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RESUMO

A aterosclerose compreende uma das principais doenças cardiovasculares. A
hipercolesterolemia tem sido o principal fator aterogênico em humanos, sendo
reforçada pela alimentação desbalanceada. Os probióticos em associação com
compostos fenólicos têm se mostrado eficazes na redução de lipidemia em animais.
A Universidade Federal da Paraíba desenvolveu uma nova formulação nutracêutica
por meio de junção do probiótico Limosilactobacillus fermentum (cepas
139,263,296) e os compostos fenólicos quercetina e resveratrol (LifePro). A
presente pesquisa visou investigar os efeitos vasculares do nutracêutico em
camundongos ateroscleróticos nocaute para a apolipoproteína E (apoE-/-)
submetidos a dieta aterogênica. Foram analisados três grupos: animais controle
sem modificação genética (wild type, WT); animais apoE-/- que receberam veículo e
animais apoE-/- que receberam o nutracêutico durante oito semanas. Ao final, os
animais foram eutanasiados a fim de avaliar padrões bioquímicos, inflamatórios,
deposição lipídica e reatividade vascular na artéria aorta. A administração do
nutracêutico possuiu efeito hipocolesterolemiante, reduzindo o colesterol de animais
apoE-/- tratados (579±46 mg/dL##*) quando comparado com animais apoE-/- veículo
(978±68 mg/dL**), mas não em relação ao grupo controle saudável (73±6 mg/dL).
Houve também efeito hipoglicemiante no grupo tratado (249±16 mg/dL#) em relação
ao grupo apoE-/- salina (300±12 mg/dL*). Os triglicerídeos também foram reduzidos
nos animais tratados (145±18 mg/dL#* vs. apoE-/- salina 211±16 mg/dL**). O perfil
lipoproteico demonstrou-se alterado no grupo apoE-/- veículo (HDL: 17±2 mg/dL** vs.
WT 41±2 mg/dL e LDL: 159±21** mg/dL vs. WT: 5±0,7 mg/dL), o HDL e LDL não
sofreu alteração com o tratamento. Por outro lado, o VLDL foi reduzido no grupo
tratado (503±62 mg/dL#*) comparando com o grupo salina (776±46 mg/dL##**),
diferindo ambos dos animais saudáveis (28±3 mg/dL). O tratamento não influenciou
no consumo de ração e peso. O estresse oxidativo foi maior no grupo apoE-/- salina
(30±1** mmol/mL vs. WT 13±1 mmol/mL) e o LifePro reduziu as concentrações de
MDA (14±2### mmol/mL). Em relação a reatividade vascular, o grupo apoE-/- veículo
apresentou aumento na vasoconstrição frente a fenilefrina (Rmáx: 88±7%**) em
relação ao grupo controle saudável (Rmáx: 70±3%) e prejuízo no relaxamento
dependente de endotélio (apoE-/- veículo Rmáx: 48±6%** vs. WT Rmáx: 89±5%)
destacando portanto a disfunção endotelial neste grupo. O nutracêutico melhorou a
disfunção endotelial reduzindo o comportamento vasoconstritor (apoE-/- tratado
Rmáx: 50±3%**##) e aumentando o relaxamento frente a acetilcolina (apoE-/- tratado
Rmáx: 107±12%##). Houve, com o tratamento, o restabelecimento do NO no
relaxamento, bem como redução do impacto do estresse oxidativo no banho de
órgãos. Acerca do perfil inflamatório, as citocinas TNF (18±1** pg/mL vs. 7±1
pg/mL) e MCP-1 (145±12** pg/mL vs. 77±8 pg/mL) foram maiores no grupo apoE-/-

salina comparando com WT, já IL-6 e IL-10 não mostraram alteração entre os
grupos. O tratamento não modificou os níveis de citocinas. A deposição lipídica no
arco aórtico é acentuada nos apoE-/- salina (45±2%**), enquanto que o tratamento
(27±2%##**) reduziu a porcentagem da placa em 1,2 vezes. Assim, sugerimos que o
tratamento demonstrou-se eficaz em modelo murino de aterosclerose.

Palavras-chave: Probióticos. Aterosclerose. Função vascular. Inflamação.



ABSTRACT

Atherosclerosis is one of the leading cardiovascular diseases. Hypercholesterolemia
has been identified as the main atherogenic factor in humans, exacerbated by an
unbalanced diet. Probiotics in combination with phenolic compounds have proven
effective in reducing lipidemia in animals. The Federal University of Paraíba
developed a new nutraceutical formulation by combining the probiotic
Limosilactobacillus fermentum (strains 139, 263, 296) and the phenolic compounds
quercetin and resveratrol (LifePro). This research aimed to investigate the vascular
effects of the nutraceutical in apolipoprotein E knockout atherosclerotic mice (apoE-/-)
subjected to an atherogenic diet. Three groups were analyzed: control animals
without genetic modification (wild type, WT); apoE-/- animals that received a vehicle,
and apoE-/- animals that received the nutraceutical for eight weeks. At the end, the
animals were euthanized to assess biochemical and inflammatory patterns, lipid
deposition, and vascular reactivity in the aorta artery. The administration of the
nutraceutical had a hypocholesterolemic effect, reducing cholesterol in treated
apoE-/- animals (579±46 mg/dL##) compared to vehicle-treated apoE-/- animals
(978±68 mg/dL**), but not in relation to the healthy control group (73±6 mg/dL).
There was also a hypoglycemic effect in the treated group (249±16 mg/dL#)
compared to the saline apoE-/- group (300±12 mg/dL). Triglycerides were also
reduced in treated animals (145±18 mg/dL#* vs. apoE-/- saline 211±16 mg/dL**). The
lipoprotein profile showed alterations in the apoE-/- vehicle group (HDL: 17±2 mg/dL**
vs. WT 41±2 mg/dL and LDL: 159±21** mg/dL vs. WT: 5±0.7 mg/dL), while HDL and
LDL levels were not altered by the treatment. On the other hand, VLDL was reduced
in the treated group (503±62 mg/dL#*) compared to the saline group (776±46
mg/dL##), both differing from healthy animals (28±3 mg/dL). The treatment did not
influence food intake or weight. Oxidative stress was higher in the apoE-/- saline
group (30±1 mmol/mL vs. WT 13±1 mmol/mL), and LifePro reduced MDA
concentrations (14±2### mmol/mL). Regarding vascular reactivity, the apoE-/- vehicle
group showed increased vasoconstriction in response to phenylephrine (Rmax:
88±7%) compared to the healthy control group (Rmax: 70±3%) and impaired
endothelium-dependent relaxation (apoE-/- vehicle Rmax: 48±6% vs. WT Rmax:
89±5%), highlighting endothelial dysfunction in this group. The nutraceutical
improved endothelial dysfunction by reducing vasoconstrictive behavior (apoE-/-

treated Rmax: 50±3%##) and increasing relaxation in response to acetylcholine
(apoE-/- treated Rmax: 107±12%##). The treatment restored NO-mediated relaxation
and reduced the impact of oxidative stress in organ baths. Concerning the
inflammatory profile, TNF (18±1 pg/mL vs. 7±1 pg/mL) and MCP-1 (145±12** pg/mL
vs. 77±8 pg/mL) cytokines were higher in the apoE-/- saline group compared to WT,
while IL-6 and IL-10 levels did not show alterations between groups. The treatment
did not modify cytokine levels. Lipid deposition in the aortic arch was accentuated in
apoE-/- saline animals (45±2%), while treatment (27±2%##) reduced plaque
percentage by 1.2 times. Thus, we suggest that the treatment proved effective in a
murine model of atherosclerosis.

Keywords: Probiotics. Atherosclerosis. Vascular function. Inflammation.
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1 REVISÃO DE LITERATURA

1.1 DOENÇAS CARDIOVASCULARES E ATEROSCLEROSE

As doenças cardiovasculares (DCV) têm se tornado um problema de saúde

pública ao passo que permanece como a principal causa de morte em todo o

mundo. Por serem de caráter sistêmico, envolvem diversos órgãos do corpo,

comprometendo seu adequado funcionamento e manutenção da homeostase

(Azevedo; Pinheiro; Joaquim, 2017). A mortalidade por doenças cardiovasculares

(DCV) tem aumentado ao longo dos anos. No Brasil, por exemplo, em 1990, cerca

de 270 mil pessoas morreram em decorrência dessas enfermidades, número que

subiu para 400 mil óbitos anuais em 2019 (Gomes et al., 2019). No entanto, ao

padronizar a prevalência por idade, observa-se uma redução nesse período. Sem

essa correção, o aumento na prevalência de DCV no Brasil se deve, em grande

parte, ao envelhecimento da população nos últimos 30 anos (Oliveira et al., 2022).

Além disso, estima-se cerca de 18,6 milhões de óbitos no mundo em 2019 devido

a DCV como hipertensão arterial, cardiomiopatias isquêmicas e acidente vascular

cerebral. No Reino Unido, cerca de 163 mil pessoas morreram devido a

complicações das DCV nesse mesmo ano (Cheema et al., 2022). Dezessete

milhões de indivíduos sofrem com o acometimento de doenças cardiovasculares

(Alargasamy; Jaeschke; Hui, 2022 ; Ribeiro;Cotta; Ribeiro, 2012).

Dentro do contexto das DCV, a aterosclerose constitui-se como uma

condição inflamatória que atinge os vasos de médio e grande porte e que pode

levar a aneurismas, infarto agudo do miocárdio, insuficiência cardíaca e acidentes

vasculares isquêmicos (Talepoor; Doroudchi, 2022). Devido ao fato de ser uma

complicação e causa por trás de grande parte das doenças cardiovasculares, é

difícil presumir sua incidência isolada (Luca et al., 2023), podemos utilizar portanto

os achados acerca da doença arterial coronariana que ocorre devido ao acúmulo

de estrias gordurosas nas artérias coronárias que circundam e nutrem o coração,

gerando isquemia e infarto agudo do miocárdio (IAM). No Brasil, o número de

pessoas com esse tipo de doença aumentou de 1,48 milhão em 1990 para 4

milhões em 2019. As internações no Sistema Único de Saúde de pacientes com

IAM também cresceram em 54% nesse mesmo ano (Oliveira et al., 2022). A
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aterosclerose e seus desfechos rendem ao sistema brasileiro um custo de 986

milhões de reais por ano, incluindo hospitalizações (Bahia et al., 2018).

A doença aterosclerótica está intimamente associada ao estilo de vida,

tendo como fatores de riscos obesidade, sedentarismo, tabagismo, diabetes, dieta

hiperlipídica e hipertensão (Hajar, 2017). Em geral, por se tratar de uma doença

com poucos e tardios sintomas, a descoberta e intervenção costumam ser feitos

em estágios avançados, o que prejudica o prognóstico (Kotlyarov, 2022).

A figura 1 ilustra um estudo desenvolvido em 2019 reunindo informações da

World Health Organization - Global Burden Disease (GBD) (Murray et al., 2020),

nela tem-se o percentil distributivo do aumento de pressão sistólica e riscos

dietéticos no mundo nesse ano. O ano de vida ajustado por incapacidade ou

(Disability-Adjusted Life Years - DALY) permite averiguar e estimar os anos

perdidos devido a fatores de risco, servindo como parâmetro para inferir a

porcentagem de mortes atribuíveis a uma determinada variável. Percebe-se

portanto que no contexto da América do Sul, especificamente o Brasil há um

espectro de valores devido a dimensão geográfica, cultural e econômica dos

estados brasileiros. Em relação aos riscos dietéticos boa parte do Nordeste,

Sudeste e Sul apresentam DALY entre 6-8% e os demais estados 4-6% com

exceção de alguns na região Norte. Sobre esse parâmetro a pesquisa não

conseguiu inferir acerca de influência socioeconômica, podendo dar uma

impressão falsa positiva, visto que muitas vezes o risco dietético é reduzido, pois o

acesso da população a alimentos é restrito. Já quanto ao aumento da pressão

sistólica, o padrão brasileiro permanece o mesmo, porém é notável que essa

variável impacta mais no DALY do que os riscos dietéticos, pois grande parte do

país possui entre 8-10% de mortes atribuíveis. É necessário inferir também que o

aumento da PA sistólica é totalmente influenciado pelos riscos dietéticos e

comportamentais.
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Figura 1: Dados do GBD 2019 acerca dos riscos dietéticos e aumento da pressão sistólica

no mundo

Fonte: Murray et al. (2020)

Para observar mais de perto o cenário brasileiro, destacamos um estudo

realizado em 2022 que por sua vez, com o objetivo de pesquisar acerca das

internações devido a complicações em relação a aterosclerose nos hospitais

públicos brasileiros demonstrou que, entre 2008 e 2018, as hospitalizações

cresceram principalmente entre homens a partir de 2012 (Figura 2), em todas as

regiões brasileiras, com uma piora nas regiões Sudeste, Nordeste e Sul. A faixa

etária mais acometida foi a partir dos 50 anos em ambos os sexos. Uma possível

explicação para tal fato reside no envelhecimento da população brasileira,

fenômeno fisiológico que contribui para o aparecimento de doenças crônica, como

a aterosclerose, aumento da renda familiar nesse período, somado a hábitos

pouco saudáveis e baixo alcance de políticas públicas de promoção à saúde e

prevenção de agravos, tornando assim a população leiga concernente a sua

própria saúde e hábitos alimentares (Silva et al., 2022).
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Figura 2: Taxa de hospitalização decorrente da aterosclerose em hospitais vinculados ao

Sistema Único de Saúde brasileiro

Fonte: Silva et al. (2022)

1.2 IMPLICAÇÕES FISIOPATOLÓGICAS DA ATEROSCLEROSE E FUNÇÃO
VASCULAR

A aterosclerose é uma doença progressiva que se caracteriza pelo acúmulo

de lipídios e elementos fibróticos em artérias grandes (Lusis, 2000). A condição

inflamatória da aterosclerose se dá devido a este acúmulo na camada íntima das

artérias, principalmente em locais de fluxo turbulento fisiologicamente (Kotlyarov,

2022) como artérias bifurcadas ou com curvas, a exemplo das coronárias,

carótidas, aorta, renais (Ross, 1999).

Fisiologicamente, o vaso sanguíneo é composto por camadas. A camada

íntima é composta por um revestimento interno de células endoteliais, um tecido

simples pavimentoso, além de colágeno e proteoglicanos, em seguida a túnica

média é constituída de células musculares lisas, e a camada adventícia é a última,

rica em tecido conjuntivo (Aires, 2017; Kotlyarov, 2022).

O endotélio está localizado em um ponto estratégico que o possibilita atuar

como sensor e protetor do vaso. As alterações no sangue tanto no quesito de

composição, quanto de pressão e estresse de fluxo é percebido pelas células

endoteliais que, por sua vez, liberam substâncias vasoativas. A homeostase

vascular envolve o equilíbrio entre as substâncias vasoconstritoras e
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vasodilatadoras secretadas pelo endotélio (Lusis, 2000) (Figura 3) . Na região das

caveolas, o endotélio possui um sistema renina angiotensina próprio, que atua

modulando a pressão arterial localmente. A angiotensina II quando clivada pela

enzima conversora de angiotensina (ECA) pode se ligar no receptor AT1 presente

no vaso e desencadeando a cascata de vasoconstrição, porém a ligação no

receptor AT2 gera vasodilatação pela produção de óxido nítrico (NO) local

(Alexander et al., 2020). Outra molécula vasoconstritora é a endotelina que possui

três tipos de receptores endoteliais e possui um ciclo de ativação recíproca com a

angiotensina II, no qual a presença de uma estimula a ativação de outra e vice

versa, sendo ambas as mais potentes moléculas de proliferação celular. Outras

substâncias podem gerar direta ou indiretamente a vasoconstrição, como

tromboxano A2, serotonina numa lesão endotelial, prostaglandina H2, trombina,

dentre outros (Mackenzie, 2011).
Figura 3: Principais substâncias vasoativas liberadas pelo endotélio

Fonte: Adaptado de Luz (2003)

Em relação aos vasodilatadores, os principais incluem óxido nítrico (NO),

prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Li; Sun;

Carmeliet, 2019). O NO é um gás que possui potente ação vasodilatadora do

endotélio, com meia vida in vivo em torno de 5 segundos. Sua história na ciência é

bem interessante. No ano de 1980 foi evidenciado que o endotélio libera fatores

que medeiam o relaxamento vascular, até então sem representante de classe

(Furchgott; Zawadzki, 1980). Porém, em 1987 foi percebido que o NO era o fator

relaxante derivado do endotélio (EDRF) (Palmer; Ferrige; Moncada, 1987). E a

sua descoberta como um mediador químico vascular foi feita em 1998 por Ferid

Murad, Robert Furchgott e Louis Ignarro que ganharam o prêmio Nobel de
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Medicina por isso (Kang, 2014). Hoje é bem evidenciado o papel do NO para a

função vascular e alteração em seu metabolismo é um dos pilares das doenças

vasculares (Ardestani et al., 2020).

A síntese do óxido nítrico ocorre a partir da enzima NO sintase que converte

o aminoácido L-arginina em L-citrulina e NO. Essa enzima é presente em três

isoformas no corpo, a neuronal (nNOS), induzível (iNOS), localizada em

macrófagos e endotelial (eNOS) (Cyr et al., 2020). Todas as isoformas requerem,

na porção redutora, a participação do fosfato de dinucleótido de nicotinamida e

adenina (NADPH) como doador de elétrons e dos carreadores dinucleotídeo e

mononucleotídeo de flavina e adenina, FAD e FMN, respectivamente. Existem

cofatores que auxiliam nesse processo, como a calmodulina, aumentando esse

fluxo de elétrons para o grupamento heme. Na região oxigenase, a presença do

tetrahidrobiopterina (BH4) possibilita o uso dos elétrons doados pelo NADPH. A

oxidação desses elétrons permite a conversão da L-arginina em L-citrulina e NO

em duas etapas. (Forstermann; Sessa, 2011; Cyr et al., 2020). A produção de NO

pode levar a síntese de EROS, principalmente se a NO sintase sofrer alguma

interferência do próprio estresse oxidativo ou estímulos inflamatórios. (Figura 4).

Figura 4: Funcionamento da NO sintase

Fonte: Vallance e Leiper (2002)
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A vasodilatação em si se dá pela ativação da guanilato ciclase solúvel pelo

NO, gerando guanosina monofosfato cíclico (GMPc) no músculo liso da túnica

média, que em última instância, através da proteína cinase G, reduz os níveis

citoplasmáticos de cálcio culminando na vasodilatação. Além desse efeito, o NO

endotelial possui diversas ações, como inibição de adesão plaquetária e

recrutamento leucocitário ao inibir a proteína quimioatraente de monócitos 1

(MCP-1), o NO também controla a proliferação celular do músculo liso e estimula a

angiogênese (Cyr et al., 2020).

Como falado anteriormente, o óxido nítrico era conhecido como EDRF,

porém percebeu-se a existência de outras moléculas que exercem função

semelhante. Outra possibilidade de relaxamento vascular se dá pela

hiperpolarização das células musculares lisas, sendo EDHF, a principal molécula

responsável. O maior efluxo do íon potássio e a consequente redução da voltagem

de membrana permite a menor probabilidade de abertura de canais de cálcio

voltagem dependentes, além disso há a redução da taxa de renovação do inositol

trifosfato (IP3), cuja função é liberar cálcio do sarcoplasma (Kang, 2014). Essas

ações somadas reduzem a ligação da actina a miosina e subsequentemente a

vasodilatação. O EDHF possui seu papel vasodilatador bem estabelecido de

maneira geral em vasos de resistência e de pequeno calibre, e nas artérias

coronárias e renais, foi demonstrado que essa molécula é o principal fator

vasorrelaxante (Tomioka et al., 1999; Fortes et al, 1992; Carvalho et al., 2003). A

prostaciclina, por sua vez promove vasodilatação a partir da ativação da adenilato

ciclase que cliva adenosina trifosfato (ATP) no segundo mensageiro adenosina

monofosfato cíclico (AMPc), possuindo ação adicional e semelhante ao NO

(Alexander et al., 2020; Kukovetz, 1979).

Agentes farmacológicos e endógenos podem agir promovendo

vasodilatação ou vasoconstrição, dois exemplos clássicos são a fenilefrina e

acetilcolina. A fenilefrina é um agonista α1 adrenérgico que, ao se ligar ao receptor

desencadeia a via de sinalização do inositol trifosfato (IP3) que por sua vez no

retículo sarcoplasmático da célula promove a saída de cálcio. Esse íon é

importante para a contração muscular, pois estimula a cinase da cadeia leve da

miosina (MLCK) que fosforila a miosina fornecendo energia para a ligação na

actina e então formando as pontes cruzadas, vasocontraindo (Lee et al., 2001).

