £9.9 256 *+ 56 468 + 21** 450 + 39**
30 301 £ 25 337 £7.6 280 + 78 319 + 23 412 + 49*
60 199 + 16 182 £ 7.6 165 + 35 172 £8.2 196 + 15
90 147 + 6.4 111 +4.1 112 + 11 145 + 4.7 155 +5.4

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 e **p<0,01 vs. apoE”" CT.

6.4 Teste de tolerancia a insulina

Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina foi feito o teste de tolerancia com

os animais em estado alimentado. O grupo apoE~- CT mostrou ser estatisticamente

semelhante ao grupo C57BL/6 e ndo houve influéncia dos tratamentos na

sensibilidade a insulina levando-se em consideragdo o grupo apoE”- CT (Figura 13).

As médias dos grupos de acordo com o tempo estdo representadas na Tabela 5.

Figura 11 — Representacdo gréfica das curvas no ITT e AUC
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A glicemia foi mensurada nos tempos 0 (basal), 30, 60, 90 e 120 minutos apés injecdo i.p. de insulina
regular. A figura 13A mostra as curva ao longo do tempo. A figura 13B apresenta a AUC das cunas.

Tabela 5 — Médias dos grupos no ITT de acordo com o tempo (mg/dL)

Tempo (min) C57BL/6 apoE’- CT apoE’- NT apoE’- PB sgggg
0 (basal) 122 + 8.9 127 + 3.6 146 + 7.8 154 + 4.6 154 + 4.0
30 81 +3.9 60 + 4.6 44 + 8.0 67 +3.2 63 +2.1
60 76 +7.1 57 +5.5 25+9.5 61 + 8.0 41 + 8.4
90 90 +5.5 71 +5.9 38 +21 101 + 12* 52 + 14
120 118 + 8.6 101 + 6.2 42 + 25+ 116 + 3.9 71 + 18*

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 e **p<0,01 vs. apoE”" CT.
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7 DISCUSSAO

A aterosclerose é responsavel por altos indices de mortalidade e morbidade em
todo o mundo. Ela se caracteriza como uma doenca crénica e progressiva que afeta
as artérias de médio e grande calibre (CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO;
SOARES, 2007; LAHOZ; MOSTAZA, 2007). Hiperlipidemia, hipertensao, diabetes e
tabagismo sdo apenas alguns fatores de risco que levam ao seu desenvolvimento. De
acordo com estudos epidemioldgicos, mulheres na pré-menopausa tem menos
chances de serem acometidas por DCV em comparacdo com homens da mesma
idade, mas a incidéncia aumenta nas mulheres ap6s a menopausa, apontando 0s
efeitos positivos do estrogénio sobre o sistema cardiovascular (ZHANG et al., 2018).

Entre os diversos modelos animais existentes hoje em dia, os animais apoE "
foram os escolhidos para utilizacdo nesse trabalho por j& serem bem estabelecidos
para o estudo da aterosclerose e dos efeitos dos fatores de risco na sua progressao
(SASSO et al., 2016). A partir de 10 semanas de idade, eles comecam a apresentar
lesbes em locais tipicamente afetados pela aterosclerose humana, como a aorta e
artérias coronéarias e pulmonares (PLUMP et al., 1992; DESURMONT et al., 2000) e
o surgimento de ateromas pode ser mais rapido a partir da administracdo de uma dieta
Western Type (VESELI et al., 2017).

O intuito do presente estudo foi avaliar os efeitos da associagéo entre o nitrato
de sddio e Lactobacillus plantarum WJL para o tratamento da aterosclerose e avaliar

parametros metabolicos em camundongos fémeas knockout para apolipoproteina E.