(Figura 5).



26

Figura 5: Vasoconstrição desencadeada pela fenilefrina

Fonte: Lee et al. (2001)

Sendo um agonista muscarínico, a ação da acetilcolina é dependente do

endotélio devido a presença do receptor M3 acoplado à proteína G, que

desencadeia uma cascata de sinalização culminando na maior liberação de cálcio

pelo retículo sarcoplasmático, e isso, por sua vez estimula a ação da enzima NO

sintase que converte L-arginina em NO, que se difunde livremente para o músculo

liso ativando a enzima guanilato ciclase solúvel e convertendo guanosina trifosfato

(GTP) em GMPc. O GMPc ativa a proteína kinase dependente de GMPc (PKG)

que dentre outras funções, reduz a liberação de cálcio citoplasmático no músculo e

portanto o acoplamento actina-miosina, causando a vasodilatação (Meyrelles et al.,

2011) (Figura 6).
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Figura 6: Relaxamento vascular dependente de endotélio

Fonte: Adaptado de Meyrelles et al. (2011)

A disfunção endotelial (DE) ocorre quando há o desequilíbrio entre a

liberação de substâncias vasodilatadoras e vasoconstritoras mediadas pelo

endotélio. A DE não está ligada a um tipo específico de doença, mas engloba um

conjunto de fenótipos que ao final culmina na perda da função fisiológica do

endotélio (Li; Sun; Carmeliet, 2019). Esse estado é caracterizado pela redução da

disponibilidade de NO, resultando num menor percentil de relaxamento do vaso,

por outro lado, moléculas vasoativas, como a endotelina e angiotensina II podem

ser mais secretadas gerando uma maior vasoconstrição. Moléculas de adesão,

substâncias pró inflamatórias e trombóticas também têm suas concentrações

aumentadas na DE (Alexander et al., 2020). Alguns fatores podem contribuir para

essa condição, como por exemplo maior estresse oxidativo que interfere

diretamente na sinalização do NO reduzindo sua produção e estimulando a

interação de endotelina com seu receptor (Forstermann; Sessa, 2011). Nesse caso

das espécies reativas de oxigênio há um ciclo reverso de estimulação, pois ao

passo que as EROS geram a disfunção endotelial, o endotélio nessa condição

produz mais EROS (Nappi et al., 2022). Observa-se também a redução da

permeabilidade vascular com alteração morfológica das células endoteliais devido

ao fluxo turbulento em determinadas áreas vasculares ou elevação crônica da
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pressão arterial. Substâncias potencialmente inflamatórias em concentrações

elevadas como LDL podem ser um fator gerador da disfunção (Lusis, 2000).

Sendo assim, esse fenótipo fisiopatológico do endotélio e suas

repercussões a nível de motricidade é visto em doenças vasculares e evidências

sugerem que a disfunção endotelial é o marco da aterosclerose (Luz; Uint, 2003;

Ardestani et al., 2020; Mudau et al., 2012). Isso é comprovado através de

experimentos in vivo, no qual coelhos que tiveram o endotélio retirado, em

comparação com aqueles em que o endotélio estava íntegro, possuíam maior

formação de placa de ateroma na aorta abdominal, ambos em condições de dieta

hiperlipídica durante 8 semanas, ratificando a importância protetiva da camada

endotelial (Luz et al., 1996).

Somado a isso, o início do desenvolvimento de aterosclerose pode se dar

por fatores genéticos, como elevação do aminoácido homocisteína, que se

relaciona a doença vascular oclusiva, dentre outros. Os fatores ambientais também

contribuem para a aterogênese, tais como dieta hiperlipídica, sedentarismo, fumo,

agentes infecciosos. Esse fatores podem afetar os níveis plasmáticos

lipoproteicos, causando redução do HDL (high density lipoprotein) e aumento do

LDL (low density lipoprotein), como também aumento de pressão arterial que direta

ou indiretamente afetam a camada endotelial (Gowdak, 2020).

Dessa maneira, as artérias de grande calibre localizadas onde o fluxo é

turbulento, como coronárias, carótidas, aorta e renais possuem hemodinâmica

mais favorável ao desenvolvimento da aterosclerose que aquelas que onde o fluxo

é laminar. Neste último, a força que o fluxo exerce favorece o formato pavimentoso

das células endoteliais direcionado paralelamente ao fluxo. Porém, o fluxo

turbilhonar gera força de cisalhamento constante no endotélio. Nessa situação de

estresse de fluxo, as células endoteliais assumem uma forma poligonal,

favorecendo o aumento em sua permeabilidade, principalmente em relação a

macromoléculas como o LDL (Kotlyarov et al., 2022; Jebari-Benslaiman et al.,

2022) (Figura 7).



29

Figura 7: Influência do padrão de fluxo no desenvolvimento da aterosclerose

Fonte: Jebari-Benslaiman et al. (2022)

Sendo assim, o evento inicial da aterogênese é o acúmulo de LDL na matriz

subendotelial. Sua retenção dentro de camada íntima do vaso se dá devido a

elementos da matriz que interagem com a ApoB, apolipoproteína que carreia o

LDL pelo plasma (Lusis, 2000). Somado a isso, o LDL já internalizado no espaço
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subendotelial sofre oxidação pela interação com espécies reativas de oxigênio

(EROS), como radical hidroxila e ânion superóxido e catalisado indiretamente por

enzimas como mieloperoxidase, esfingomielinase, lipoxigenase e fosfolipase

secretora. O resultado dessa interação é uma molécula de LDL oxidada, que

estimula as reações imunológicas ao recrutar células, caracterizando assim o

evento gatilho para o processo inflamatório aterogênico (Lusis, 2000; Chen et al.,

2022). Existe uma explicação do porquê o LDL inicia o processo de oxidação na

matriz subendotelial e não no plasma: devido ao fato de que neste último o LDL

transporta alguns antioxidantes como carotenóides, alfa tocoferol, ascorbato,

dentre outros. Após a entrada nas camadas vasculares a partícula aprisionada e

sem antioxidantes inicia a interação com as EROS (Jebari-Benslaiman et al.,

2022). Considerando a oxidação do LDL, pode-se ainda subdividir em faixas

oxidativas: LDL minimamente oxidado e LDL altamente oxidado, no qual os lipídios

que passam por esse processo tornam-se moléculas capazes de desencadear

uma cascata inflamatória. O LDL altamente oxidado não é mais reconhecido pelos

receptores LDL (LDLR), porém se tornam reconhecíveis pelos receptores

scavengers presentes nos macrófagos (Moore; Freeman, 2006).

Para que haja a diapedese é necessário a captura dos monócitos,

rolamento sobre as células endoteliais e por fim a entrada na matriz subendotelial.

O LDL minimamente oxidado desempenha um papel iniciador da cascata

inflamatória ao estimular as células endoteliais a produzirem e secretar fatores de

adesão e crescimento para proporcionar a diapedese das células imunológicas, os

principais são M-CSF - macrophage colony-stimulating factor e MCP-1 - monocyte

chemotactic protein-1. Esta última é produzida pelas células endoteliais, células

musculares lisas, macrófagos e monócitos da camada íntima vascular e quanto

mais lesão tecidual ou estímulo inflamatório, incluindo lipídios oxidados, maior a

sua síntese, promovendo transmigração de monócitos (Lusis, 2000; Feinstein et

al., 2022).

O recrutamento de monócitos é basicamente mediado pela P-selectina e

E-selectina e, para rolar sobre as células endoteliais, é necessária a interação

entre a célula imunológica e as células endoteliais. Nesse contexto as ICAM e

VCAM permitem a passagem até o local de entrada e a medida que rolam,

quimiocinas (CXCL1, CXCL2, CXCL4 e CCL5) são liberadas para permitir maior

adesão (Jebari-Benslaiman et al., 2022; Lusis, 2000). A internalização de
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monócitos é favorecida devido a alteração morfológica do endotélio disfuncional,

ocorrendo maior parte das vezes de forma paracelular, embora alguns

experimentos in vitro demonstrem a participação de aproximadamente 30% de

entrada transcelular de monócitos. Por fim, as células imunológicas adentram a

matriz subendotelial e os monócitos agora são chamados de macrófagos (Carman;

Springer, 2004) (Figura 8).

Figura 8: Início da aterogênese - oxidação do LDL e diapedese de células imunológicas

Fonte: Lusis (2000)

Existem duas subdivisões fenotípicas dos macrófagos que podem coexistir

na matriz subendotelial: M1, que produz citocinas e quimiocinas inflamatórias, bem

como EROS e NO (este último atua na função de microbicida e redução da

proliferação celular) e M2, que por sua vez atua na proliferação celular e cura,

possuindo características anti-inflamatórias. Embora ambos possam estar

presentes nesse processo, os estímulos inflamatórios presentes na matriz

subendotelial, como LDLox e EROS, tendem a estimular a diferenciação em

macrófagos do tipo M1, visando a criação de uma linha de frente para debelar o

estímulo inflamatório, porém essa ativação pode causar dano ao indivíduo, como a
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formação de células espumosas vistas a seguir (Italiani; Boraschi, 2014;

Jebari-Benslaiman et al., 2022).

A liberação de EROS pelos macrófagos, células endoteliais e matriz

extracelular permite a mudança de LDL minimamente oxidado para LDL altamente

oxidado. Este último é alvo da ligação de receptores scavengers presentes nos

macrófagos que é mais expresso na presença de citocinas como TNFα (fator de

necrose tumoral alfa) e IFNγ (interferon gama). A fagocitose ocorre e o LDLox é

degradado nos lisossomos e o colesterol esterificado no retículo endoplasmático.

As gotículas lipídicas não degradadas ficam armazenadas no citoplasma da célula.

Em humanos, o macrófago também secreta a apolipoproteína E e transfere

colesterol livre para HDL, o que auxilia na remoção do excesso de colesterol.

Porém, deve-se lembrar que o microambiente subendotelial é inflamatório e há um

prejuízo no sistema de remoção, ocorrendo a agregação desses lipídios. Dessa

forma, a digestão lipídica após a fagocitose não é efetiva e os macrófagos se

tornam células espumosas que se acumulam na camada íntima e entram em

apoptose e necrose. Há a retenção dos resíduos ricos em lipídios e outros detritos

que se agrupam no centro necrótico da lesão (Gutierrez, 2022; Lusis, 2000).

Ocorre nesse momento um ciclo vicioso de inflamação, pois a formação de

células espumosas e a própria molécula de LDLox são fatores gatilho para maior

recrutamento de monócitos que, por sua vez liberam EROS, transformando LDL

minimamente oxidado em altamente oxidado, seguindo a fagocitose,

transformação em células espumosas e o ciclo permanece (Figura 9).
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Figura 9: Ciclo vicioso da inflamação na aterosclerose

Fonte: A autora com Biorender.com sob a licença Creative Commons (2023)

É necessário ainda destacar que as células musculares lisas da camada

íntima também internalizam o LDLox, contribuindo também para a quantidade de

células espumosas e centro necrótico (Allahverdian et al., 2014). Ademais, os

macrófagos secretam fatores de crescimento, como fator de crescimento derivado

de plaquetas (PDGF) e citocinas (IL-1) que recrutam as células musculares lisas

da camada média. Seu papel nesse contexto é formar a capa fibrosa ao redor da

lesão que é composta de células espumosas, lipídios e detritos, e agora também

células musculares lisas secretando matriz extracelular (Chen et al., 2022). A capa

fibrosa atua como uma barreira entre o lúmen do vaso e o centro necrótico, dando

estabilidade e impedindo que fatores pró coagulantes entrem em contato com o

sangue e desencadeando trombose, por exemplo (Jebari-Benslaiman et al., 2022)

(Figura 10).
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Figura 10: Formação da capa fibrosa

Fonte: Lusis (2000)

Esse ciclo inflamatório favorece a chegada de plaquetas que, quando

ativadas, liberam seus grânulos contendo citocinas e fatores de crescimento que,

junto com a trombina, também permitem o recrutamento de células do músculo

liso. A ativação plaquetária também favorece a vasoconstrição devido a via de

sinalização do ácido araquidônico, que resulta em prostaglandinas e tromboxano.

(Ross, 1999; Chen et al., 2022). A calcificação da placa também ocorre nesse

processo. As células musculares lisas, bem como pericitos podem sintetizar matriz

mineralizada e diferenciar-se em osteoblastos, mediante estímulos de citocinas

como TNFα (Shi et al., 2020). Primeiro há a síntese de ortofosfato de cálcio, que é

transformado em fosfato de cálcio amorfo e em cristais. O processo de calcificação

demonstra o avanço da patologia, porém não está bem fundamentado ainda como

isso se relaciona com a estabilidade da placa (Jebari-Benslaiman et al., 2022; Shi

et al., 2020).

A gravidade da aterosclerose e a ocorrência de eventos agudos reside na

ruptura da placa de ateroma. A formação da capa fibrosa ao redor do núcleo

lipídico é um processo demorado e que compromete de maneira crônica o lúmen

vascular (Watson et al., 2018). Na vigência de fatores de risco cardiovascular e

inflamação, a capa fibrosa vai afinando-se, associada à ativação de
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metaloproteinases de matriz que comprometem sua estrutura, sendo assim

definida como placa vulnerável. As citocinas IL-1 e TNFα, bem como CD40

estimulam a produção de metaloproteinases, principalmente nos chamados

“tampa” e “ombro” da placa, ou seja na parte próxima ao sangue e nas laterais.

Assim, quanto maior a inflamação no centro necrótico mais fina a capa fibrosa fica,

sendo submetida a possível ruptura (Sarén; Welgus; Kovanen, 1996). Quando há

ruptura, o conteúdo do núcleo é exposto e há ativação de cascatas de coagulação.

Esses componentes pró trombóticos entram em contato com o fator VII, o que

favorece a deposição de fibrina e sua rede envolvendo as plaquetas, gerando

portanto um trombo. Este trombo pode se destacar do vaso e atuar como êmbolo e

ocluir vasos causando isquemia, que pode ser fatal ou de grande gravidade a

depender do órgão afetado, causando por exemplo acidente vascular cerebral ou

infarto agudo do miocárdio, além disso o próprio trombo pode atuar reduzindo o

raio vascular comprometendo a circulação (Badimon; Padró; Vilahur, 2012 ;

Mohanta et al., 2022) (Figura 11).

Figura 11: Ruptura da placa de ateroma

Fonte: Lusis (2000)
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Sendo assim, a progressão da aterosclerose é lenta e gradual com esses

processos supracitados em constante desenvolvimento, de modo que seu início

ocorre na idade jovem e com o aumento dos fatores de risco a doença se instala.

A American Heart Association padronizou uma classificação acerca das lesões

ateroscleróticas a partir da característica morfológica (Figura 12). A lesão inicial I

até V se dá pelo acúmulo de lipídios com centro necrótico sem calcificação,

ocorrendo desde a primeira década de vida até a terceira, com lenta progressão e

sem sintomas aparentes. Na fase VI há a possibilidade de formação de trombo,

hemorragia e instabilidade da placa e nas fases seguintes VII e VIII ocorre a

calcificação da placa, redução do raio do vaso e consequente comprometimento

cardiovascular (Virmani et al., 2000). Porém, caso haja a ação de hipolipemiantes

e adoção de medidas saudáveis com redução dos fatores risco cardiovascular e

inflamação, a placa tende a ficar estável possibilitando circulação suficiente para a

homeostase (Jebari-Benslaiman et al., 2022).

Figura 12: Classificação de lesões ateroscleróticas segundo a AHA

Fonte: Adaptado de Pelisek et al. (2019)
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1.3 ATEROSCLEROSE E APOLIPOPROTEÍNA E
O metabolismo lipídico possui uma via endógena, no qual o principal órgão

responsável é o fígado, seguido do intestino e a via exógena, no qual adquire-se

os lipídios a partir da alimentação. Após a ingestão, os triglicerídeos sofrem

discreta ação da lipase lingual e gástrica, são emulsificados por meio dos ácidos

biliares e processados pela lipase pancreática, permitindo assim a sua absorção

nos enterócitos. Em seguida, os ácidos graxos livres, juntamente com o colesterol

não esterificado, são remontados em quilomícrons no retículo endoplasmático e

exportados pelo sistema linfático que devolve as moléculas para a circulação na

veia subclávia esquerda (Borén et al., 2022).

Os quilomícrons oriundos do metabolismo exógeno são um tipo de

lipoproteínas, macromoléculas que possibilitam a circulação das gorduras pelo

sangue devido a sua característica anfipática, onde as cabeças polares permitem a

circulação em meio ao ambiente aquoso e as caudas ou o interior da

macromolécula, apolar, permite abrigar lipídios em uma camada única, diferente da

organização da membrana plasmática (Nelson; Cox, 2014). Ao total existem cinco

tipos de lipoproteínas, diferenciando-se de acordo com a constituição e densidade

(Figura 13).
Figura 13: Lipoproteínas plasmáticas e suas composições

Fonte: Adaptado de Nelson; Cox (2014)
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Dentro da circulação, os triglicerídeos contidos nos quilomícrons são

clivados pela lipase lipoproteica possibilitando a absorção de ácido graxo e glicerol

pelas células musculares e tecido adiposo. Os quilomícrons remanescentes que

não participaram desse processo retornam para o fígado e são metabolizados em

VLDL (very low density protein), outra lipoproteína, menor em tamanho comparado

ao quilomícron, porém com uma quantidade considerável de triglicerídeos

produzidos endogenamente em sua composição, seguido de colesterol e

proteínas. Dentro da circulação novamente o VLDL tem seus lipídios removidos

pela absorção e transforma-se na IDL (intermediate density lipoprotein) e em

seguida LDL (low density protein), este último possui maior quantidade de

colesterol comparado aos quilomícrons e transporta o colesterol para tecidos como

glândula mamária, tecido adiposo, glândulas adrenais, etc. A LDL ainda fornece

colesterol para os macrófagos que após a fagocitose e digestão ineficaz

transformam-se em células espumosas. Após isso, a LDL retorna para o fígado

onde é metabolizada (Borén et al., 2022). Dentro do mundo das lipoproteínas

plasmáticas, ainda existe a HDL (high density lipoprotein). É popularmente

conhecido como o “colesterol bom”, embora não seja uma molécula própria de

colesterol, mas possui essa substância em sua composição. A HDL apresenta um

menor volume e sua constituição é composta em maior parte por proteínas e em

menor parte por triglicerídeos e colesterol, mas ainda sendo uma molécula capaz

de carrear lipídios pelo corpo (Jomard; Osto, 2020). A principal função da HDL é o

transporte reverso de colesterol, garantindo a sua capacidade antiaterogênica

devido a remoção de colesterol dos macrófagos e tecidos, carregando-o para o

fígado para posterior depuração (Lusis, 2000). Devido às suas características, a

HDL possui menor probabilidade de causar danos ao vasos sanguíneos,

diferentemente da LDL que, caso a concentração de triglicerídeos e colesterol seja

alta, pode comprometer a circulação principalmente em vasos onde o fluxo é

turbulento (Pendse et al., 2008), conforme os mecanismos de aterogênese já

descritos.

Na composição das lipoproteínas têm-se também as apolipoproteínas, que

recobrem-nas e possuem a função de mediar a ligação entre as lipoproteínas e os

seus receptores presentes nos tecidos. Desde as partículas de quilomícron até

HDL as apolipoproteínas estão presentes, sendo divididas por seus tipos A, B 48,
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B 100, C, E (dentre outros) e por sua presença em cada macromolécula

(Alargasamy; Jaeschke; Hui, 2022). Uma proteína importante no desenvolvimento

da aterosclerose é a apolipoproteína E (apoE), codificada pelo gene APOE. É uma

proteína com 34 kDa e primariamente sintetizada pelo fígado, porém outros tecidos

como cérebro, células imunes como os macrófagos, adipócitos, músculo liso

vascular, rins e adrenais também produzem (Kockx; Traini; Kritharides, 2018).

Estudos feitos com humanos constataram a relação entre o polimorfismo dessa

proteína e o desenvolvimento de doenças coronarianas e vasculares, como a

aterosclerose (Alargasamy; Jaeschke; Hui, 2022).

Diversos são as funções da apoE no metabolismo lipídico, as principais

incluem: se ligar ao receptor de LDL relacionado a proteína 1 (LRP1), ao próprio

receptor da LDL, bem como os proteoglicanos de sulfato de heparano presente

nos tecidos, principalmente na superfície dos hepatócitos, mediando a captação de

moléculas como HDL e LDL para serem metabolizados (Davidson; Pulipati, 2021).

Ademais, a apoE produzida pelo fígado também se liga ao VLDL regulando sua

produção. Além de estar no próprio hepatócito, a apoE carreia as partículas de

quilomícron produzidas no intestino e as direciona ao fígado para o metabolismo

supracitado. Essa apolipoproteína presente na superfície das lipoproteínas inibe o

processo de lipólise ao deslocar a apoCII no tecido adiposo, a apoE medeia a

captação de lipoproteínas ricas em triglicerídeos remanescentes como VLDL e

LDL. Outro papel importante da apoE, inclusive aquelas sintetizadas pelos

macrófagos, é realizar o transporte reverso de colesterol dos tecidos periféricos, de

modo que o excesso de colesterol é transportado via HDL para ser excretado pelo

fígado, como ocorre por exemplo na matriz subendotelial dos vasos sanguíneos

(Bellosta et al.,1995; Van Dijk; Hofker; Havekes, 1999) (Figura 14). Essa

apolipoproteína possui efeitos anti-aterogênicos devido às suas características

anti-inflamatórias, antilipemiantes e antiproliferativas, regulando o acúmulo de

triglicerídeos, a diferenciação do tecido adiposo e sua expansão, bem como

mantendo a integridade neuronal a partir da regulação lipídica no cérebro (Kockx;

Traini; Kritharides, 2018).
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Figura 14: Produção, transporte das lipoproteínas e importância da apolipoproteína E

Fonte: Kockx; Traini; Kritharides (2018)

1.3.1 Modelo de Aterosclerose: Camundongos apoE-/-

Os camundongos possuem perfil de transporte lipídico diferente de

humanos, visto que transportam o colesterol principalmente na forma de HDL,

possuindo uma razão HDL/LDL alta comparada com humanos, cuja principal forma

de transporte de colesterol é por meio do LDL. Esse perfil pode conferir um papel

ateroprotetor nos murinos, dificultando então a possibilidade de se criar um modelo

animal para simular a doença aterosclerótica dos seres humanos (Pendse et al.,

2009).

Porém, na década de 90, com o avanço do estudo da genética foi possível

criar camundongos homozigotos knockout ou deficientes para a apolipoproteína E,

nos quais o gene APOE é inativado usando direcionamento genético. Esses

animais são denominados apoE-/- e constituíram o primeiro modelo murino capaz
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de se estudar a aterosclerose (Piedrahita et al.,1992; Plump et al., 1992; Zhang et

al., 1992).

Embora a deficiência genética da apolipoproteína E seja extremamente rara

em seres humanos, o camundongo apoE-/- mimetiza os padrões histopatológicos,

bioquímicos e inflamatórios da aterosclerose humana. Devido ao fato dos animais

nocaute não possuírem a apoE, ficam suscetíveis ao acúmulo de partículas de

LDL e VLDL no plasma (Van Dijk; Hofker; Havekes, 1999). O colesterol plasmático

desses animais nocaute pode aumentar em torno de 5 vezes comparado com

animais sem a alteração genética e 20 vezes com o consumo de dieta hiperlipídica

durante 8 semanas, sendo o aumento do colesterol um fator gerador da

aterosclerose, como visto na fisiopatologia acima. Esse modelo foi o primeiro a ser

desenvolvido que apresentou hiperlipidemia sem a necessidade de indução por

dietas hiperlipídicas, embora seu uso sirva para acelerar o processo de formação

de placa nos vasos (Pendse et al., 2009; Piedrahita et al.,1992; Zhang et al.,

1992).

Ademais, em consonância ao que foi exposto, constatou-se a formação de

placa aterosclerótica em nas aortas de camundongos apoE-/- sendo o mecanismo

patológico bastante semelhante ao encontrado em humanos, com a formação de

células espumosas sendo observadas em aortas de camundongos com 2 meses

de vida, centro necrótico e capa fibrosa (Ishibashi et al., 1993).

Sendo assim, conclui-se que animais nocautes para a apolipoproteína E são

modelos animais consolidados para estudo da aterosclerose, cuja fisiopatologia é

similar a achados clínicos em seres humanos, podendo ser usados nos estudos de

fatores ambientais e genéticos determinantes da aterosclerose, bem como

tratamentos diversos para essa doença em específico, como tem sido visto na

literatura científica (Plump et al., 1992; Balarini, 2010; Leite, 2019; Hassan et al.,

2020; Jiang et al., 2020; Palaniyaini et al., 2019; Wang et al., 2021; Liang et al.,

2021).

1.4 MICROBIOTA E ATEROSCLEROSE

O corpo humano abriga quantidades impressionantes de microrganismos,

sendo em torno de 100 trilhões de habitantes incluindo fungos, bactérias e

arqueias (Eckburg, 2005). Essa população, principalmente a microbiota intestinal



42

(MI), participa de diversos processos regulatórios da homeostase como

armazenamento energético, digestão e absorção de nutrientes, maturação de

células imunes, proteção contra patógenos, dentre outros (Jebari-Benslaiman et

al., 2022). A microbiota intestinal é composta geralmente por seis filos de

microrganismos, a saber, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,

Fusobacteria e Verrucomicrobia. Os principais representantes dessa variedade

incluem Lactobacillus, Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae,

Rikenellaceae e Bifidobacterium (Hou et al., 2022). Salienta-se o termo “intestinal”

pois há diferenças na ocupação e distribuição desses microrganismos em todo o

trato. Por exemplo, no esôfago e estômago a quantidade de bactérias gira em

torno de enquanto que no intestino aumenta para Isso ocorre devido às101 1012.

modificações fisiológicas nesses órgãos, pois o ambiente ácido estomacal permite

a sobreviência de apenas alguns filos específicos, como Helicobacter,

Streptococcus, Prevotella , Veillonella e Rothia. O intestino, mais especificamente

o cólon ascendente, por ser predominantemente anaeróbico é um ambiente ótimo

em nutrição para o desenvolvimento de mais espécies (Jandhyala, 2015).

Além disso, o sistema imunológico enfrenta um verdadeiro desafio ao

manter as bactérias residentes numa relação simbiótica e ao mesmo tempo

proteger o organismo contra agentes patogênicos. No intestino grosso, por

exemplo, o muco desempenha um papel importante na sua dupla camada em

isolar as bactérias e fornecer nutrição com as glicoproteínas. No delgado, os

próprios organismos induzem a produção de moléculas para proteção contra

cepas patogênicas. As estruturas bacterianas como LPS, flagelos, DNA e RNA dos

micróbios específicos ativam os receptores de reconhecimento de padrões (PRR)

e essa comunicação resulta na ativação das vias de sinalização, produzindo, por

exemplo IgA e proteínas antimicrobianas, principalmente nas células de Paneth

(Jonsson; Bäckhed, 2016). Outra função protetiva da microbiota intestinal pode ser

percebida a partir dos estudos com murinos livres de germes, onde a rede

microvascular intestinal é reduzida, prejudicando a absorção de nutrientes

essencias à homeostase, bem como proporcionando menor área de superfície e

tamanho dos enterócitos, prejudicando a barreira intestinal. Os microrganismos da

MI obtém nutrientes para sobrevivência em grande parte dos carboidratos e

oligossacarídeos da dieta, que após fermentação transformam-se em ácidos
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graxos de cadeia curta (AGCC), como butirato, propionato e acetato, estes são

importantes para o organismo pois servem como fonte energética, manutenção da

estrutura intestinal e modulação imune (Mann; Lam; Uhlig, 2024; Yoshida et al.,

2020).

O desequilíbrio quantitativo e funcional dessa microbiota é conhecido como

disbiose, a qual pode estar relacionada ao desenvolvimento de doenças

cardiovasculares, como a aterosclerose (Shen et al., 2021). O desbalanço entre os

principais filos, com o aumento dos Firmicutes e redução dos Bacteroidetes é visto

em DCV. A disbiose pode ser gerada a partir de fatores ambientais, como por

exemplo dieta rica em gordura e uso excessivo de antibióticos que afetam a

população de microrganismos residentes (Robles Alonso; Guarner, 2013).

A dieta com alto teor lipídico é um dos fatores de risco para a aterosclerose

e interfere na MI pois afeta a permeabilidade da membrana intestinal que permite a

migração de lipopolissacarídeos (LPS), molécula presente na parede celular

bacteriana, e seu reconhecimento por receptores do tipo Toll, mais

especificamente TLR4, presentes nos macrófagos, neutrófilos e células

dendríticas, desencadeando dessa forma uma cascata de eventos inflamatórios,

como a ativação do fator nuclear NF kappa B (NF-kB). Este por sua vez ativa

genes que codificam citocinas inflamatórias como TNF, IL-1 e IL-18 (Shi et al.,

2022). Além disso, aumenta a produção e impacto das espécies reativas de

oxigênio, que por sua vez, reduzem a secreção de muco na parede intestinal, além

de realizar peroxidação lipídica gerando o subproduto malondialdeído (MDA) no

enterócito, gerando alteração funcional e, novamente, permitindo a progressão de

uma cascata inflamatória. O estresse oxidativo gerado pela dieta desbalanceada

pode afetar diretamente a população da MI, eliminando bactérias residentes a

partir de internalização do peróxido de hidrogênio (Al Samarraie; Pichette;

Rousseau, 2023). A disbiose relacionada à aterosclerose e obesidade pode levar

a uma redução na produção de ácidos graxos de cadeia curta, a exemplo do

butirato, que é a principal fonte energética para os enterócitos, gerando uma

alteração na permeabilidade intestinal e facilitando a translocação de bactérias

para a corrente sanguínea e induzindo inflamação (Birchenough et al., 2018). Um

estudo interessante com camundongos apoE-/- tratados com 1% de butirato

durante 10 semanas resultou em menor deposição de placa aterosclerótica,

redução de citocina inflamatórias e menor estresse oxidativo (Aguilar et al., 2016).
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Em contrapartida, algumas moléculas metabolizadas pela microbiota podem

contribuir para esse processo inflamatório, como o N-óxido de trimetilamina

(TMAO). A metabolização do TMAO inicia com a presença de colina,

fosfatidilcolina e carnitina, nutrientes não essenciais obtidos da dieta por meio de

alimentos como ovo, carne vermelha e laticínios com altas quantidades de gordura

ou produção endógena derivado de aminoácidos. A microbiota intestinal então

modifica esses substratos em trimetilamina, que por sua vez é absorvido e através

da corrente sanguínea direciona-se ao fígado onde é convertido em TMAO pela

enzima flavina monooxigenase. O TMAO é uma metabólito inflamatório que

contribui para a aterosclerose, visto que aumenta a formação de células

espumosas e reduz a recaptação reversa de colesterol, promovendo maior

acúmulo na túnica íntima do vaso (He; Chen, 2017). A inibição da formação desse

composto por meio de inibidores microbianos foi capaz de reduzir lesões

ateroscleróticas, demonstrando a importância do TMAO nas DCV (Wang et al.,

2015).

Um estudo com camundongos demonstrou que o consumo de dieta

ocidental rica em gordura promovia alterações na MI, gerando a disbiose e,

subsequentemente aterosclerose. A troca por uma dieta equilibrada restaurou a

população de microrganismos e reverteu em grande parte alterações relacionadas

a aterosclerose (Li et al., 2015). Outra pesquisa realizada em 2015 comprovou a

ocorrência de disbiose intestinal com a presença de microrganismos oportunistas,

como Enterobacter, Megasphaera, Oscillibacter e Desulfovibrio em pacientes com

AVC e aterosclerose em grandes artérias (Yin et al., 2015). Um estudo com ratos

demonstrou que a disbiose está associada a extensão do infarto agudo do

miocárdio e que probióticos reverteram esse quadro (Gagné et al., 2022). De

maneira interessante, já foi descrito a presença de DNA microrganismos

patogênicos em placas ateroscleróticas, principalmente C. pneumoniae (Jonsson;

Bäckhed, 2016). Relacionado a isso, animais apoE-/- sem germe com dieta

reduzida em colesterol desenvolveram mais placa aterosclerótica quando

comparado com animais com MI (Stepankova et al., 2010). Outro estudo com

murinos livres de germes demonstrou maiores concentrações de colesterol e LDL

quando comparados com animais com MI íntegra, destacando o papel dos

microorganismos no metabolismo lipídico (Li et al., 2015). Dessa forma,

percebe-se que há uma relação mútua entre disbiose e dieta hiperlipídica, ambas
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isoladas e em conjunto contribuindo para o desenvolvimento da aterosclerose,

visto que podem afetar o metabolismo lipídico, alterar a permeabilidade intestinal,

promover inflamação com maior estímulo de macrófagos e aumentar o estresse

oxidativo, todos esses eventos pilares das DCV (Hou et al., 2022; Shen et al.,

2021) (Figura 15).

Figura 15: Disbiose e sua relação com doenças cardiovasculares

Fonte: A autora com Biorender.com e Canva sob a licença Creative Commons (2024). A disbiose é

caracterizada pelo desbalanço da microbiota em termos de população e funcionalidade. Esse

processo aumenta a permeabilidade intestinal que pode facilitar a translocação de moléculas

bacterianas (LPS) para a corrente sanguínea e desencadear uma cascata inflamatória a partir do

reconhecimento do receptor TLR4, culminando na produção de citocinas inflamatórias. A dieta

hiperlipídica aumenta a disbiose e há uma relação mútua, pois o metabolismo lipídico também é

afetado pela disbiose. Substâncias potencialmente inflamatórias como o TMAO podem gerar a

transformação de macrófagos em células espumosas, afetando o metabolismo de LDL/HDL. O

estresse oxidativo também aumenta a permeabilidade intestinal e induz disbiose ao reduzir a

população bacteriana. Dentro desse contexto, os pilares das doenças cardiovasculares são

potencializados pela disbiose, favorecendo o acometimento.

1.4.1 Probióticos e L. Fermentum
Probióticos são conhecidos como microrganismos vivos que causam

benefícios ao hospedeiro (Hill et al., 2014). O termo foi cunhado em 1974, mas
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atualmente muitas questões tem se levantado acerca do impacto e da relevância

desses agentes na prevenção e tratamento de doenças. Os probióticos podem ser

encontrados de diversas formas na indústria alimentícia e farmacêutica, como kefir,

iogurte, barras nutricionais, fórmulas infantis e até cosméticos e comprimidos

liofilizados. (Babadi et al., 2019). Foi demonstrado em alguns estudos a eficácia na

suplementação de probiótico em determinadas doenças, como gastroenterite

aguda (Szajewska et al., 2013), síndrome do intestino irritável (Ford et al., 2018),

infecção respiratória aguda (Huang et al., 2022), obesidade (Vallianou et al., 2020),

diabetes (Li et al., 2023) e doenças cardiovasculares (Dixon et al., 2020).

Elenca-se duas formas nas quais os probióticos podem atuar no organismo:

um mecanismo direto, onde necessita-se de um contato ou proximidade com às

células do hospedeiro e/ou indireto, a partir de secreção molecular. As ações dos

microrganismos geralmente são específicas para cada cepa e/ou gênero, sendo os

principais utilizados na indústria terapêutica Lactobacillus e Bifidobacterium (Suez

et al., 2019). Em razão dos probióticos serem microrganismos, quando

administrados em concentrações adequadas promovem a melhora da função

intestinal como um todo ao aumentar a variedade da microbiota, além de proteger

a parede intestinal ao estimular a secreção de mucina, impedindo portanto a

agressão causada pelo ácido clorídrico (Zheng et al., 2020). Alguns gêneros como

Lactobacillus e Bifidobacterium podem exibir a enzima β galactosidase que pode

melhorar a intolerância a lactose. A absorção de nutrientes como cálcio, ferro,

zinco e a produção de vitaminas podem ser potencializadas com o consumo

regular desses microrganismos (Ghanbari et al., 2024). Ademais, os probióticos

possuem efeitos antioxidantes, impedindo o acúmulo de radicais livres que são

danosos para as células. Há o aumento de vias regulatórias antioxidantes e a

redução na estimulação de vias de sinalização que geram espécies reativas de

oxigênio (Nascimento et al., 2022; Yadav et al., 2019). Esses microrganismos

inibem a competição entre patógenos e atuam na imunomodulação, mantendo a

homeostase no hospedeiro. Há um maior estímulo de resposta imune inata a partir

da ativação de macrófagos, células dendríticas e a célula Natural Killer (NK). A

imunoglobina IgA é mais sintetizada na presença de probióticos, sendo

responsável pela proteção contra patógenos na MI (Suez et al., 2019).

Estudos realizados com suplementação de probióticos demonstraram

redução de marcadores inflamatórios como TNF, IL-6 e IL-1 em modelos murinos
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(Nascimento et al., 2022; Hassan et al., 2020). O metabolismo lipídico também é

modulado a partir do consumo de probióticos com aumento da excreção de

colesterol e redução da síntese no fígado (Reis et al., 2016). Os probióticos

também tem efeito produtor de AGCC no cólon, como visto em estudos com

animais (Yoshida et al., 2020; Aguilar et al., 2014).

Sendo assim, em virtude das razões supracitadas, os probióticos podem

atuar de maneira positiva na prevenção e tratamento da aterosclerose. Além dos

efeitos indiretos no sistema cardiovascular, os probióticos agem na microbiota

intestinal. Como já citado, é sabido que o desbalanço da microbiota pode gerar e

agravar doenças cardiovasculares, explicando então o potencial benefício dos

probióticos (Silva et al., 2020).

Dentre os mais variados tipos de probióticos a Limosilactobacillus

fermentum tem se destacado no papel de melhora das funções cardiovasculares e

metabólicas nas doenças crônicas (Araújo et al., 2022). Diversos estudos têm

utilizado essa espécie para se estudar seus efeitos anti ateroscleróticos em

modelos murinos (Hassan et al., 2020; Jiang et al., 2020; Palaniyaini et al., 2019;

Wang et al., 2021; Liang et al., 2021; Liu et al., 2020).

A L. fermentum é uma bactéria anaeróbia Gram positiva do filo Firmicutes e

gênero Lactobacillus, possuindo forma de bastão ou cocos e encontrada

usualmente em produtos lácteos, esterco, vagina humana, fezes e vegetais. Este

gênero passou por uma mudança taxonômica em 2020, em que algumas espécies

tiveram seus nomes alterados, por exemplo, Lactobacillus fermentum passou a ser

chamado de Limosilactobacillus, e Lactobacillus rhamnosus é agora

Lacticaseibacillus rhamnosus. O objetivo era reorganizar tantas espécies

diferentes, mais precisamente 261, deste gênero (Zheng et al., 2020). O gênero

Lactobacillus é abundante na MI, dentre as estirpes encontradas incluem-se:

Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus ultunensis,

Ligilactobacillus ruminis, Limosilactobacillus reuteri, Lactobacillus kalixensis,

Lactocaseibacillus casei, Limosilactobacillus gastrus, Limosilactobacillus antri,

Lactobacillus rhamnosus, Ligilactobacillus salivarius, Limosilactobacillus

fermentum. Em relação a função fermentativa pode-se dividir em três grupos: as

homofermentativas que convertem carboidratos em ácido lático como produto

principal, incluindo L. acidophilus e salivarus; as heterofermentativas facultativas

que produzem, além do ácido láctico, o etanol, CO2 e ácido acético, porém em
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determinadas condições, L. casei e L. plantarum são dois exemplos. E, por fim, as

heterofermentativas obrigatórias que sempre produzem esses subprodutos citados

acima, nessa classe incluem-se a L. reuteri e a Limosilactobacillus fermentum

(Dempsey; Corr, 2022).

Limosilactobacillus fermentum é conhecida como reguladora de microbiota e

peristaltismo intestinal, podendo ter efeitos hipolipemiantes. A explicação para

esse fenômeno se baseia na oxidação do colesterol convertendo-o em esterol

fecal, não podendo retornar a circulação e assim, reduzindo os níveis de colesterol

no sangue. Além disso, essas bactérias podem inibir enzimas importantes para a

síntese do colesterol e reduzir sua absorção intestinal. Esses eventos somados

podem acarretar em redução de deposição de placa aterosclerótica, como já foi

demonstrado em estudos com murinos (Chen et al., 2016; Liu et al., 2020). Acerca

do metabolismo de glicose, a L. fermentum possui efeitos hipoglicemiantes em

modelo murino, principalmente por manter os níveis do hormônio GLP-1 que

estimula a liberação de insulina, estimula a glicólise e reduz a gliconeogênese,

além de produzir AGCC, que também regula a homeostase da glicose (Lacerda et

al., 2022). Essa bactéria pode atuar reduzindo patógenos na MI por ser produtora

de ácido lático, bem como acetato e propionato, reduzindo o pH do meio (Rastogi;

Singh, 2022). Outro agente com papel semelhante é o NO, cuja produção é

estimulada em macrófagos por Lactobacillus, sendo importante para o

imunometabolismo e eficácia dessa célula (Palmieri et al., 2020).