A hipercolesterolemia é considerada um dos principais precursores da
aterogénese. Ela causa aumento da permeabilidade vascular permitindo a migracéo
de lipidios para a camada intima (BERGHEANU; BODDE; JUKEMA, 2017). Em nosso
estudo, os apoE”- demonstraram um aumento de cerca de 9 vezes nos niveis de
colesterol total comparados aos C57BL/6. Esse é um resultado esperado tendo em
vista que eles receberam dieta aterogénica (OPPI; LUSCHER; STEIN, 2019) com o
intuito de acelerar o processo de disfungéo endotelial e desenvolvimento de ateromas.
A apolipoproteina E tem papel importante no metabolismo de lipidios, sendo
responsavel pela distribuicdo dessas moléculas entre os tecidos e células do corpo
(HUANG; MAHLEY, 2014) e os camundongos apoE~ ndo a expressam. Isso explica

0 motivo desses animais possuirem perfil de colesterol total mais alto que os wild type,
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corroborando com estudos realizados anteriormente (SMITH et al., 2010; BALARINI
et al.,, 2013; LIU et al., 2018; OLIVEIRA, et al., 2019).

O nitrato inorganico dietético foi considerado como um vildo ha mais de meio
século devido a sua associacdo com o0 processo de carcinogénese, mas isso tem
mudado, pois o interesse cientifico em seus efeitos benéficos na saude cardiovascular
tem crescido exponencialmente (LUNDBERG;, CARLSTROM; WEITZBERG, 2018).
Bakker et al. (2016) utilizaram o NaNO3 em uma dosagem baixa e o mesmo foi capaz
de melhorar a disfuncdo endotelial e a estabilidade das placas ateroscleréticas em
camundongos apoE~- submetidos a uma dieta hiperlipidica e Marsch et al. (2016)
mostraram que a suplementacéo prolongada com nitrato ndo causou efeitos colaterais
sistémicos em camundongos LDLr”-. Em humanos, alguns trabalhos sugerem que o
nitrato inorganico € capaz de reduzir a pressao arterial (KAPIL et al., 2015; KERLEY
et al., 2018). No presente trabalho, 0 NaNOs reduziu os niveis de colesterol total nos
animais apoE-- quando comparados com seu controle, mesmo resultado encontrado
por Li et al. (2016). Os autores constataram que o nitrato proveniente do espinafre a
uma dose de 60mg/kg foi favoravel sobre o perfil lipidico plasmatico de camundongos

alimentados com dieta rica em gordura e frutose.

Quanto aos probidticos, muitos pesquisadores tem demonstrado seu potencial
hipolipidémico. Huang et al. (2014) observaram que o Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 impede a aterosclerose inibindo a absorcdo intestinal de colesterol em
camundongos apoE”, Chan et al. (2016) demonstraram que a intervencdo do
Lactobacillus rhamnosus GG se mostrou benéfica na reducdo de colesterol em
animais que receberam dieta hiperlipidica e Fuentes et al. (2013) relatam a eficacia
de trés linhagens de Lactobacillus plantarum (CECT 7527, CECT 7528 e CECT 7529)
na diminuicdo do colesterol em adultos hipercolesterolémicos. Em nossos achados, o
Lactobacillus plantarum WJL falhou em mostrar o mesmo efeito, corroborando com
estudos clinicos realizados anteriormente (SIMONS; AMANSEC; CONWAY, 2006;
HATAKKA et al., 2008), sugerindo que os resultados dependem da linhagem utilizada.

Como ja citado anteriormente, a aterosclerose € uma doenca inflamatoria
cronica causada pelo acumulo de lipidios na parede arterial com consequente
infiltracdo de mondcitos e outras células do sistema imune, culminando na formagéo
de uma placa ateromatosa (WIERER et al., 2018). Em nosso estudo, foi possivel

observar que os animais apoE’ CT apresentaram maior deposicdo de placas,
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ocupando cerca de 13% do limen vascular comparado aos camundongos do grupo
C57BL/6, 0 que ja era esperado devido ao nosso modelo experimental e a
administracdo de dieta aterogénica para que o processo de formacédo de placas

ateroscleroticas fosse acelerado.

Na literatura é possivel encontrar relatos de linhagens probidticas que foram
eficazes em reduzir a deposicdo de placas em modelos animais. Fang et al. (2019)
administraram Lactobacillus rhamnosus GR-1 por 12 semanas em animais apoE
alimentados com HFD e observaram que a linhagem foi capaz de atenuar a formacéo
de placas, diminuindo a leséo aterosclerética. Um estudo realizado com camundongos
fémeas apoE~- conduzido por Chan et al. (2016) fez uso de uma mistura probidtica e
0s autores reportam redugao no desenvolvimento de placas por meio da alteracdo do
perfil microbiano intestinal. Em oposicédo, nossos dados revelam que o Lactobacillus
plantarum WJL aumentou a area de deposicdo de placas, sendo esse um mecanismo
inédito.