Essa bactéria possui diversas cepas com diferentes funções e destacam-se

nessa pesquisa as cepas 139, 263, 296, que demonstraram papel positivo no

âmbito cardiometabólico. Todas podem ser isoladas de frutas brasileiras: a 139 da

manga; a 263 do abacaxi e a 296 do morango (Nascimento et al., 2022). Devido a

estabilidade das cepas na manipulação e substrato nacional, são fortes candidatas

a opções terapêuticas em tratamentos com doenças crônicas (Araújo et al., 2022).

Por meio de estudos in vivo, L. fermentum 296 teve comprovado seu papel na

redução de hiperlipidemia, resistência à insulina, hipercolesterolemia e

hipertrigliceridemia, bem como aumento da biodiversidade intestinal do

hospedeiro. Essa cepa demonstrou estabilidade ao ser submetida a digestão

simulada in vitro, garantindo assim a sobrevivência ao ser ingerida (Ferreira et al.,

2022). A literatura demonstra que a administração de duas ou mais cepas é mais

eficaz do que apenas uma (Yoo et al., 2013). A avaliação de segurança dessas
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três cepas também foi realizada em ratos machos e fêmeas com dose baixa 8 log

UFC/mL ou alta 10 log UFC/mL durante 90 dias. O resultado desse estudo de

toxicidade subcrônico revelou não haver alterações comportamentais,

macroscópicas nos órgãos, hematológicas e de marcadores hepáticos e renais.

Acerca do nível sérico de citocinas, o probiótico com as três cepas de L.

fermentum reduziu TNF em machos e fêmeas e IL-1β em machos, tornando-o apto

para estudos terapêuticos (Cruz Neto et al., 2023). Um estudo realizado com as

três cepas supracitadas demonstrou redução da pressão sanguínea, aumento de

ácidos graxos de cadeia curta, redução de dos níveis séricos de colesterol,

aumento de vias antioxidantes no fígado, cólon, coração e rim em ratos com dieta

high fat (Freire et al., 2021a). Em adição, outra pesquisa com as mesmas cepas

observou efeitos anti-inflamatórios por meio da redução plasmática de citocinas

pró inflamatórias como IL-1, TNFα e aumento das antiinflamatórias, como IL-6 e

IL-10 (Freire et al., 2021b). Resultados semelhantes foram encontrados em um

estudo feito em 2022 com estas cepas, destacando a melhora da composição da

microbiota intestinal após o tratamento (Ferreira et al., 2022). A relação

Firmicutes/Bacteroidetes é um preditor de doenças cardiovasculares, incluindo a

aterosclerose (Magne et al., 2020). Um recente estudo com administração dessas

três estirpes em ratos durante 13 semanas resultou em redução dessa proporção a

partir da análise da microbiota após o tratamento (Santos et al., 2024). Todos

esses dados corroboram para a hipótese de que as cepas 139, 263, 296 da

bactéria Limosilactobacillus fermentum pode apresentar potencial benefício do

contexto da aterosclerose.

1.4.1.2 Probióticos e função endotelial

O endotélio é o ponto chave de aterosclerose, pois o fenômeno chamado de

disfunção endotelial pode ocasionar diversas complicações hemodinâmicas, como

menor resposta ao relaxamento dependente do endotélio e maior força contrátil no

acoplamento fármaco-dinâmico aos ligantes alfa agonistas (Kotlyarov et al., 2022).

O NO nesse cenário tem sua biodisponibilidade reduzida e o desacoplamento da

NO sintase estimula a produção de EROS que, por sua vez, aumentam o estresse

oxidativo celular potencializando ainda mais a disfunção endotelial (Mudau et al.,

2012).
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Sendo assim, ao se considerar o uso de probióticos para tratamento e/ou

prevenção da aterosclerose, se faz necessário investigar a ação dos probióticos

nesse contexto. Já foi demonstrado que os probióticos do gênero Lactobacillus

promovem maior biodisponibilidade de NO, o que em um contexto de disfunção

endotelial como observado na aterosclerose promove melhor vasomotricidade,

principalmente em relação ao relaxamento vascular e redução da inflamação

(Robles-Vera et al., 2018; Vasquez et al., 2019). Um estudo que realizou a

suplementação de Limosilactobacillus fermentum durante noventa dias em ratos

observou que o estresse oxidativo foi reduzido após o tratamento, por meio da

maior atividade de enzimas antioxidantes, como catalase, superóxido dismutase e

glutationa peroxidase (Yadav et al., 2018). A administração de Lactobacillus

rhamnosus GG 7 log UFC/ mL em camundongos apoE-/- durante 12 semanas

melhorou a injúria vascular, sendo observada a partir da microscopia de varredura.

Os autores sugerem que esse resultado pode ser devido a inibição do estresse

oxidativo a partir da maior produção de corpos cetônicos pelo probiótico (Zhai et

al., 2022). A suplementação com Weizmannia coagulans JA845 em ratos

alimentados com dieta gordurosa aumentou a biodisponibilidade de NO, reduziu os

níveis de EROS e MDA e potencializou a maquinaria antioxidante com aumento de

superóxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida. Além disso, fatores de adesão

endotelial foram menos expressos após o tratamento sugerindo menor risco de

formação de placa, pois reduz a diapedese (Liyng et al., 2023).

A aplicação fisiológica do aumento de NO pode ser visto no experimento de

reatividade vascular. Yap et al (2016) trataram ratos espontaneamente hipertensos

com Lactobacillus casei C1 11 log UFC/mL durante 8 semanas. Após avaliar a

reatividade de artéria aorta no banho de órgãos foi percebido que o tratamento

reduziu a contração exarcebada produzida pela disfunção endotelial, como

também melhorou o relaxamento vascular à acetilcolina que depende da liberação

de NO pelo endotélio, salientando a restauração de disponibilidade desse

composto no vaso. O mesmo resultado anterior acerca da maquinaria antioxidante

foi visto nesse estudo. A administração de Lactobacillus coryniformis CECT5711

em camundongos obesos alimentados com dieta high fat durante 12 semanas

melhorou o relaxamento vascular à acetilcolina, ou seja, dependente de endotélio.

As EROS que estavam aumentadas no grupo doente sem tratamento

apresentaram-se reduzidas ao final das 12 semanas, bem como a expressão de
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enzima oxidante NADPH, já as enzimas antioxidantes aumentaram (Toral et al.,

2014). A administração de um combinado de várias bactérias (VSL#3) durante 7

semanas em ratos com hipertensão portal também resultou na maior atividade

antioxidante, sendo avaliada por meio da fluorescência com o marcador DAF que

se liga a EROS emitindo um fluoróforo (Rashid et al., 2014). Um estudo com

modelo de envelhecimento com D-galactose que estimula a produção de EROS

demonstrou que o tratamento com Lactobacillus plantarum NJAU-01 em

camundongos aumentou enzimas antioxidantes (catalase, SOD, glutationa

peroxidase) e capacidade antioxidante total e reduziu os níveis do produto de

peroxidação lipídica, MDA, no soro, coração e fígado (Ge et al., 2021).

Os estudos envolvendo diretamente aterosclerose, função vascular e

endotelial por meio da reatividade vascular e o tratamento com probióticos são

escassos na literatura científica atual. São necessários mais estudos em modelos

ateroscleróticos para comprovar o que já tem sido visto em outros modelos de

doenças cardiovasculares.

1.4.2 Compostos fenólicos: quercetina e resveratrol
Os compostos fenólicos são substâncias fitoquímicas derivadas de plantas

e se dividem em flavonóides, estilbenos, ácidos fenólicos e lignanas. As ações

desses compostos têm sido relatadas como melhoradoras da função

cardiovascular com redução de pressão arterial, glicemia e colesterol sérico. A

ação antioxidante é bem estabelecida podendo, portanto, ser aliados contra

doenças crônicas como diabetes, hipertensão, aterosclerose, dentre outras

(Pharm; Faça; Lee, 2019).

A quercetina é um flavonoide encontrado em vegetais e possui ação

anti-inflamatória, antioxidante, anti hipertensiva, anti hiperlipidêmica, anti-

aterosclerótica, dentre outras (Zhang et al., 2016). Flavonoide é uma classe de

compostos fenólicos que tem sua estrutura química bem estabelecida, contendo

polifenóis hidroxilados com anéis aromáticos ligados por um pirano e grupo

hidroxila ligado. Esse grupo hidroxila em determinadas posições pode conferir

ação antibacteriana, modulando infecção (Al-Khayri et al., 2022). A ação

antioxidante é central na quercetina, reduzindo as espécies reativas de oxigênio ao

inibir a NO sintase ou modulando canais iônicos. Ocorre também redução de

oxidação no LDL por peroxinitrito e aumento da disponibilidade de enzimas
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antioxidantes, como catalase e SOD. O MDA, marcador de peroxidação lipídica

também sofre redução por meio de quercetina (Ulusoy; Sanlier, 2020). O LDLox se

liga ao receptor semelhante a lectina LOX-1 que regula a captação do LDL pelos

macrófagos ativando a cascata inflamatória anteriormente descrita. Um estudo em

células RAW sugeriu que a quercetina inibe o LOX-1. Com a redução da cascata e

LDLox, as moléculas de adesão VCAMs e ICAMs são menos sintetizadas

(Al-Khayri et al., 2022). Esse composto também modula a atividade inflamatória

devido a sua estrutura química relacionado a posição hidroxila no anel aromático

central. O efeito anti-inflamatório inclui redução da ciclooxigenase, proteína C

reativa, IL-6, TNFα, IL-1, MCP-1 e a via do NF-kB, como também aumento de

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 (Choy et al., 2019). Sendo assim, visto que

esses marcadores associados ao aumento do estresse oxidativo, inflamação e

hiperlipidemia são a base para as doenças crônicas, inclusive cardiovasculares, a

quercetina atua de maneira efetiva na melhora desses quadros (Costa et al.,

2022).

No contexto da aterosclerose, diversos estudos tem sido realizados,

comprovando a eficácia deste composto. A quercetina atua como um senolítico,

principalmente relacionado aos macrófagos, através da inibição da sinalização

inflamatória p38 MAPK/ p16 (Luo; Xiang; Xiao, 2023). Na aterosclerose, algumas

células como os macrófagos podem desenvolver o fenótipo secretor associado à

senescência (SASP), e ao assumir essa característica há maior liberação de

citocinas inflamatórias. Além disso, a redução de macrófagos senescentes

comprovou levar a menor desenvolvimento de placa de ateroma (Seo et al., 2015).

Esses dados corroboram com outro estudo realizado in vitro que induziu um

ambiente inflamatório com LPS e avaliou a ação da quercetina na inflamação

endotelial do eixo monócito-macrófagos e células endoteliais. Percebeu-se que

esse composto reduziu a adesão de monócitos e consequentemente a chegada de

macrófagos, como também os níveis de citocinas inflamatórias, como TNF, IL-6,

IL-8 e moléculas de adesão como VCAM-1 (Vissenaekens et al., 2022). Ademais,

a quercetina reduz estresse oxidativo e formação de espécies reativas de oxigênio

que contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose, ao inibir as enzimas

mieloperoxidase e NADPH oxidase, como demonstrado em um estudo feito com

camundongos apoE-/-(Liu et al., 2023). Isso restabeleceu a função endotelial ao

aumentar níveis de óxido nítrico, contribuindo assim para a melhora na reatividade
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vascular (Li; Tian; Lu, 2023). O mesmo ocorreu em uma pesquisa com dano

endotelial na insuficiência renal, onde a administração de quercetina em ratos por

28 dias foi capaz de aumentar a disponibilidade de NO, a expressão da NO sintase

endotelial (Chen et al., 2022). Um estudo com injúria carótida em camundongos

demonstrou que a suplementação de quercetina e resveratrol aumentaram a

biodisponibilidade de NO e reduziram a migração de monócitos mediada por

MCP-1 (Khandelwal et al., 2012).

Diversos estudos em modelo animal alimentado com dieta gordurosa tem

demonstrado efeito anti-aterosclerótico da quercetina, reduzindo a placa de

ateroma e melhorando o funcionamento vascular (Dagher et al., 2021; Li et al.,

2019; Chen et al., 2022). O efeito hipocolesterolêmico também é visto no

tratamento com quercetina, principalmente em relação ao LDL e colesterol total

(Tabrizi et al., 2019). Sabendo que o metabolismo lipídico pode ser influenciado

pelos AGCC sintetizados pela MI, um estudo com camundongos apoE-/- relatou a

maior produção desses compostos após o tratamento, destacando a relação entre

quercetina e microbiota (Wu et al., 2019).

Acerca da função endotelial, estudos de reatividade vascular tem mostrado

efeito vasodilatador da quercetina em leitos arteriais. Uma pesquisa com ratos

espontaneamente hipertensos mostrou maior vasodilatação induzida pela

acetilcolina após o tratamento com quercetina durante 13 semanas, resultando

também no decréscimo da pressão e maior expressão de NO sintase endotelial

(Sánchez et al., 2006). A mesma resposta vasorelaxante aórtica após tratamento

com quercetina foi vista em animais com hipertensão devido a estenose renal

(Choi et al., 2016). É sugerido que o efeito vasodilatador seja devido a ação

específica da quercetina na eNOS, fosforilando-a e aumentando a sua expressão e

atividade, culminando num aumento de NO (Dagher et al., 2021). Em relação à

vasoconstrição acentuada devido à disfunção endotelial, há controvérsias sobre o

efeito de quercetina. Percebe-se que estudos voltados para modelos

ateroscleróticos, quercetina e reatividade vascular são escassos até então.

O resveratrol, por outro lado, é um composto fenólico não flavonoide

encontrado em diversas plantas, incluindo uvas, e também em fungos. Sua

estrutura química envolve dois anéis aromáticos ligado por um grupo metileno. Sua

função é conhecida por ter efeitos anticancerígeno, cardio e neuroprotetor, bem

como antidiabético (Zhang et al., 2021). Estudo feito com ratos obesos demonstrou
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a redução de resistência à insulina mediada pelo resveratrol, além da redução de

marcadores inflamatórios (Amaral et al., 2018). Somado a isso, o resveratrol inibiu

a conversão do fenótipo M1 de macrófagos na matriz subendotelial, sendo esse

resultado positivo no âmbito da aterosclerose, tendo em vista que macrófagos M1

possuem características inflamatórias, induzindo essa doença (Guo et al., 2023).

Ademais, esse composto age nas vias intracelulares estimulando, por exemplo, a

via da sirtuína 1 (uma histona desacetilase envolvida na ativação de células

imunológicas e reparo do DNA) (Yang et al., 2021), inibindo o TLR4 e NF-kβ (um

fator de transcrição nuclear envolvido diretamente na aterosclerose ao estimular

genes pró inflamatórios e proliferação de macrófagos M1) (Xu et al., 2020). Além

desses efeitos, o resveratrol reduz a expressão de moléculas de adesão como

ICAMs e VCAMs, minimizando a adesão monocitária na matriz subendotelial. Ele

inibe a ativação e proliferação de linfócitos T CD4+, frequentemente vistos no

desenvolvimento da placa de ateroma. A produção de citocinas é regulada pelo

resveratrol, moléculas como MCP-1, TNF, IL-1 e IL-6 são reduzidas principalmente

pela inibição do receptor TLR4 e da via NF-kB descritos anteriormente (Zhang et

al., 2021).

Por ser um composto fenólico, a ação antioxidante também é vista no

tratamento com resveratrol. A inibição de NOX 4, maior acetilação da SOD e

modulação positiva na via de sirtuína 1 e 3 são as principais ações moleculares.

As enzimas catalase e glutationa peroxidase também são mais expressas devido a

ação do resveratrol (Zhang et al., 2021). Os efeitos antiateroscleróticos desse

composto também envolvem regulação lipídica. Um estudo com indivíduos com

dislipidemia tratados com resveratrol durante 8 semanas relatou redução do

colesterol total e triglicerídeos (Simental; Guerrero, 2019). O mesmo foi relatado

em pacientes com doença hepática gordurosa não alcóolica, reduzindo também os

níveis de LDL (Chen et al., 2015). Já em modelo murino, o tratamento com

resveratrol em camundongos apoE-/- reduziu colesterol total e LDL na décima

semana e aumentou os níveis de HDL na vigésima semana. Os efeitos

moleculares incluem principalmente maior excreção de sais biliares (Zhou et al.,

2020). A redução de deposição de placa aterosclerótica é vista após tratamento

com resveratrol. Um estudo com camundongos APOE*3-Leiden.CETP tratados

com resveratrol, atorvastatina e ambos demonstrou que a porcentagem de lesão

aórtica foi reduzida ao final do experimento de maneira semelhante entre os



55

compostos isolados e em conjunto, demonstrado a efetividade do resveratrol em

reverter lesões tanto quanto medicamentos já popularizados no mercado

farmacêutico como a atorvastatina (Berbée et al., 2013). O mesmo perfil

ateroprotetor em relação a deposição de placa foi visto em um estudo com

camundongos apoE-/- tratados durante 20 semanas com resveratrol (Zhou et al.,

2020).

Em relação à função endotelial, esse composto aumenta a

biodisponibilidade de NO, contribuindo para maior vasodilatação (Parsamanesh et

al., 2021). A expressão de NO sintase foi aumentada em células endoteliais na

veia umbilical humana (Wallerath et al., 2002). Em ratos, o resveratrol melhorou o

relaxamento vascular dependente de endotélio estimulando a produção de NO e

reduzindo o estresse oxidativo (Gordish; Beierwaltes, 2014). Um estudo analisando

a reatividade vascular da artéria da cauda de ratos demonstrou que a incubação

com resveratrol em seu isômero trans relaxou o vaso tanto na presença quanto

ausência do endotélio (VanAntwerp et al., 2020). O resveratrol também reduz a

vasoconstrição exacerbada regulando negativamente a expressão de receptores

de endotelina do tipo B. Tendo em vista que a vasoconstrição é elevada na

aterosclerose, esse é um achado interessante da ação do composto (Huang et al.,

2018). Semelhantemente a quercetina, o resveratrol aumenta NO a partir da

regulação na NO sintase pela via de Akt e redução de EROS (Guo; Zhou; Xie,

2022).

Um estudo bibliométrico demonstrou que as principais vias de atuação do

resveratrol no tratamento da aterosclerose envolvem, além das citadas

anteriormente, a inibição da via do fator induzível por hipóxia (HIF-1α). Durante o

desenvolvimento da placa de ateroma, algumas áreas na matriz subendotelial

ficam em estado hipóxico, ativando então o HIF-1α que age em fatores

transcricionais de angiogênese e, na tentativa de promover um ambiente mais rico

em oxigênio, acaba desencadeando efeitos inflamatórios. Ocorre, por exemplo,

inibição de proteínas transportadoras que removem o excesso de colesterol do

vaso, aprisionando então essa molécula no endotélio e estimulando a síntese de

EROS (Guo et al., 2023). A ação aterogênica do HIF-1α depende do ambiente e

tipo celular justamente por atuar em diversas vias endógenas, porém é certo

afirmar que essa molécula pode desencadear um meio inflamatório, através de

maior liberação de IL-1β, instabilidade de placa e reprogramação metabólica em
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macrófagos, deixando-os com metabolismo semelhante àquele encontrado na

placa de ateroma (Folco et al., 2011). O resveratrol pode atuar inibindo essa via do

HIF-1α, sendo então um forte candidato na terapêutica da aterosclerose (Thomas;

Leleu; Masson, 2022).

1.4.3 Nutracêutico LifePro: L. fermentum com quercetina e resveratrol

O termo nutracêutico foi cunhado pela primeira vez em 1989 sendo a

combinação de duas palavras: nutrientes e farmacêutico, isto é um alimento ou

parte dele oferecido em forma farmacêutica que pode servir como prevenção ou

tratamento de doenças (DeFelice, 1995). Atualmente, os nutracêuticos tem sido

estudados como recurso terapêutico para diversos processos patológicos, como

transtorno bipolar (Bozzatello et al., 2024; Fusar-Poli et al., 2019), doença hepática

(Maurotti et al., 2023), diabetes (Dama et al., 2024) e doenças cardiovasculares

(Sosnowska; Penson; Banach, 2017).

A união entre os compostos fenólicos e probióticos têm sido eficaz para a

melhora da função cardiovascular. Houveram estudos anteriores com as cepas

139, 263, 196 de L. fermentum demonstrando sua segurança in vivo, efeito

antioxidante, hipolipemiante e anti-inflamatório em ratos (Freire et al., 2021; Cruz

et al., 2023). Um estudo demonstrou que a formulação nutracêutica contendo

estas cepas além de quercetina e resveratrol, trouxe benefícios notáveis na

capacidade antioxidante durante a fermentação colônica, porque os compostos

fenólicos interagem com o probiótico permitindo e potencializando sua ação, além

de terem suas próprias ações nos tecidos (Sampaio et al., 2022). O mecanismo

pelo qual isso acontece deve-se ao fato de os polifenóis estarem geralmente

ligados a um açúcar, como glicose, galactose, ribose, e as bactérias da MI

participam desse processo tornando os compostos ativos após a remoção dessa

cadeia lateral, permitindo sua chegada na circulação sistêmica pela veia porta,

exercendo seus efeitos (Jandhyala, 2015). Além disso, a partir de experimentos in

vitro, essa formulação se manteve estável durante a digestão simulada, fazendo

com que sua biodisponibilidade in vivo seja suficiente para produzir os efeitos

esperados (Albuquerque et al., 2018; Sampaio et al., 2022).