Nesse estudo pioneiro, a associacdo entre nitrato inorganico e probiodtico foi
capaz de reduzir a deposicdo de placas ateroscleréticas. Khambata et al. (2017)
mostraram que apesar de nao ter efeito na area total da placa, o nitrato inorganico por
meio da dieta resultou em redugcdo no acumulo de macréfagos, juntamente com
aumento de conteddo do musculo liso, sugerindo que a placa se tornou mais estavel
e como descrito acima, os probidticos sdo capazes de inibir a formacao de placas
(FUENTES et al., 2013). De antemao, podemos sugerir que a associacao entre 0s
dois compostos potencializou seus efeitos, mas a mecanistica por tras do seu

beneficio ainda precisa ser elucidada.

Muito se fala sobre a relacdo entre diabetes e aterosclerose e, de fato, as duas
condigbes estdo intimamente conectadas. A hiperglicemia induz modificagbes no
tecido vascular a nivel molecular e acelera o processo de aterogénese em casos de
diabetes tipo 1 e 2 (ARONSON; RAYFIELD, 2002; CHAIT; BORNFELDT, 2009).
Estresse oxidativo, disfuncdo endotelial e inflamacdo vascular s&o fatores
fisiopatologicos proprios do desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 e contribuem
de maneira direta para o surgimento de DCV (AGUIAR; DUARTE; CARVALHO, 2019).

Os animais apoE” CT receberam dieta aterogénica por 12 semanas, mas nao

houve diferenca em seu perfil glicémico no GTT quando comparados aos C57BL/6.
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Pettersson et al. (2012) conduziram um estudo onde camundongos machos e fémeas
foram submetidos a dieta rica em gordura e as fémeas se mostraram protegidas contra
a sindrome metabdlica causada pela alimentacdo. Os autores indicam que tal efeito

pode se dar pela acao do estrogénio.

O grupo apoE~” NT obteve valores semelhantes aos grupos C57BL/6 e apoE "
CT, ou seja, o tratamento manteve os niveis glicémicos dentro da normalidade, nao
havendo incremento e nem piora no GTT. Na literatura, algumas pesquisas séo
controversas. Matthews et al. (2018) demonstram que o nitrato inorganico nao
melhora os efeitos da hiperglicemia em ratos alimentados com dieta hiperlipidica,
enquanto outros trabalhos relatam o seu sucesso em modelo animal hiperglicEmico e
em camundongos com deficiéncia de eNOS (CARLSTROM et al., 2010; KHALIFI et
al., 2015).

Os grupos apoE~- PB e apoE~- NT+PB apresentaram um pico glicémico aos 15
minutos da curva e glicemia basal mais elevada, mas logo ap0s os animais tratados
com probidtico conseguiram retornar a niveis normais, coincidindo com ambos 0s
controles. Os camundongos tratados com a associagdo mantiveram a glicemia
elevada por um periodo maior de tempo, mas também conseguiram se igualar aos
demais grupos. Na AUC, o grupo apoE-- NT+PB se mostrou estatisticamente diferente
do apoE"- CT.

Diversas pesquisas descrevem os probidticos como uma alternativa promissora
na regulacao glicémica, como a de Andersson et al. (2010), onde o Lactobacillus
plantarum DSM 15313 reduziu a glicose plasmatica em animais C57BL/6 alimentados
com alto teor de gordura e Rune et al. (2016) afirmam que a modulagdo da microbiota
intestinal melhora varios parametros, inclusive a tolerancia a glicose em camundongos
apoE”-. Esses sdo apenas alguns exemplos dentre tantos outros existentes na
literatura que reportam os efeitos benéficos de linhagens probidticas quanto a glicemia
(AOKI et al., 2017; BALAKUMAR et al., 2018; KHALILI et al., 2019). Corroborando
com o que foi encontrado em nosso estudo, Fak e Backhed (2012) ndo observaram
sucesso de linhagens de Lactobacillus reuteri sobre o GTT de animais knockout para

apolipoproteina E.