As cepas de Limosilactobacillus fermentum podem ser extraídas de frutas

brasileiras, como manga, abacaxi e morango (Freire et al., 2021). A ação do
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probiótico ocorre mediante a correção da disbiose intestinal, reduzindo portanto a

inflamação. Há também efeitos diretos como redução das espécies reativas de

oxigênio, correção da dislipidemia e redução da ativação de macrófagos e seu

fenótipo inflamatório (Liyng et al., 2023). A quercetina (Costa et al., 2022) e

resveratrol (Zhou et al., 2020) realizam seus efeitos diretos supracitados, de modo

que nossa hipótese é que a ação conjunta dos três por meio do uso do

nutracêutico resultaria em melhora do quadro fisiopatológico da aterosclerose,

podendo ser um produto aliado no tratamento desta doença (Figura 16).

Figura 16: Provável ação dos compostos fenólicos e probióticos no contexto da

aterosclerose

Fonte: A autora com Biorender.com sob a licença Creative Commons (2023)
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2 JUSTIFICATIVA
As doenças cardiovasculares, em especial a aterosclerose, apresentam alta

incidência e morbimortalidade em todo mundo e principalmente em países em

desenvolvimento como o Brasil, considerando a exposição aos fatores de risco e

baixo conhecimento populacional acerca das questões desencadeantes.

Sabendo que a microbiota tem impacto na aterosclerose, uma vez que a

disbiose proporciona um ambiente inflamatório e predispõe a internalização de

LDL na camada íntima do vaso, produtos que modulam e restauram essa

população de microorganismos podem ser aliados no tratamento. Sendo assim, os

probióticos ou microrganismos vivos que causam benefício ao hospedeiro, são

ferramentas chave nesse processo. Por exemplo, a bactéria Limosilactobacillus

fermentum tem demonstrado efeitos positivos ao melhorar a disbiose, função

hemodinâmica, acúmulo de colesterol e marcadores inflamatórios. Pode-se ainda

destacar algumas cepas específicas, como a 139, 263 e 296 que possuem o

benefício de serem extraídas de frutas cultivadas no Brasil, e demonstraram os

efeitos citados anteriormente em roedores.

Já os compostos fenólicos, como quercetina e resveratrol, também podem

auxiliar nesse processo ao interagir e trabalhar de maneira conjunta com os

probióticos. Essas substâncias são derivadas de plantas e tem demonstrado ações

anti-inflamatórias, antioxidantes e hipocolesterolemiantes, fatores que num

contexto aterosclerótico tendem a melhorar o quadro fisiopatológico.

Deste modo, a compreensão baseada em evidência científica que este

trabalho propõe é que a junção de probióticos e compostos fenólicos podem ser

uma opção interessante para o tratamento da aterosclerose, tendo em vista a ação

específica e conjunta de ambos. Sendo assim, recentemente foi desenvolvido na

Universidade Federal da Paraíba um composto nutracêutico cuja formulação

envolve a junção do probiótico Limosilactobacillus fermentum (cepas 139, 263 e

296) com quercetina e resveratrol (Brasil, 2022), denominado LifePro. Como a

formulação probiótica foi anteriormente testada em ratos demonstrando segurança

toxicológica e efeitos promissores no âmbito metabólico, oxidativo e inflamatório,

nossa hipótese portanto, é que o composto, ao ser administrado em um modelo de

aterosclerose em camundongos, seja capaz de melhorar o perfil lipídico sérico, a

função vascular dos animais, marcadores inflamatórios e estresse oxidativo.



60

OBJETIVOS



61

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Avaliar os efeitos da formulação nutracêutica composta por cepas de

Limosilactobacillus fermentum (cepas 139, 263 e 296) com quercetina e resveratrol

(LifePro) em modelo de aterosclerose.

3.2 ESPECÍFICOS
Avaliar em camundongos apoE-/- com dieta aterogênica o efeito da

formulação nutracêutica sobre os seguintes parâmetros:

● Perfil bioquímico plasmático (colesterol total, HDL, LDL, triglicerídeos e

glicose);

● Concentração plasmática das seguintes citocinas: IL-10, IL-6, TNFα e

MCP-1;

● Função vascular.

● Estresse oxidativo.

● Deposição de placa aterosclerótica.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL E ANIMAIS
Nesta pesquisa foram utilizados camundongos (Mus musculus)

hipercolesterolêmicos nocautes para a apolipoproteína E (linhagem apoE-/-),

machos, com 8 semanas de idade e seus respectivos controles wild type (WT,

C57BL/6), pesando ao redor de 20g. Os animais foram provenientes do Biotério do

Laboratório de Controle Neural da Circulação e Hipertensão Arterial - LACONCHA

da UFPB.

Foram utilizados animais isogênicos, provenientes de cruzamentos inbred,

mantidos em estante com circulação e exaustão de ar em gaiolas com no máximo 5

animais, sob controle de temperatura (21±1ºC) e luminosidade (ciclo claro/escuro de

12/12 horas) e tiveram livre acesso à água (garrafas de polietileno com bicos de aço

inoxidável colocadas na parte superior da gaiola), bem como dieta livre. Os animais

apoE-/- receberam ração aterogênica Western Type (Rhoster, São Paulo, Brasil),

contendo 41% de calorias em forma de lipídios e 1,5% de colesterol e os animais

WT receberam ração padrão para roedores. A comparação de composição entre as

duas rações está ilustrada na figura 17.

A criação, o manuseio e todos os procedimentos experimentais foram

realizados de acordo com as orientações e a aprovação da Comissão de Ética no

Uso de Animais (CEUA) da UFPB.



64

Figura 17: Comparação entre as composições das rações oferecidas aos animais

Fonte: Elaboração própria (2022)

4.2 COMISSÃO DE ÉTICA

O projeto foi submetido à Comissão de Ética em Pesquisa Animal da

Universidade Federal da Paraíba para avaliação e aprovação sob o número

8809070223.

4.3 SUBSTÂNCIA TESTE
A substância testada foi uma formulação nutracêutica preparada com cepas

de Limosilactobacillus fermentum, especificamente as cepas 139, 263, 196

(aproximadamente 9 log CFU/mL), e polifenóis, a saber, quercetina (500mg/mL) e

resveratrol (300mg/mL), sendo o veículo utilizado solução salina. A formulação foi

produzida sob orientação do Prof. Dr. José Luiz Alves de Brito e Prof. Dr. Evandro

Leite de Souza do Departamento de Nutrição, CCS/UFPB.
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Brevemente, cada cepa foi isolada de subprodutos de plantas do solo

brasileiro: 139 da Mangifera indica L. (manga), 263 do Ananas comosus L. (abacaxi)

e 296 do Fragaria vesca L. (morango). A identificação das cepas foi realizada por

meio do sequenciamento gênico parcial 16S rRNA, identificando espécies de

Limosilactobacillus fermentum em alta frequência nos subprodutos (Garcia et al.,

2016). Após a preparação do inóculo, as suspensões de cada cepa foram

adicionadas a fruto-oligossacarídeos (FOS), conhecido como crioprotetor e agente

estabilizante de probióticos (Romano et al., 2016), obtido da Galena Ltd, bem como

a quercetina (500mg/mL) e resveratrol (300mg/mL), ambos adquiridos em farmácia

de manipulação. A concentração dos antioxidantes baseou-se em achados na

literatura científica acerca da eficácia e segurança dos compostos para uso clínico

(Fogacci et al., 2018; Serban et al., 2016). As soluções prontas foram transferidas

para um refrigerador -80°C por 24 horas e em seguidas liofilizadas. O pó foi então

transferido para um frasco estéril para o uso in vivo nos animais. A contagem viável

das cepas após o congelamento gira em torno de 9 log UFC/mg, e após 90 dias em

temperatura refrigerada 6 log UFC/mL. Considerando que a literatura afirma que a

dosagem de probiótico capaz de exercer benefício varia entre 6-8 log UFC/mL, essa

quantidade é própria para a administração terapêutica (Hill et al., 2014). A produção

e eficácia do nutracêutico após digestão simulada e refrigeração foram descritos por

Sampaio e colaboradores (2020).

Considerando que em estudos anteriores com camundongos (Wiciński et al.,

2018; Espírito-Santo et al., 2023) a quantidade mínima de quercertina e resveratrol

em uma dose foi 21,3 e 20 mg, respectivamente, padronizamos a dose de 68 mg de

nutracêutico por camundongo, a qual possui 3 x UFC/g das cepas, 21,3 mg de109

quercetina e 20 mg de resveratrol para efeito de modulação cardiovascular. Os 68

mg foram diariamente diluídos em 300 microlitros de água destilada para ser

fornecido aos camundongos via gavagem.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais utilizados na presente pesquisa foram divididos em três grupos

experimentais (figura 18):

​ Grupo 1: camundongos controle (WT) com dieta padrão que receberam

veículo;
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​ Grupo 2: camundongos apoE-/- com dieta aterogênica que receberam veículo;

​ Grupo 3: camundongos apoE-/- com dieta aterogênica que receberam

tratamento com LifePro.

Figura 18 - Delineamento experimental

Fonte: Elaboração própria (2022)

A partir de 8 semanas de vida os animais receberam ração padrão (WT) ou

aterogênica (apoE-/-) durante 10 semanas, sem restrição. Uma vez por semana o

consumo de ração e peso corporal foi medido para acompanhamento.

Durante as últimas 8 semanas os animais receberam veículo (grupos 1 e 2)

ou nutracêutico (grupo 3), diariamente via gavagem. O nutracêutico foi diluído de

forma que o volume a ser administrado não ultrapassasse 300 microlitros/dia. O

volume de veículo administrado (salina) foi ajustado para ser equivalente ao de

nutracêutico.

Ao final do período experimental os animais foram eutanasiados com uma

sobredose da mistura dos fármacos: ketamina (anestésico dissociativo - bloqueador

de receptor glutamatérgico) e xilazina (sedativo - agonista de receptor adrenérgico

alfa 2), por via intraperitoneal. A dose recomendada para anestesia geral é de

75mg/kg para ketamina e 10mg/kg para xilazina (Flecknell, 2016). Assim, para

realizar a eutanásia como recomendado pela Resolução Normativa No 37/2018

CONCEA/MCTI (BRASIL, 2018) para roedores como os camundongos, a

sobredosagem deve ser feita, ficando dessa forma a administração conjunta de

ketamina (dose 225 mg/kg) e xilazina (dose 30mg/kg). Uma vez constatada a

ausência de reflexos, foi realizada toracotomia para coleta de sangue e tecidos

(Kockx; Traini; Kritharides, 2018).
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4.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.5.1 Perfil bioquímico

As concentrações de colesterol total, HDL, LDL, triglicerídeos, glicose foram

dosadas no plasma dos animais. Após a eutanásia, o sangue foi coletado de caixa

torácica após a retirada dos pulmões com uma ponteira contendo heparina e

centrifugado por 10 minutos a uma rotação de 5000 rpm. O plasma foi armazenado

a -20ºC até o momento do uso. Para a medida das concentrações dos parâmetros

supracitados foram utilizados kits comerciais colorimétricos (Bioclin®, Quibasa,

Brasil), de acordo com as orientações do fabricante na bula e conforme previamente

padronizado (Carvalho, 2021). As leituras foram feitas em espectrofotômetro manual

(Drawell - DU 8200) e posteriormente tabuladas e calculadas as concentrações a

partir da solução padrão contida no kit.

4.5.2 Perfil inflamatório
As citocinas IL-10, IL-6 e TNF-α e MCP-1 foram mensuradas por meio do

método ensaio imunoenzimático (ELISA). Existem diversos tipos de ELISA, e nessa

pesquisa foi utilizado o ELISA sanduíche. Nesse método, o anticorpo para um

antígeno específico, chamado de anticorpo de captura, é impregnado no poço da

placa de 96 poços. Após isso, a amostra com o antígeno, neste caso plasma dos

animais, é adicionada a placa e se liga a esse anticorpo. Em seguida, é adicionado

outro anticorpo específico para o antígeno, chamado anticorpo de detecção e por

fim é adicionada a enzima, que converte um substrato incolor (cromógeno) em

colorido, indicando a presença de ligação antígeno-anticorpo. A intensidade da

reação (cor mais fraca ou mais forte) é proporcional à quantidade de antígeno

presente (Goldsby; Kindt; Osborne, 2000).

As citocinas IL-10, IL-6, TNF-α, MCP-1 presentes no plasma dos animais

foram quantificadas por ELISA sanduíche de acordo com o protocolo especificado

no kit do fabricante (BD Science). Para tal, as placas de ELISA foram sensibilizadas

com o anticorpo de captura anti-IL-10, anti- IL-6, anti- TNF-α e anti MCP-1 diluído

em tampão fosfato pH 6.5 e incubadas por 18 horas (overnight) a 4°C.

Após esse período, as placas foram lavadas com PBS (Phosphate Buffered

Saline) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e os sítios inespecíficos foram

preenchidos com a solução de bloqueio (PBS contendo 10% de soro fetal bovino)
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por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBS-T e foram adicionadas

tanto as amostras a serem analisadas quanto as diferentes concentrações de

citocinas IL-10, IL-6 , TNF-α e MCP- 1 para a realização das curvas de calibração. A

placas foram novamente incubadas por 18 horas (overnight) a 4°C. Terminado o

período de incubação, as placas foram lavadas para retirar os antígenos que não se

ligaram a anticorpo, além disso o anticorpo de detecção referente a cada citocina foi

adicionado e em seguida incubado por uma hora.

Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e o complexo

enzimático avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado. As placas foram

incubadas por mais meia hora à temperatura ambiente. Após lavagens adicionais, a

reação foi revelada pela adição de solução substrato cromógeno contendo

tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de hidrogênio (H2O2) e após 15 minutos, a

reação foi interrompida com a solução de parada (ácido fosfórico 1M) e a leitura

realizada em leitor de placa (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego,

CA-USA).

4.5.3 Estresse oxidativo - Teste TBARS
Para a análise do estresse oxidativo, foi realizado o teste TBARS, que analisa

a quantidade de malondialdeído na amostra. Essa substância é formada por meio

de peroxidação lipídica quando ocorre a liberação de espécies reativas de oxigênio

(Remigante et al., 2022). Sendo assim, a quantidade de malondialdeído presente no

plasma permite a mensuração indireta de estresse oxidativo no organismo. A reação

com a substância é feita com o ácido tiobarbitúrico, e a posterior absorbância lida

por meio do espectrofotômetro (Neto et al., 2008).

O protocolo foi realizado conforme previamente padronizado (Carvalho,

2021). Inicialmente as amostras e o branco foram mantidos a 37ºC por 1 hora. Após

isso, foram adicionados 400 microlitros de ácido perclórico (concentração 7%) e

homogeneizadas em vórtex. Após, os tubos foram colocados na centrífuga em

14.000 rpm a 4ºC durante 20 minutos.

Após a centrifugação, foram coletados 450 microlitros do sobrenadante e

transferidos para outros microtubos identificados e então adicionados 400 microlitros

do ácido tiobarbitúrico (na concentração 6%) e homogeneizados em vórtex por 10

segundos aproximadamente. Em seguida, os microtubos foram incubados na
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temperatura de 100ºC durante 1 hora e em seguida realizada a leitura no

espectrofotômetro manual no comprimento de onda de 530 nm (Drawell - DU 8200).

4.5.4 Reatividade Vascular

Os camundongos foram eutanasiados por meio da administração de

anestésico em doses letais. Após isso foi feita uma toracotomia para obtenção da

artéria aorta, que foi transferida para uma placa de Petri contendo solução nutritiva,

a saber solução de Krebs (em mM: 115 NaCl; 4,7 KCl; 1,2 MgSO4; 1,2 KH2PO4; 25

NaHCO3; 11,1 glucose; 2,5 CaCl2), gaseificado com 95% de O2 e 5% de CO2, pH

de 7,4 e 37ºC, e então o vaso foi dissecado para retirar o máximo possível de tecido

adiposo perivascular e após isso foi seccionado em anéis com comprimento de

aproximadamente 3mm (Figura 19). Em seguida foram inseridas hastes de aço

inoxidável em formato de triângulo atravessando o lúmen do vaso. Estas contendo

os anéis aórticos foram colocadas em cubas contendo 10 ml da solução de Krebs e

mistura carbogênica, mantidos à 37°C no banho-maria (Figura 20). As hastes foram

fixadas na extremidade inferior e, na extremidade superior, conectadas a um

transdutor de força (76-00xx series, Panlab,S.L. Harvard Apparatus Spain) (Figura

21). O transdutor estava conectado a um computador utilizando o sistema de

aquisição de dados Lab Chart - PowerLab (software versão 4.2, ADInstruments,

Massachusetts, EUA). Os anéis foram submetidos a uma tensão basal de 0,5

gramas e deixados estabilizando durante 60 minutos. A solução nutridora foi trocada

a cada 15 minutos durante esse período.
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Figura 19: Retirada da aorta com o coração e posterior dissecação

Fonte: A autora (2023)

Figura 20: Anéis de aorta nas hastes e na cuba

Fonte: A autora (2023)

Figura 21: Banho de órgãos utilizado no experimento

Fonte: A autora (2024)
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4.5.5 Avaliação de viabilidade vascular e teste do endotélio
A viabilidade dos vasos foi verificada pela avaliação do desenvolvimento de

força em resposta à adição de KCl (125 mM), após a formação do platô, devendo a

contração ser superior a pelo menos o dobro do valor basal (Figura 22). A

viabilidade foi confirmada através da contração dos anéis com fenilefrina (10μM),

devendo ser maior que 50% da contração máxima induzida pelo KCl.

Posteriormente, para avaliação da integridade do endotélio, foi adicionada

acetilcolina (10μM) e a vasodilatação gerada deveria ser superior a 50% da

contração máxima de fenilefrina para que fosse constatada a presença de endotélio

funcional (Balarini, 2013) (Figura 23).

Figura 22: Viabilidade vascular por meio da adição de KCl

Fonte: Retirado de experimento real. Adaptado de LabChart Reader (2023)

Figura 23: Teste do endotélio a partir da adição de fenilefrina e acetilcolina

Fonte: Retirado de experimento real. Adaptado de LabChart Reader (2023)
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4.5.6 Construção das curvas concentração-resposta

Após a constatação da presença ou ausência de endotélio, houve um

segundo período de estabilização de 30 minutos e então se iniciou a construção das

curvas concentração-resposta cumulativas. Foram realizadas curvas de contração

com fenilefrina (10-10 a 3x10-5M) e curvas de relaxamento com acetilcolina (10-10 a

3x10-5M) em anéis com endotélio intacto ou com nitroprussiato de sódio, um doador

de NO (10-12 a 3x10-5M) em anéis sem endotélio funcional. Nas curvas de

relaxamento, os anéis foram pré-contraídos com fenilefrina (10μM).

4.5.7 Uso de inibidores

Para entender como o nutracêutico atua na função vascular, foram incubadas

algumas drogas, a saber, N(ω)-nitro-L-arginina metil-ester (L-NAME), um inibidor da

enzima NO sintase e apocinina, inibidora da NADPH oxidase.

Com o uso do L-NAME foram elaborados dois tipos de protocolo, o primeiro

visando avaliar a cascata de produção de NO independente da ativação por ACh, ou

seja de forma basal/endógena. Para isso foi feita pré contração com fenilefrina

(10μM), aguardou-se o platô e administrou-se 10µL do L-NAME (concentração de

100µM) por 20 minutos, após isso a tensão do vaso aumentou e o resultado foi

calculado a partir do delta de contração após a inibição.

O segundo protocolo com L-NAME objetivou avaliar a participação do NO no

relaxamento pela acetilcolina. Para isso incubou-se 10µl do L-NAME (concentração

de 100µM) durante 20 minutos. Em seguida foi realizada pré contração com

fenilefrina (10μM) e construiu-se uma curva de relaxamento com acetilcolina (10-10 a

3x10-5M).

Por fim, o uso da apocinina permite avaliar o papel do estresse oxidativo no

relaxamento vascular dependente de endotélio, tendo em vista que essa droga inibe

a NADPH oxidase, enzima geradora de EROS. Os anéis foram inicialmente

incubados com apocinina no volume de 30µL (concentração de 300 µM), em

seguida, foi realizada pré contração com fenilefrina (10μM), aguardou-se o platô e

após isso foi construída uma curva de acetilcolina (10-10 a 3x10-5M).
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4.6 AVALIAÇÃO DE DEPOSIÇÃO DE PLACA ATEROSCLERÓTICA - OIL RED

Após a retirada da aorta para o banho de órgãos e a sua disposição nas

cubas, o arco aórtico outrora imergido na solução nutridora foi limpo, retirando-se o

tecido adiposo perivascular e colocado em um recipiente contendo formaldeído a

10% para a fixação do tecido até o momento do processamento histológico. A aorta

foi acondicionada no meio Optimal Cutting Temperature (OCT) para proceder o

corte. O corte histológico foi feito por meio do congelamento e inclusão no

micrótomo criostato com 7-10 μm de espessura (CM1850, Leica, Nussloch,

Alemanha). Os cortes iniciaram a partir da raiz da aorta, e foram aderidos a lâminas

gelatinizadas e armazenados em geladeira até o momento da coloração por, no

máximo, 1 semana. A quantificação da deposição de placa aterosclerótica foi feita

nos cortes após a coloração com Oil-Red-O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Esse corante é específico para lipídios deixando a área aterosclerótica da aorta

corada em vermelho (Chen; Qin; Simons, 2022). Após retirada do OCT com Krebs e

isopropanol 60%, as lâminas foram mantidas em contato com a solução de corante

por 20 minutos. Após isso, para retirar o excesso do corante, lavou-se as lâminas

com isopropanol 60% e água destilada. A lesão aterosclerótica foi quantificada

utilizando-se um microscópio (AmScope T720), acoplado a uma câmera digital (MC

500, RoHS) e a análise das imagens foi realizada com o sistema de análise

MicroCapture (domínio público). A área de lesão em cada animal foi quantificada por

um investigador cego ao grupo experimental e expressa como porcentagem do

lúmen vascular ocupada pela placa aterosclerótica.

4.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS

A análise dos dados após os experimentos foi feita por meio do programa

GraphPad Prism 6.0®. Foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e caso

houvesse distribuição normal, análise de variância para comparação dos grupos,

seguido de o post-hoc de Tukey. Um valor de p<0,05 foi considerado como diferença

estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS

5.1 PERFIL LIPÍDICO, GLICÊMICO E PESO CORPORAL

A tabela 1 mostra os resultados referentes ao perfil lipídico, glicêmico, peso corporal

e consumo de ração dos três grupos.

Tabela 1: Perfil lipídico, glicêmico, peso corporal e consumo de ração do grupos controle, apoE-/-

salina e apoE-/- tratado

Parâmetro Grupo controle C57
(8-14 animais)

apoE-/- salina
(10-14 animais)

apoE-/- Life
(7-12 animais)

Perfil Bioquímico

Colesterol total
(mg/dL)

73,2±6,5 978,1±68*** 579,5±46*** ##

Triglicerídeo (mg/dL) 84,1±6,4 211±16,2*** 145,9±18,8***##

Glicose (mg/dL) 212,7±12,6 300±12,5*** 249±16,2#

HDL (mg/dL) 41,8±2,2 17,1±2,2*** 15,86±3,1**

LDL (mg/dL) 5,9±0,7 159,6±21,7*** 132,4±14,3**

VLDL (mg/dL) 28±3,7 776,6±46,8** 503±62##**

Peso e Ingestão

Peso inicial (g) 21,8±0,4 19,8±0,5 20±0,6

Peso final (g) 28±0,3 28,8±0,5 27,9±0,7
Ganho de peso (%) 32,09±3,9 44±6,7 47,6±5

Consumo de ração (g) 260±6,4 182,5±6,2** 205,2±6,2**

Valores representados como média ± erro padrão da média (EPM)

* p<0,05 vs. C57
** p<0,01 vs. C57
*** p<0,001 vs. C57
# p < 0,05 vs. apoE-/- salina
## p<0,001 vs. apoE-/- salina

O perfil lipídico dos animais difere de maneira expressiva, de modo que os

camundongos apoE-/- que receberam dieta aterogênica e veículo apresentaram

uma concentração plasmática de colesterol total cerca de 13 vezes a mais quando

comparado com os animais controle. O tratamento com o nutracêutico em

camundongos apoE-/- submetidos a dieta aterogênica possibilitou a redução deste



76

parâmetro em aproximadamente 1,7 vezes. A concentração de triglicerídeos

também aumentou nos animais apoE-/- veículo, cerca de 2,4 vezes, reduzindo

aproximadamente 1,5 após o tratamento.

Ao observar a glicemia há uma diferença significativa entre os animais

controle e apoE-/- veículo e de modo que a concentração plasmática de glicose

aumentou em 1,3 vezes nesses. O nutracêutico reduziu significativamente a

glicemia nos animais apoE-/- tratados, de forma que não há diferença entre estes e

os animais controle. O colesterol na forma de HDL é maior nos animais saudáveis,

enquanto que os animais apoE-/- salina exibem baixa concentração de HDL no

sangue. O tratamento, por sua vez, não alterou significativamente esse parâmetro.

Por outro lado, o padrão é invertido quando trata-se do LDL pois os animais C57

exibem menores concentrações dele, já o grupo apoE-/- salina aumentou em 30

vezes a concentração plasmática e o tratamento com LifePro não reduziu

significativamente esse colesterol. Acerca da lipoproteína VLDL, algo interessante

é notado, os animais apoE-/- salina exibem maior concentração quando

comparados aos controles saudáveis e o tratamento reduziu o VLDL em 1,5 vezes.

Além disso, o consumo de ração é maior nos animais controle C57 que

receberam dieta padrão. O ganho de peso relacionando o peso inicial e final foi

igual nos três grupos. A administração do nutracêutico não interferiu no consumo e

ganho de peso dos camundongos.

5.2 REATIVIDADE VASCULAR

5.2.1 Resposta a Fenilefrina e Acetilcolina
Foi avaliada a função vascular por meio da contração desencadeada por

doses cumulativas de fenilefrina (FEN) e relaxamento por doses de acetilcolina

(ACH). Os resultados de ambos estão expressos dos gráficos 1 e 2. Avalia-se a

partir desses dados a resposta máxima à FEN ou ACH (Rmáx), bem como o

logaritmo negativo da concentração de FEN ou ACH necessária para atingir 50%

da Rmáx, o pEC50, o qual é usado para estimar a sensibilidade do vaso frente a

uma droga vasoativa.

Percebe-se que os animais apoE-/- possuem maior resposta máxima à FEN

(Rmáx: 88,2±7%***) na última dose quando comparados aos animais controle

(Rmáx C57: 70,3±3%). Em relação a sensibilidade à FEN não houve diferença
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significativa entre esses dois grupos (pEC50 C57: 7,0±0,08; pEC50 apoE-/-

7,2±0,19). Já nos camundongos apoE-/- tratados com o nutracêutico, observa-se

contração máxima reduzida (Rmáx: 50,7±3%##**) quando comparado ao grupo

apoE-/- veículo, diferindo-se ainda estatisticamente dos camundongos controle

veículo C57BL/6. A sensibilidade do vaso nesse grupo (pEC50 6,7±0,08#)

apresentou diferença estatística em relação ao grupo apoE-/- veículo, mas não em

relação aos demais.

Quando se analisa a porcentagem de relaxamento entre os animais C57

controle (Rmáx: 89,8±5%; pEC50: 6,4±0,09) e apoE-/- veículo percebe-se que os

animais nocaute veículo relaxam menos, porém sem diferença em relação a

sensibilidade (Rmáx: 48,5±3%**; pEC50: 6,4±0,18). Ao observar então o

relaxamento nos animais apoE-/- que receberam o tratamento com LifePro, a

melhora da reatividade vascular no quesito de dilatação do vaso é notada, de

modo que estes animais relaxam cerca 2 vezes a mais do que os animais nocaute

que receberam veículo. (Rmáx: 107±12%##; pEC50: 6,7±0,22). Não há diferença

entre esse grupo e o controle saudável C57. Em relação à sensibilidade do vaso,

avaliado pelo EC50 não foi observado diferença significativa entre grupos.

Gráficos 1 e 2: Resposta cumulativa às doses de FEN e ACH em todos os grupos
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Valores representados como média ± erro padrão da média (EPM)

** p<0,01 vs. C57
# p < 0,05 vs. apoE-/- salina
## p<0,001 vs. apoE-/- salina

5.2.3. Resposta vascular ao Nitroprussiato de Sódio

Para investigar a resposta do músculo liso ao NO no relaxamento, foram

construídas curvas de relaxamento em vasos sem endotélio com doses

cumulativas de nitroprussiato de sódio (NPS). O resultado está exposto no gráfico

3. Não há diferença entre as respostas máximas dos grupos C57 veículo

(Rmáx:125±10%), apoE-/- salina (Rmáx: 119,1±8,4%) e apoE-/- Life (Rmáx 120±6%).

A sensibilidade é menor no grupo apoE-/- tratado (pEC50: 6,5±0,04#*) quando

comparado com os dois outros grupos. Em relação ao grupo apoE-/- salina (pEC50:

7,2±0,18#) e C57 veículo (pEC50: 6,9±0,13) não há diferença entre ambos.
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Gráfico 3: Resposta cumulativa às doses de NPS em todos os grupos

Valores representados como média ± erro padrão da média (EPM)

## p < 0,01 vs. apoE-/- salina
* p<0,05 vs. C57

5.3.2 Papel do NO no relaxamento vascular dependente de endotélio

Sendo o NO o principal vasodilatador presente em vasos de condutância,

buscou-se investigar o seu papel no tratamento com LifePro na aterosclerose. Para

isso, os anéis aórticos foram incubados com L-NAME, um inibidor não seletivo da

NO sintase e realizada contração com FEN e em seguida construída uma curva de

relaxamento frente à ACH. Os resultados estão expostos no gráfico 4 (A,B,C).

Percebe-se portanto, a partir da redução drástica do relaxamento nos anéis

incubados com o inibidor de NO sintase que o NO é, de fato, uma molécula

importante no relaxamento em vasos como a artéria aorta, sendo isso identificado

em todos os grupos. Porém, a amplitude da importância difere em relação aos

grupos, como pode-se verificar na diferença da área abaixo da curva com e sem

inibidor. O aumento da diferença da área abaixo da curva demonstra a importância

do NO no relaxamento, pois significa que houve intensa supressão da vasodilatação

quando retirou-se o NO do meio. Esse padrão é observado em todos os grupos mas
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a magnitude do deslocamento entre as curvas foi diferente. A participação do NO no

relaxamento vascular está reduzido no grupo apoE-/- salina sendo percebido através

da redução da diferença da área (94,77±16,19* vs. C57 veículo 173±16,84). A

administração de LifePro nos animais apoE-/- resultou na retomada do papel do NO

no relaxamento em resposta à ACH (168±8,5# vs. apoE-/- veículo).

Gráfico 4: Curvas de relaxamento com acetilcolina mediante inibição do L-NAME

Gráfico 5: Área abaixo da curva (dAUC) de todos

os grupos

Valores representados como média ± erro padrão

da média (EPM)

* p<0,05 vs. C57
## p<0,01 vs. apoE-/- salina
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5.2.3 Ativação basal NO/cGMP

Corroborando com o resultado anterior, ainda para investigar a mecanística

do tratamento com LifePro no banho de órgãos, decidimos averiguar a

biodisponibilidade do NO no vaso atráves de outro protocolo com L-NAME.

Inicialmente foi realizada uma contração com FEN e em seguida incubou-se no o

L-NAME aguardando a inibição por 20 minutos. A porcentagem de contração após

esse tempo corresponde a ativação basal do NO sem o estímulo gerado pela ACH.

Os resultados podem ser vistos no gráfico 6. O grupo apoE-/- salina apresenta uma

redução da biodisponibilidade do NO (72,59±3%*) quando comparamos com o grupo

C57 veículo (143±15%). Por outro lado, o tratamento com o nutracêutico aumentou

a ativação basal do NO (164,3±26,28%##).

Gráfico 6: Ativação basal NO/ cGMP

Valores representados como média ± erro padrão da média (EPM)

* p<0,05 vs. C57
## p<0,01 vs. apoE-/- salina

5.2.4 Papel do estresse oxidativo (ânion superóxido) no relaxamento vascular

Para investigar o quanto o estresse oxidativo, mais especificamente o ânion

superóxido impacta no relaxamento frente a acetilcolina, ou seja, na função

endotelial, incubamos os anéis com apocinina, que reduz o estresse oxidativo ao

inibir a NADPH oxidase, responsável pela produção de ânion superóxido. Os
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resultados podem ser vistos no gráfico 7 (A,B,C). O relaxamento é melhorado após

a incubação com apocinina, porém a magnitude do impacto é diferente de acordo

com o grupo. A partir da análise da área abaixo da curva (gráfico 8) percebemos

que o grupo apoE-/- salina apresenta notável discrepância entre a curva com e sem

inibidor, isso implica na maior diferença da AUC comparando com o grupo controle

saudável (245,3±28** vs. C57 veículo 90,94±24,16). No entanto, essa diferença foi

reduzida no grupo tratado (103±25## vs. apoE-/- salina) sugerindo redução do

estresse oxidativo.
Gráfico 7: Curvas de relaxamento com acetilcolina mediante inibição da Apocinina

Gráfico 8: Área abaixo da curva (dAUC) de

todos os grupos

Valores representados como média ± erro padrão da

média (EPM): ** p<0,01 vs. C57; ## p < 0,01 vs. apoE-/-

salina
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5.3 ANÁLISE DO ESTRESSE OXIDATIVO VIA PEROXIDAÇÃO – TESTE TBARS

O protocolo utilizado foi o TBARS que mensura o malondialdeído, produto da

peroxidação lipídica, ocasionada pelo estresse oxidativo. Os resultados estão

expressos no gráfico 9. O grupo apoE-/- apresenta altas concentrações (em

mmol/mL) de MDA no plasma (30,67±1,3***), quando comparamos com o grupo C57

veículo que apresenta aproximadamente menos de metade das concentrações de

MDA (13,86±1). Por outro lado, o tratamento com LifePro em animais apoE-/-

(14,85±2,9###) reduziu aproximadamente em 2 vezes o estresse oxidativo.

Gráfico 9: Valores de MDA no plasma

Valores representados como média ±

erro padrão da média (EPM)

*** p<0,001 vs. C57
### p < 0,001 vs. apoE-/- salina

5.4 ANÁLISE DE CITOCINAS PRÓ E ANTI-INFLAMATÓRIAS NO PLASMA

A fim de averiguar o perfil inflamatório na aterosclerose e o papel do

tratamento nesse contexto, mediu-se citocinas inflamatórias (TNF, MCP-1 e IL-6) e

anti-inflamatória (IL-10) no plasma, utilizando kits de Elisa da BD Science. Os

resultados estão expostos no gráfico 10 (A,B,C,D) em pg/mL. Percebe-se que os

animais apoE-/- salina apresentam aumento de TNF (18,91±1,1** vs. 7,3±1,8) e

MCP-1 (145,2±12,6** vs. 77,9±8) no plasma quando comparado ao C57 veículo. O

tratamento com LifePro não alterou o perfil plasmático dessas citocinas (TNF:



84

14,57±2; MCP-1: 114±20). Por outro lado, a citocina IL-6 não apresentou diferença

entre os grupos C57 veículo (14,6±1,6), apoE-/- salina (24,2±3) e apoE-/- tratado

(22,1±2), o mesmo ocorreu com a IL-10 (C57 veículo: 167±13; apoE-/- salina: 130±14;

apoE-/- tratado 135±18).

Gráfico 10: Análise de citocinas pró e anti-inflamatórias

Valores representados como média ± erro padrão da média (EPM)

*p<0,05 vs. C57
**p<0,01 vs. C57
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5.5. DEPOSIÇÃO DE PLACA ATEROSCLERÓTICA - OIL RED

Tendo em vista a melhora funcional do vaso através da reatividade vascular,

investigamos a deposição de placa aterosclerótica na saída da artéria aorta,

corando os cortes com Oil Red, substância específica para corar lipídios. Pode-se

ver imagens correspondentes na figura 24, bem como a quantificação da deposição

no gráfico 11. O grupo apoE-/- salina apresenta intenso acúmulo de placa

ateromatosa, comprometendo cerca de 45% do lúmen vascular (45,8±2,9%**),

enquanto que o grupo controle saudável não apresenta placa. O tratamento com

LifePro no grupo apoE-/- reduziu em 1,6 vezes a deposição (27±2,7%**##).

Gráfico 11: Quantificação de placa aterosclerótica na artéria aorta

Valores representados como média ± erro padrão da média (EPM)

*** p<0,001 vs. C57
### p < 0,001 vs. apoE-/- salina

Figura 24: Cortes histológicos da artéria aorta corados com Oil Red



86

Em vermelho: placa aterosclerótica corada com Oil Red. Aproximadamente 10-15 cortes por

animal. Aumento de 40x.
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6 DISCUSSÃO

A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a administração do

nutracêutico por gavagem diária durante 8 semanas nos animais apoE-/- culminou

em uma melhora do perfil lipídico, da glicemia, da reatividade vascular, menor

produção de MDA (um marcador de estresse oxidativo) e redução da deposição de

placa aterosclerótica, porém sem alterações no perfil inflamatório. Demonstramos

pela primeira vez a ação dos três componentes do nutracêutico quando

administrados em conjunto em um modelo de aterosclerose experimental.

A escolha de utilizar os animais nocaute para apolipoproteína E nesse

estudo se deu devido ao interesse em estudar a ação do nutracêutico em um

modelo de aterosclerose em camundongos, pois estudos anteriores demonstraram

efeitos hipocolesterolemiantes em ratos submetidos a dieta high fat tratados com

essa mesma formulação probiótica (Freire et al., 2021a), bem como redução da

placa aterosclerótica em camundongos apoE-/- tratados com quercetina (Cao et al.,

2019) e resveratrol (Zhou et al., 2020). Os animais apoE-/-, devido a ausência da

apolipoproteína E, possuem aumento de colesterol plasmático que, por sua vez, é

um fator gatilho para a aterogênese. Somado a isso, foi fornecida uma dieta

hiperlipídica com o intuito de acelerar a formação da placa de ateroma e disfunção

endotelial nesses animais apoE-/-. Sabe-se que nesses animais a placa pode ser

desenvolvida apenas pela deleção da apoE que gera o acúmulo do colesterol

plasmático (Maeda, 2011), porém isso demanda tempo. Esperar o processo

natural de desenvolvimento da placa impossibilitaria o manejo eficaz e rápido

desse modelo em laboratório. É visto, portanto, em estudos antes e após o

surgimento do modelo apoE-/- da década de 80 que a utilização de dieta rica em

colesterol, de fato, possibilita a formação de placa em pouco tempo (Roberts;

Thompson, 1976; Paigen et al., 1985), viabilizando os estudos com propostas de

tratamento.

A introdução da dieta foi feita com 8 semanas de vida dos animais e durou

10 semanas ao todo, isso corrobora com pesquisas semelhantes, onde se percebe

que a exposição em torno de 10-12 semanas a uma dieta aterogênica é capaz de

aumentar colesterol plasmático, perfil inflamatório, formar placa ateromatosa e

prejudicar a contração e relaxamento de artérias (Balarini, 2013; Leite, 2019; Fan,

Chen, Zhang, 2019; Chan et al., 2016).
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Por outro lado, o grupo C57BL/6, foi escolhido por não ter alteração

genética que comprometa o metabolismo lipídico, vascular e inflamatório, sendo

comumente utilizado como controle saudável. E nesse caso, os animais apoE-/-

foram desenvolvidos geneticamente a partir dos C57, sendo estes portanto o

background genético dos animais nocaute (Plump et al., 1992; Piedrahita et

al.,1992). O desenho experimental portanto foi elaborado para três grupos, o

controle saudável C57BL/6, controle apoE-/- que recebeu veículo e apoE-/- que

recebeu o tratamento. Nesse caso, o grupo controle saudável recebeu dieta

padrão para roedores. Ademais, nos animais não tratados com o nutracêutico

(C57BL/6 e apoE-/-) as gavagens foram realizadas com salina 0,9% com o objetivo

de permitir que todos os animais passassem pela mesma situação de estresse,

nesse caso, a gavagem, eliminando portanto qualquer viés relacionado ao

tratamento.