A associacao entre nitrato inorganico e probidtico € inédita e ndo ha relatos de

Seu uso, por isso, os fatores que levaram com que sua utilizagdo em nosso modelo
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experimental sugerissem uma leve tendéncia de intolerancia a glicose permanecem

desconhecidos.

Responsavel por atuar como regulador do metabolismo celular, a insulina € um
horménio essencial em nosso organismo (ORMAZABAL et al., 2018). Em casos de
pacientes com DM e aterosclerose, é muito comum o quadro de resisténcia a insulina
ocasionada por glicotoxicidade e lipotoxicidade (AZEVEDO; VICTOR; OLIVEIRA,
2010).

by

Os grupos C57BL/6 e apoE” CT mantiveram a sensibilidade a insulina,
apontando que mesmo a dieta aterogénica nao foi capaz de induzir resisténcia nesses
animais. Citando mais uma vez o estudo de Petersson et al. (2012), as fémeas
parecem ser mais resistentes a sindrome metabdlica até quando sdo alimentadas com
uma HFD. Em humanos, comparando-se com homens da mesma faixa etaria,
mulheres na pré-menopausa possuem sensibilidade a insulina preservada devido ao
estrogénio circulante e o risco de diabetes tipo 2 e DCV aumenta apds a menopausa
(MAUVAIS-JARVIS; CLEGG; HEVENER, 2013). Evidéncias em modelos animais
corroboram com o descrito acima. O grupo de Riant et al. (2009) utilizou camundongos
machos, fémeas e fémeas ovariectomizadas em seu estudo e administraram tanto
dieta padrdo quanto hiperlipidica. Foi observado que os niveis de estrogénio foram
capazes de exercer um efeito protetor contra a resisténcia a insulina nas fémeas
alimentadas com HFD e Yan et al. (2018) obtiveram resultados semelhantes com o

mesmo modelo experimental.

Como abordado anteriormente, probiéticos tém sido utilizados como
reguladores glicémicos e também possuem efeitos sobre a resisténcia a insulina
(ALARD et al., 2015; BAGAROLLI et al., 2017; CELIK; SOGUT, 2019). Em nosso
modelo, a linhagem de Lactobacillus plantarum WJL ndo se mostrou efetiva, apenas
mantendo os valores proximos dagueles encontrados nos grupos C57BL/6 e apoE "
CT. O mesmo achado foi relatado por Fak e Backhed (2012). Eles administraram
linhagens de Lactoabillus reuteri em camundongos apoE--, mas ndo foram observados
efeitos significativos no ITT.

O tratamento com a associa¢cao ndo aumentou a sensibilidade a insulina como
era esperado e o NaNOs apresentou diferenca no Ultimo ponto da curva, mas nao € o

suficiente para afirmar que tal composto obteve éxito. Apesar dos nossos resultados,
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na literatura € possivel encontrar relatos do nitrato inorgéanico e seus efeitos na
resisténcia a insulina. A suplementacdo com nitrato dietético melhorou a resisténcia
em camundongos KKA(y) diabéticos tipo 2 (OHTAKE et al., 2015), a sensibilidade a
insulina foi aumentada em ratos alimentados com dieta rica em frutose (ESSAWY,
ABDEL-SATER; ELBAZ, 2014) e a deficiéncia de nitrato e nitrito levou a sindrome
metabdlica e disfuncdo endotelial em animais C57BL/6 (KINA-TANADA etal., 2017).
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8 CONCLUSAO

No presente trabalho desenvolvemos um produto composto pela associagcao
entre nitrato de sbédio e Lactobacillus plantarum WJL para o tratamento da
aterosclerose em camundongos fémeas knockout para apolipoproteina E que se
mostrou eficaz na reducdo das placas aterosclerdticas experimentalmente. Por se
tratar de um estudo original, o mecanismo responsavel por tal efeito ainda ndo foi
desvendado, havendo a necessidade de mais investigacdo. Também observamos que
o nitrato de sodio de maneira isolada foi capaz de diminuir os niveis de colesterol total

desses animais.

O uso da associagdo se mostra como uma alternativa promissora para o
tratamento da aterosclerose e estudos clinicos que possam garantir a sua eficacia em

pacientes correspondera a uma nova etapa dessa pesquisa.
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