A apolipoproteína E faz parte dos quilomícrons remanescentes, VLDL, LDL

e HDL e a ausência dessa apolipoproteína somada a uma dieta hiperlipídica

culmina no aumento plasmático do colesterol. Conforme esperado, isso foi

encontrado em nossos resultados com os animais apoE-/- veículo. Nesses animais

houve aumento de aproximadamente 13 vezes quando comparados com o grupo

controle saudável. Esse dado corrobora outros estudos semelhantes que utilizaram

esse mesmo modelo animal com o uso de dieta aterogênica (Balarini, 2013; Leite,

2019; Cavalcanti, 2024; Berenji Ardestani et al., 2020; Plump et al., 1992; Cao et

al., 2020).

O tratamento com o nutracêutico em camundongos apoE-/- resultou em

redução significativa do colesterol plasmático em 1,7 vezes. Esses achados

corroboram com estudos prévios em diferentes modelos realizados com este

probiótico (Ferreira, 2022) e compostos fenólicos utilizados nesta pesquisa (Cui et

al., 2017; Simental-Mendía; Guerrero-Romero, 2019).

A explicação por trás do efeito hipocolesterolemiante do LifePro pode residir

no fato das bactérias do gênero Lactobacillus presentes na formulação

nutracêutica se ligarem ao colesterol no intestino facilitando a sua excreção

(Freire, 2021a). Esse gênero possui ativa a hidrolase de sais biliares, ou seja,

promove a desconjugação dos sais biliares no ciclo entero-hepático tornando-os

menos solúveis e difíceis de serem absorvidos pelos enterócitos, sendo assim, seu

destino final é ser excretado pelas fezes. Devido ao fato do colesterol ser o
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principal componente que forma os sais biliares, sua concentração plasmática é

reduzida por causa de seu uso na formação de novos ácidos biliares para

emulsificação de lipídios (Kumar et al., 2012).

Já foi descrito que a disbiose pode contriuir para a aterosclerose, uma vez

que a desregulação e ausência de certos grupos bacterianos potencialmente

inflamatórios pode gerar compostos relacionados à aterogênese como o N-óxido

de trimetilamina (TMAO) (He; Chen, 2017; Wang et al., 2015). O tratamento com

nutracêutico, por sua vez, teve o intuito de favorecer o aumento da quantidade de

bactérias da espécie Limosilactobacillus fermentum. Estudo prévio com esse

gênero demonstrou que a administração dessas cepas por gavagem é capaz de

aumentar a sua população na microbiota intestinal de murinos (Sampaio, 2022). O

Limosilactobacillus fermentum é um dos principais componentes do ambiente

microbiano saudável que tem função anti-inflamatória e anti-aterogênica,

produzindo a partir de substratos da dieta os ácidos graxos de cadeia curta

(AGCC), como os ácidos acético, propiônico e butírico. Essas moléculas regulam a

síntese hepática de colesterol, a integridade da membrana do enterócito, servem

como fonte de energia para as células epiteliais intestinais e estão relacionadas a

supressão da aterosclerose. Já foi descrito que a redução de seus níveis, como é

visto na disbiose, pode ser um fator que favorece dislipidemia e por consequência

a aterosclerose (Luqman et al., 2024). Um estudo utilizando animais apoE-/-

suplementados com ácido butírico (um tipo de AGCC) resultou no retardo da

migração de macrófagos e melhor estabilidade da placa aterosclerótica (Aguilar et

al., 2014). Sendo assim, a relação do aumento populacional da L. fermentum e sua

produção de AGCC (sendo estes reguladores lipídicos), pode ser um fator

importante na resposta hipocolesterolêmca observada.

A quercetina e o resveratrol, por sua vez, também contribuem para a

redução do colesterol plasmático. Um estudo feito com ratos Wistar

suplementados com quercetina demonstrou que a enzima 7 alfa hidroxilase

hepática estava aumentada. Sua função é converter o colesterol em

7-alfa-hidroxicolesterol para compor os ácidos biliares e ser excretado, reduzindo

portanto sua concentração plasmática, além de aumentar o efluxo de colesterol

pela maior estimulação da via do transportador de cassete de ligação G1, o que

também foi notado em estudo com camundongos apoE-/- (Jia et al., 2019; Zhang et

al., 2023; Zhang. et al., 2016). O resveratrol, em consonância, reduz o colesterol
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plasmático devido a downregulation da enzima HMG-Coa redutase (Shao et al.,

2016), a qual é responsável por participar da síntese do colesterol e alvo

terapêutico dos fármacos estatinas, como a sinvastatina. Um estudo com

camundongos apoE-/- demonstrou menor acúmulo intestinal de ácidos graxos e

monoglicerídeos (Deng et al., 2020). Além disso, assim como a quercetina,

aumenta os níveis da 7 alfa hidroxilase e os receptores de LDL no fígado (Yashiro

et al., 2012) aumentando a excreção e captação do colesterol hepático,

respectivamente (Santana et al., 2022).

Em resumo, com base em nossos achados e na literatura sugerimos que os

efeitos do LifePro na redução dos níveis de colesterol plasmático poderiam ser

explicados pelo aumento dos AGCC na microbiota intestinal, maior expressão de

enzimas e receptores envolvidos no metabolismo lipídico e excreção do colesterol

como 7 alfa hidroxilase e receptor de LDL ambos no fígado. Além disso, reduz a

ação da HMG-Coa redutase, que sintetiza o colesterol no fígado.

O tratamento com nutracêutico reduziu os níveis de triglicerídeos

plasmáticos. Esse resultado condiz com a maioria da literatura científica acerca

dos probióticos, quercetina e resveratrol, no qual afirmam que esses compostos

atuam separadamente reduzindo o perfil sérico de triglicerídeos em diversos

modelos experimentais, incluindo apoE-/- (Derakhshanian et al., 2020; Kuipers et

al., 2018; Kábelová et al., 2022). Uma pesquisa feita com as mesmas cepas que

utilizamos nessa pesquisa demonstrou redução dos níveis séricos de triglicerídeos

em ratos com dieta high fat (Freire et al., 2021). Uma revisão de meta análise

também corrobora com esse dado, ao mostrar que mais da maioria dos estudos

elencados apresentaram redução de TG em diversos modelos experimentais após

a administração de cepas probióticas (Gadelha; Bezerra, 2019). No modelo apoE-/-

o tratamento durante 6 semanas com L. fermentum TY-S11 reduziu eficazmente os

triglicerídeos (Deng et al., 2024), enquanto que o tratamento com L. rhamnosus

GR-1 durante 10 semanas não alterou esse parâmetro (Fang et al., 2019),

destacando que a característica da cepa é importante para o efeito redutor. A

sugestão de mecanismo reside no fato de bactérias Lactobacillus específicas com

capacidade hidrolisante podem inibir a lipase lipoproteica, impedindo a hidrólise de

triglicerídeos e sua absorção (Momin et al., 2023). Em relação aos compostos

fenólicos, um estudo que administrou quercetina com diferentes doses em

camundongos obesos sugere a redução de triglicerídeos a partir de melhor
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depuração dos ácidos graxos pelo tecido adiposo branco (Kuipers et al., 2018).

Outro estudo com esse mesmo composto em ratos observou melhora significativa

em relação aos TG, mas não no colesterol e lipoproteínas plasmáticas (Kábelová

et al., 2022). O mesmo foi observado no tratamento de camundongos apoE-/-

durante 12 semanas (Li et al., 2019). Acerca do resveratrol, uma revisão de meta

análise em 2020 identificou alguns estudos que não demonstraram redução de

triglicerídeos após o tratamento em humanos com síndrome metabólica (Akbari et

al., 2020). Em camundongos apoE-/- o resveratrol durante 20 semanas reduziu os

níveis de triglicerídeos de maneira semelhante a sinvastatina (Zhou et al., 2020). A

sugestão é que a melhora se dá devido ao aumento da síntese e efluxo dos sais

biliares, estímulo de lipólise e supressão da diferenciação de adipócitos (Gal et al.,

2021).

Ainda no contexto lipídico, os animais apoE-/- desenvolveram um perfil

característico da aterosclerose, ou seja aumento dos níveis de LDL e redução de

HDL, enquanto que os animais controles saudavéis exibem um padrão natural dos

murinos com altos níveis de HDL e LDL baixo, sendo um fator protetivo contra

aterosclerose (Pendse et al., 2009). Outros estudos com esse modelo mostraram

resultados semelhantes (Cavalcanti, 2024; Huang et al., 2014; Chen et al., 2013; Yi

et al., 2020). O tratamento com LifePro não mostrou alteração nesse perfil. Há

diferentes achados na literatura sobre esse resultado: enquanto o tratamento com

L. acidophilus durante 16 semanas em camundongos apoE-/- alterou os níveis de

LDL, VLDL e IDL, mas não HDL (Huang et al., 2014), a mesma cepa durante 12

semanas no mesmo modelo não provocou alteração (Chen et al., 2013). Estudos

que mostram alteração do perfil lipídico com cepas probióticas são mais comum

em outros modelos patológicos. Por exemplo, o tratamento durante 4 semanas

com as mesmas cepas usadas nessa pesquisa em ratos saudáveis alimentados

com dieta high fat melhorou os níveis de HDL e reduziu LDL (Freire et al., 2021). O

mesmo pode-se observar no tratamento durante 8 semanas com L. fermentum

CQPC04 em camundongos C57BL/6J submetidos a dieta high fat, porém sem

mudanças no HDL (Yi et al., 2020). Em contrapartida, a administração de L.

plantarum ATCC 14917 ( UFC/mg) em camundongos apoE-/- por 12 semanas109

não modificou nenhum parâmetro lipídico, incluindo colesterol total (Hassan et al.,

2020). Um recente estudo investigou a absorção de colesterol de 60 cepas in vitro.
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Apenas 3 exibiram resposta acima de 40% (L. fermentum TY-S11, L. fermentum

C4 e R48). O tratamento in vivo (12 semanas) de animais apoE-/- com essas três

cepas, apenas uma (L. fermentum TY-S11) modificou as lipoproteínas plasmáticas,

exceto HDL (Deng et al., 2024).

Sobre os demais componentes dessa formulação nutracêutica, a literatura

apresenta diferentes resultados do tratamento com quercetina no perfil lipídico de

camundongos apoE-/-. Dois estudos com a dose de 4mg/dia durante 12 e 8

semanas mostraram alteração dos níveis de LDL, porém não HDL (Luo; Tian; Lu,

2020; Li et al., 2019). Uma revisão sistemática sobre os efeitos da quercetina no

sistema cardiovascular trouxe 30 estudos com roedores e desses, apenas 2

utilizaram o modelo apoE-/-: um demonstrando não haver alteração no perfil

lipoproteico e o outro foi citado acima (Luo; Tian; Lu, 2020). Nos demais modelos,

observa-se uma predominância de modificação nos parâmetros, mas existem

estudos que não revelam mudança (Espírito-Santo et al., 2023). Em relação ao

resveratrol, o estudo de Zhou et al. (2020) em camundongos apoE-/- tratados com

5mg/dia demonstrou melhora do perfil lipoproteico apenas a partir da 20ª semana

e não da 10ª. Por outro lado, uma meta análise em pacientes com síndrome

metabólica demonstrou que o tratamento com resveratrol modificou o colesterol

sérico, mas não as frações de lipoproteinas (Akbari et al., 2020).

Sendo assim, resume-se que nossos achados com ausência de alteração

no perfil lipoproteico está em concordância com o que se observa na literatura

neste modelo, pois parece que os efeitos dos três componentes do LifePro tem

relação com a duração do tratamento, modelo animal e no caso dos probióticos,

características específicas das cepas.

O dado do VLDL é interessante pois possivelmente explica de onde

originou-se a redução do colesterol total, tendo em vista a não modificação do HDL

e LDL. Além disso, corrobora com os dados dos triglicerídeos, pois esse lipídio

colabora em grande parte na formação do VLDL (Choi; Ginsberg, 2011), ou seja, a

redução dos triglicerídeos com o tratamento corroborou com a atenuação de

formação do VLDL e isso contribuiu com a menor quantidade de colesterol total

dos animais apoE-/- tratado. O mesmo foi encontrado num estudo com

administração de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 em camundongos apoE-/-

durante 16 semanas. O colesterol total apresentou redução, bem como VLDL, mas

não observou-se alteração no HDL. Não foi mensurado triglicerídeos (Huang et al.,
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2014). Em relação ao resveratrol, é encontrado dado semelhante, onde tanto na

10ª quanto na 20ª semana de tratamento em camundongos apoE-/- observa-se

uma redução do colesterol total, VLDL, mas não do LDL, e do HDL apenas na 20ª

semana (Zhou et al., 2020). Já a quercetina é conhecida por reduzir os níveis de

triglicerídeos aumentando a formação do VLDL e em seguida realizando lipofagia,

o que acaba atenuando ambos os níveis. De todo modo, as demais lipoproteínas

foram melhoradas após o tratamento durante 8 semanas em ratos (Zhu et al.,

2018).

Acerca dos níveis de glicose, pode-se inferir a partir dos resultados que o

nutracêutico possui ação anti hiperglicemiante reduzindo a glicemia em 1,25 vezes

nos animais tratados quando comparada com animais apoE-/- veículo (sem

diferença estatística entre o grupo tratado e o grupo controle saudável). Esse

resultado corrobora com estudos semelhantes realizados em murinos (Wang et al.,

2020). Por exemplo, a pesquisa de Freire (2021a) com essa mesma formulação

probiótica em ratos Wistar com e sem o consumo de dieta high fat demonstrou que

houve uma redução em 1,36 vezes da glicemia nos ratos tratados por 4 semanas.

Outro estudo com L. rhamnosus GR-1 durante 12 semanas em animais apoE-/-

reduziu glicose plasmática em 1,23 vezes (Fang et al., 2019). O efeito anti

hiperglicemiante pode ser explicado pela melhora da ação da insulina causada por

bactérias probióticas, uma vez que a produção de AGCC pode estimular a

liberação de insulina pelas células beta pancreáticas (Zhang, Mei et al., 2024),

como também o peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e peptídeo yy, os

quais possuem efeitos anti obesogênicos e antidiabéticos (Sicard et al., 2017). A

administração de quercetina durante 20 semanas em camundongos

suplementados com dieta high fat melhorou a glicemia em jejum provavelmente

pela redução inflamatória, bem como da acumulação de gordura (Su et al., 2022).

Acerca do resveratrol, o tratamento durante 26 semanas com resveratrol em

camundongos C57 alimentados com dieta high fat reduziu a glicemia de jejum,

provavelmente pela ativação da via de sirtuína 1 (Wang et al., 2014).

O aumento sérico da glicose pode interferir na aterogênese, pois os

carboidratos podem ser catabolizados na via glicolítica que ocorre no citosol e gera

ATP e piruvato. Este pode ser convertido a acetil-CoA que por sua vez é fonte

primária para a síntese dos lipídios. Sendo assim, há uma relação direta entre

aumento da glicemia e aumento dos lipídios (Nelson; Cox, 2014). É importante
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salientar que a coleta de amostra para as avaliaçãoes bioquímicas não foi feita

com os animais em jejum e que os camundongos possuem glicose plasmática

maior do que os humanos, sendo assim deve-se ajustar os valores comprobatórios

para esses modelos. É sugerido que níveis plasmáticos de glicose sem jejum

maiores que 250 mg/dL são aceitáveis para considerar um camundongo diabético

(King, 2012), embora perceba-se que a indução de diabetes por outras estratégias

como a injeção por estreptozotocina, que destrói as células beta pancreáticas,

eleve esse nível para 600 mg/dL em jejum (Abuduyimiti et al., 2024). Dessa forma,

a partir dos resultados do nosso estudo nota-se que os camundongos apoE-/-

veículo possuem hiperglicemia provavelmente associada a alteração no

metabolismo lipídico decorrente do consumo hiperlipídico e o tratamento com

nutracêutico reduziu a glicemia consideravelmente. Esses dados sugerem a

necessidade de uma melhor investigação da ação nutracêutica dentro do

metabolismo glicêmico, inclusive utilizando de um modelo exclusivo de diabetes.

Pode-se ainda fazer a correlação entre os níveis glicêmicos e o peso

corporal dos animais, pois um dos modelos murinos para diabetes tipo II é

justamente o uso de dietas hiperlipídicas e/ou hipercalóricas, nas quais a maior

fonte energética metabólica advém da beta oxidação lipídica. Isso promove

resistência à insulina e aumento glicêmico devido a baixa compensação pelas

ilhotas pancreáticas (Kennard et al., 2021). Nossos resultados demonstram que o

consumo de ração foi maior nos animais C57, em comparação com os grupos

apoE-/- salina e tratado. De maneira interessante, o ganho de peso se manteve em

todos os animais. Ou seja, embora os animais apoE-/- tenham consumido menos

ração que o grupo controle saudável, o ganho de peso entre eles foi semelhante. E

o tratamento com LifePro não alterou o padrão de consumo nem ganho de peso

dos animais. Os mecanismos homeostáticos de consumo e saciedade são

diversos e complexos. Do ponto de vista bioquímico, a ingestão de gordura e seu

uso metabólico produz mais energia em termos de ATP do que carboidratos

(Hargreaves; Spriet, 2020). Sendo assim, a regulação neuro-hormonal para

promover a saciedade pode ter sido ativada nos animais apoE-/- devido à maior

ingestão calórica contida na dieta hiperlipídica, reduzindo assim o consumo nos

animais expostos a esse tipo de dieta (Cai et al., 2023). Há divergência na

literatura científica: enquanto estudos realizados com dietas high fat e dietas

comuns atestam que existe uma maior ingestão calórica e quantitativa de gordura
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levando a obesidade (Guerra-Cantera et al., 2023), outros corroboram com os

nossos resultados mostrando a redução do consumo dietético devido a demanda

metabólica num contexto de ingestão lipídica (Díaz-Urbina et al., 2017; Hurley et

al., 2016), variando inclusive de acordo com a porcentagem de gordura na dieta

(Cai et al., 2023).

Em relação à reatividade vascular, a literatura aponta que os animais apoE-/-

possuem marcante disfunção endotelial, sendo caracterizada pelo desequilíbrio

entre agentes vasoconstritores e vasodilatadores, ocorrendo antes mesmo da

formação de placa aterosclerótica e se agravando com a idade e deposição de

placa em locais específicos (Kotlyarov et al., 2022). Consonante com estudos

semelhantes, nossa pesquisa sugere que animais apoE-/- possuem maior resposta

vasoconstritora quando expostos à fenilefrina, em comparação com camundongos

controle saudáveis (Marques et al., 2019; Leite, 2019; Matsumoto et al., 2006;

Pereira et al., 2011). Por outro lado, outras pesquisas não demonstraram diferença

entre a contração nesses grupos, sugerindo capacidade vascular presenvada no

início da aterosclerose, correlacionando a magnitude da alteração da reatividade

com o nível de lesão presente no vaso (Buonfiglio et al., 2023; Crauwels, 2003;

Berenji Ardestani et al., 2020).

O padrão vasoconstritor aumentado em animais hipercolesterolêmicos pode

se dar devido a menor produção basal de NO, um potente vasodilatador. De fato,

nossos resultados mostram a redução da produção de NO basal em animais

apoE-/- quando comparado com animais controle saudáveis, conforme previamente

avaliado (Leite, 2019; Balarini, 2013; Cavalcanti, 2024). Fransen (2007) realizou

reatividade vascular em segmentos de aorta torácica de camundongos apoE-/- e

C57BL/6, e o desfecho aponta que a modulação vasomotora dependente de

endotélio nos animais é em grande parte determinada pelo óxido nítrico, em

detrimento da prostaciclina ou EDHF, e o processo de aterogênese reduz a

produção endógena de NO. Ademais, um estudo mostrou que os animais apoE-/-

apresentam maior expressão do vasoconstritor endotelina, corroborando para o

aumento dessa resposta (Loke et al., 2010). Outro fator que deve-se levar em

consideração é o estresse oxidativo exacerbado, de modo que as EROS

comprometem a estrutura endotelial desencadeando inflamação e oxidação do

LDL, possuindo relação direta com a disfunção endotelial (Batty; Bennett; Yu,

2022). A pesquisa de Matsumoto et al. (2006) comprova tal fato pois, após
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tratamento com apocinina, os vasos de animais apoE-/- apresentaram redução na

resposta vasoconstritora, independente de alteração na expressão da NO sintase,

sugerindo envolvimento de vias inflamatórias como as do ácido araquidônico que

podem estar relacionados com fatores constritores do endotélio. Além disso, a

síntese e liberação do EDHF pode sofrer modificação por meio das EROS, que

estão em níveis aumentados na aterosclerose e por sua vez potencializam a

vasoconstrição (Özkan; Uma, 2005; Peng et al., 2020).

Em relação ao relaxamento vascular, buscamos primeiramente observar o

relaxamento dependente de endotélio em resposta à acetilcolina. Observamos que

animais apoE-/- possuem menor relaxamento vascular quando comparados com os

controles saudáveis. O prejuízo no relaxamento à ACH está relacionado à menor

participação do NO nessa resposta. Outros trabalhos envolvendo disfunção

endotelial e hipercolesterolemia encontraram resultados semelhantes (Balarini,

2013; Leite, 2019; Buonfiglio et al., 2023; Berenji Ardestani et al., 2020; d’Uscio et

al., 2001; Li et al., 2019; Seto et al., 2013; Marques et al., 2019; Ihm et al., 2021). A

presença da disfunção endotelial está relacionada à redução da atividade da NO

sintase endotelial, reduzindo a biodisponibilidade dessa molécula (d’Uscio et al.,

2001; Meyrelles et al., 2011). Tendo em vista que o NO é o principal agente

vasodilatador nos vasos de condutância, como a aorta, é esperado que haja

prejuízo no relaxamento devido a alteração no metabolismo do NO nos animais

com um perfil inflamatório e lipídico acentuado. Por exemplo, o LDL oxidado, por

ser uma partícula inflamatória, afeta as células endoteliais diretamente e por meio

da via da quinase associada ao Rho, reduzindo a expressão da NO sintase

endotelial (Higashi, 2023).

Além da redução da biodisponibilidade do NO, em artérias condutoras com

placas ateromatosas, as células musculares lisas podem exibir uma menor

responsividade a esse agente vasodilatador a partir da redução da produção de

GMPc (d’Uscio et al., 2001), embora não tenhamos observado diferença

significativa na resposta ao NPS entre os animais apoE-/- e seus controles. De fato,

em artérias pulmonares de camundongos apoE knockout demonstrou-se maior

sensibilidade das células musculares lisas ao NO, sugerindo então um mecanismo

compensatório para sua baixa disponibilidade. Nesse mesmo estudo, as artérias

mesentéricas dos animais apoE-/- apresentaram menor relaxamento frente a

acetilcolina, provavelmente devido ao alto estresse oxidativo (Berenji Ardestani et
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al., 2020). O papel do NO também foi evidenciado na pesquisa de Liu (2023), que

suplementou os animais apoE-/- com nitrato orgânico, que funciona como substrato

para a produção de NO, e observou melhora da função vascular e atenuação da

aterosclerose.

Observamos maior estresse oxidativo nos animais apoE-/- quando

comparados aos respectivos controles. Essas observações foram confirmadas em

dois protocolos diferentes: a construção de curvas de relaxamento à ACH

incubadas previamente com apocinina e a quantificação de TBARS. As EROS

também participam da disfunção endotelial tendo em vista que a conversão de

L-arginina em NO pode liberar ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais

hidroxila. Também o próprio NO pode se juntar ao ânion superóxido molecular e

formar o ONOO- (peroxinitrito). O acúmulo de EROS em condições homeostáticas

é minimizado devido à presença da maquinaria antioxidante celular, com as

enzimas superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, dentre outras

(Félétou; Vanhoutte, 2006). Porém, em um contexto hipercolesterolêmico no qual

os lipídios adentram a matriz subendotelial, a enzima NO sintase sofre

desacoplamento, formando preferencialmente EROS ao invés do NO (Batty;

Bennett; Yu, 2022). Em adição, estudos comprovam que na aterosclerose há

menor expressão das enzimas antioxidantes, como a SOD, e maior expressão de

NADPH oxidase, enzima oxidante que transfere elétrons para a formação do ânion

superóxido (Yaghoubi et al., 2000; Sorescu et al., 2002). A administração de

glutationa peroxidase, reduziu a área de lesão aterosclerótica e acúmulo de lipídios

em animais apoE-/- (Rosenblat et al., 2007). Isso corrobora com a pesquisa de

Buonfiglio et al. (2023) que utilizou anéis aórticos de camundongos

hipercolesterolêmicos, demonstrando que o relaxamento dependente de endotélio

estava prejudicado e havia maior expressão de subtipos da NADPH oxidase, como

NOX 1, 2 e 4, sugerindo a participação do estresse oxidativo no prejuízo da

vasodilatação.

Em nosso estudo, o tratamento com nutracêutico reduziu

consideravelmente a resposta vasoconstritora e melhorou o relaxamento vascular

dependente de endotélio em animais apoE-/-, provavelmente devido a redução do

estresse oxidativo e consequentemente melhora da biodisponibilidade de NO.

Esses efeitos podem ser decorrentes da ação independente e conjunta da

quercetina, resveratrol e probióticos, destacando o gênero Lactobacillus, conforme
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demonstram estudos anteriores (Li; Tian; Lu, 2023; Li et al., 2019; Zhai et al., 2022;

Mahdavi-Roshan et al., 2022). Um estudo feito com Kefir, que contém diversas

bactérias incluindo Limosilactobacillus, demonstrou a restauração da membrana

endotelial da aorta torácica de ratos espontaneamente hipertensos, melhorando a

disfunção endotelial nesse modelo, além de aumentar a disponibilidade de NO

(Friques, 2015). O L. fermentum CECT5716 após ser administrado por duas

semanas demonstrou reduzir a expressão da NOX2 e preveniu o desacoplamento

da eNOS, minimizando os danos causados pelo estresse oxidativo, causando

também melhor relaxamento frente a acetilcolina (Toral et al., 2018). Um

interessante estudo propôs a melhora da função vascular de pacientes com

doença arterial coronariana a partir da suplementação durante seis semanas de

um shot contendo Lactobacillus plantarum 299v. Seus resultados demonstram que

a disponibilidade de NO aumentou, como também o relaxamento mediado pela

acetilcolina (Malik et al., 2018). Em relação aos compostos fenólicos tem-se que o

consumo de vinho contendo alto teor de resveratrol na água de animais apoE-/-

resultou numa melhor liberação de NO, redução de EROS, e estímulo de vias

angiogênicas (Lefèvre et al., 2007). Foi demonstrado que o resveratrol melhora o

relaxamento vascular dependente de endotélio e aumenta a transcrição da eNOS

(Li et al., 2019). A administração de polifenóis em camundongos apoE-/- melhorou o

relaxamento frente a acetilcolina, de maneira semelhante à losartana (Ihm et al.,

2021). A pesquisa de Kukongviriyapan et al. (2012) está em consonância com

esse achado, pois demonstrou que a administração de quercetina antes e depois

da indução inflamatória com LPS aumentou o relaxamento tanto dependente

quanto independente de endotélio em veia jugular de camundongos.

Dessa maneira, sugerimos que o nutracêutico LifePro melhora a função

endotelial de camundongos apoE-/- a partir da melhora da disponibilidade de NO

associada à redução e impacto das espécies reativas de oxigênio.

Para comprovar a maior biodisponibilidade de NO na artéria aorta,

incubamos no banho de órgãos o L-NAME, inibidor não seletivo da NO sintase.

Percebeu-se que o relaxamento induzido pela acetilcolina tem como molécula

relevante o NO, visto que na presença de L-NAME quase não houve relaxamento

em resposta à ACH. A avaliação da magnitude do papel do NO na resposta

vasodilatadora de cada grupo revelou que em animais apoE-/- a participação do NO

estava reduzida. Além disso, há nesses animais menor produção basal de NO (isto
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é, sem o estímulo gerado pela ACH), destacando portanto a existência de

disfunção endotelial. O trabalho de Seto et al. (2013) demonstrou a redução

acentuada do relaxamento com acetilcolina em camundongos apoE-/-, sugerindo a

baixa atividade da enzima NO sintase e para ratificar o fato, o relaxamento foi

inibido ao incubar L-NAME, mostrando assim a importância do NO para o

relaxamento vascular nesse modelo.

O tratamento com o nutracêutico aumentou a produção basal do NO, bem

como restaurou o papel relevante desse vasodilatador na resposta à ACH. Os

mecanismos sugeridos para explicar esse resultado incluem a participação das

cepas probióticas, quercetina e resveratrol em aumentar a disponibilidade de NO

no meio. As cepas probióticas do gênero Lactobacillus produzem NO, e isso

acontece principalmente pela via da nitrato redutase, no qual converte nitrato em

nitrito e, por fim em NO, utilizando as enzimas nitrato e nitrito redutase,

respectivamente. Essa via é mais presente nas cepas probióticas do que a via da

NOS propriamente dita, como demonstrado por estudos anteriores (Maitreya et al.,

2021; Gou; Liu; Qu, 2019), embora tenha sido detectato a participação ativa da NO

sintase em Lactobacillus plantarum (Yarullina et al., 2006). Um estudo utilizando

ratos tratados com Lactobacillus rhamnosus e/ou nitrato demonstrou maiores

concentrações de NO no intestino delgado dos animais após a suplementação,

demonstrando também que algumas espécies bacterianas como E. coli e S.

aureus podem consumir o NO produzido pelo Lactobacillus (Sobko et al., 2006).

Acerca dos compostos fenólicos, a quercetina é capaz de fosforilar a NO sintase e

a ativa por meio da kinase dependente de AMP (Espírito-Santo et al., 2023). Um

estudo com ratos diabéticos demonstrou que o tratamento com quercetina

aumentou a quantidade de NO no jejuno (Martins-Perles et al., 2020). Em ratos

hipertensos, a quercetina aumentou a atividade da eNOS, mas não alterou sua

expressão (Sanchez et al., 2006). Isso corrobora com um estudo que incubou

quercetina no banho de órgãos para observar o relaxamento dependente de

endotélio em aortas torácicas de ratos, o resultado foi que o composto promoveu

maior relaxamento a partir da produção rápida de NO (Abdullaev et al., 2018). O

resveratrol regula os níveis de NO por três mecanismos principais: aumentando a

atividade e expressão da NO sintase e impedindo seu desacoplamento. Os alvos

moleculares diretos do resveratrol envolvem a sirtuína 1 que mediante a

desacetilação em fatores de transcrição aumentam a expressão da eNOS e
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reduzem seu desacoplamento, este último se deve a maior produção do BH4,

importante no funcionamento do complexo enzimático (Xia; Förstermann; Li, 2014).

O resveratrol também se liga a receptores de estrogênio regulando negativamente

às caveolinas que tem por papel inibir a eNOS. Os alvos indiretos incluem a

fosforilação de NOS e a produção de enzimas antioxidantes pela via Nrf2. A soma

dessas ações aumenta a biodisponibilidade de NO pois sua produção será maior

que a degradação por meio das EROS (DiNatale; Crowe-White, 2022). Um estudo

em camundongos apoE-/- demonstrou que o tratamento com resveratrol reverteu o

desacoplamento da eNOS (Xia et al., 2010).

Acerca do relaxamento não dependente do endotélio, ou seja induzido pelo

NPS, percebe-se que não há diferença entre os grupos, como demonstrado por

estudos semelhantes (Buonfiglio et al., 2023, Seto et al., 2013; Dinh et al., 2017). A

sensibilidade dos animais apoE-/- veículo não difere do grupo controle saudável,

porém o grupo apoE-/- tratado apresenta menor sensibilidade comparado aos

demais. O fato do grupo apoE-/- salina exibir um perfil de relaxamento semelhante

aos animais saudáveis pode ser explicado provavelmente por um mecanismo

compensatório devido a distinta disfunção endotelial. Um estudo com

camundongos apoE-/- demonstrou maior ativação das vias COX-2/PGI2 e EDHF de

maneira precoce, antes mesmo do desenvolvimento da placa e progredindo a

medida do acúmulo lipídico (Csányi et al., 2012). O mesmo foi visto numa pesquisa

com artéria oftálmica de camundongos eNOS-/-, destacando o papel do EDHF

nessa compensação (Manicam et al., 2017).

Avaliamos o estresse oxidativo de duas formas: a partir da análise do MDA,

produto da peroxidação lipídica, como também na incubação com o antioxidante

apocinina no banho de órgãos e posterior curva de relaxamento à ACH. Acerca

desse último, a literatura confirma que a apocinina atua como inibidor da NADPH

oxidase, provavelmente impedindo a sua ativação e reduzindo a produção de

EROS, e consequentemente aumentando a disponibilidade de NO (Mohammad;

Babiker; Al-Bader, 2023). O que podemos perceber é que no grupo apoE-/- salina a

apocinina promoveu maior relaxamento vascular dependente de endotélio,

sugerindo que esse grupo possui alto estresse oxidativo, o que poderia explicar o

seu baixo desempenho na vasodilatação. Isso é confirmado a partir da

comparação do delta das áreas abaixo da curva (isto é, comparação dos

deslocamentos de cada curva). Os efeitos pró-vasorrelaxantes da apocinina
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podem ser explicados a partir de estudos anteriores com reatividade aórtica. Já foi

descrito que a inibição com L-NAME reduziu os efeitos da apocinina, ratificando o

envolvimento endotelial para que seus efeitos sejam observados (Han et al., 2010).

Além disso, outro mecanismo em potencial envolve a participação de canais de

potássio dependentes de voltagem e canais de cálcio, tanto os dependente de

voltagem quanto os ativados por ligantes, reduzindo o influxo de cálcio e

promovendo dilatação (Rizzetti et al., 2013). Embora alguns estudos relatem não

haver relação entre a inibição da NADPH oxidase e o relaxamento, percebe-se que

o modelo utilizado eram ratos saudáveis e hipertensos neonatais (Senejoux et al.,

2012; Schluter et al., 2008). Por outro lado, estudos com camundongos apoE-/-

demonstraram efeitos semelhantes de incubação com apocinina reforçando a

participação do estresse oxidativo no comprometimento do relaxamento nesse

modelo (Balarini et al., 2013; Kong et al., 2015; Buday et al., 2010).

Em consonância com esse resultado, percebe-se o aumento do estresse

oxidativo no modelo de aterosclerose a partir das maiores concentrações de MDA.

O malondialdeído é objeto de investigação em diversos estudos com

camundongos apoE-/- que trouxeram resultados semelhantes (Hassan et al., 2020;

Guo et al., 2020; Torikai et al., 2023). É uma medida do estresse oxidativo, que

envolve a peroxidação de membrana lipídica, ocorrendo na presença de EROS

resulta na formação do MDA e perda de funcionalidade local (Morales;

Munné-Bosch, 2019). O tratamento com nutracêutico promoveu melhora no

estresse oxidativo nos dois protocolos realizados nessa pesquisa, destacando o

efeito antioxidante do nutracêutico. Os probióticos demonstraram efeitos

antioxidantes em diversos modelos animais de doenças (Hoffmann; Kleniewska;

Pawliczak, 2019; Ge et al., 2021; Akhgarjand et al., 2024). O gênero Lactobacillus

parece ter uma propriedade antioxidante maior que os demais (Cechi et al., 2015).

O mecanismo por trás desse efeito ainda não está esclarecido, mas pode-se citar

o fato de algumas cepas, como por exemplo L. fermentum E-3 e E-18 expressarem

a enzima antioxidante SOD (Kullisaar et al., 2002). Ela faz parte da família

dismutases, no qual seu papel é dismutar o oxigênio estabilizando-o e impedindo a

formação de peróxido de hidrogênio. A administração de L. fermentum MTCC:

5898 em ratos com dieta high fat promoveu maior expressão da SOD, catalase e

glutationa peroxidase (Yadav et al., 2018). O mesmo foi visto no tratamento com L.

plantarum ATCC 14917 (9 log UFC/mL - 12 semanas) em animais apoE-/-
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aumentando a expressão da SOD 1 e 2 (Hassan et al., 2024). As bactérias

probióticas podem sintetizar metabólitos com atividades antioxidante, como

butirato e folato. O mesmo ocorre com a produção de exopolissacarídeos que

atuam na eliminação de radicais livres, como o DPPH, superóxido e peróxido de

hidrogênio (Feng; Wang, 2020). Um mecanismo não enzimático envolvido no

efeitos dos probióticos é a quelação de íons metálicos, isso é importante pois os

íons ferro e cobre interagem com moléculas gerando EROS (Lee et al., 2005).

Algumas cepas probióticas atuam ativando a via Nrf2 que aumentam a transcrição

de enzimas antioxidantes (Zhao et al., 2019). Relacionado especificamente à

aterosclerose, probióticos podem reduzir a oxidação do LDL em camundongos

apoE-/-, fator gatilho para o desenvolvimento da placa na matriz subendotelial

(Fang et al., 2019; Hassan et al., 2020.) Já os compostos fenólicos somam esses

efeitos vistos anteriormente. A quercetina por exemplo, elimina radicais livres,

quela íons metálicos e reduz a oxidação do LDL (Zhang et al., 2023). Um estudo

também demonstrou o seu papel em inibir a NADPH oxidase e mieloperoxidase

em camundongos apoE-/- (Li; Tian; Lu., 2023). O mesmo resultado foi encontrado

no tratamento com resveratrol nesse modelo, agora com as subunidade NOX 1 e

2, envolvendo a desacetilação dessa enzima (Xia et al., 2021).

Corroborando com esses resultados decidimos averiguar se o tratamento

com LifePro afeta o perfil inflamatório dos animais apoE-/-. A aterosclerose não é só

uma doença meramente lipídica, o sistema imune inato e adaptativo está envolvido

na patogênese, principalmente pelo desbalanço entre citocinas pró e anti-

inflamatórias secretadas por células imunológicas, como macrófagos, linfócitos e

células NK (Kleemann; Zadelaar; Kooistra, 2008). O grupo apoE-/- salina apresenta

altos níveis de TNF e MCP-1 o que está de acordo com estudos anteriores, visto

que essas citocinas medeiam o processo de formação da placa, presente em

quase todos os estágios, isso foi visto a partir de pesquisas que identificaram a

presença dessas moléculas na placa de ateroma (Tung et al., 2020; Hassan et al.,

2020; Li et al., 2019; Zhou et al., 2020). Um estudo com camundongos apoE-/-

deficiente em TNF destacou a melhora em 50% no tamanho da lesão

aterosclerótica (Brånén et al., 2004). Consoante a isso, a super exposição e

desenvolvimento de MCP-1 em camundongos apoE-/- gerou maior número de

macrófagos e maior lesão aórtica (Aiello et al., 1999). Por outro lado, em relação

as citocinas IL-6 (pró inflamatória) e IL-10 (anti-inflamatória) nossos resultados
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demonstram não haver diferença entre os grupos, o que, de maneira geral não é

encontrado na literatura científica. A IL-6 é uma citocina de caráter variável quanto

a seu papel na aterosclerose (Kleemann; Zadelaar; Kooistra, 2008). Estudo aponta

que a ausência de IL-6 melhora a deposição de gordura na aorta de animais

apoE-/- (Ridker; Rane, 2021) enquanto que outro destaca que a presença da IL-6

reflete melhora no acúmulo lipídico aórtico (Madan et al., 2008). Porém, de

maneira global os estudos confirmam haver diferença entre camundongos

saudáveis e animais knockout para apoE (Li et al., 2016; Fang et al., 2019; Chan et

al., 2016). O mesmo pode ser observado acerca da IL-10. Por ser anti inflamatória,

os estudos trazem redução do nível sérico nos animais apoE-/- (Li et al., 2019;

Pinderski Oslund et al., 1999). Uma pesquisa propôs administrar IL-10 por

utilizando mRNA em macrófagos de camundongos apoE-/-, e os resultados

sugerem que houve menor deposição lipídica nos vasos e redução da inflamação

(Bu et al., 2021). O tratamento com LifePro não alterou os níveis dessas citocinas.

Na verdade, a maioria dos artigos com quercetina, resveratrol e probióticos em

camundongos apoE-/- apontam para a melhora do perfil inflamatório. Um estudo

com Lactobacillus rhamnosus em camundongos apoE-/- mostrou que o tratamento

com a dose 7 log UFC/mL por 12 semanas não alterou os valores de citocinas

inflamatórias, como TNF, MCP-1 e IL-6, porém o aumento da dose (8 log UFC/mL)

reduziu estatisticamente essas moléculas (Fang et al., 2019). O mesmo foi visto no

tratamento com Lactobacillus acidophilus durante 12 semanas em camundongos

apoE-/-. A maior dose em comparação com a menor (8 versus 7 log UFC/mL)

promoveu aumento da IL-10 e redução do TNF (Chen et al., 2013). Embora

administração das cepas utilizadas nessa pesquisa tenham demonstrado redução

inflamatória em ratos saudáveis (90 dias - 9 log UFC/mL) (Cruz et al., 2023) e

alimentados com dieta high fat (4 semanas - 9 log UFC/mL) (Freire et al., 2021),

deve-se levar em consideração que o modelo apoE-/- para aterosclerose possui

alteração inflamatória marcante (pelo menos da TNF e MCP-1, como demonstrado

nessa pesquisa), possuindo então duas variáveis importantes para produzir o

efeito esperado: dose e tempo de tratamento. A dose está de acordo com o que foi

visto dos estudos citados anteriormente, porém a duração do tratamento parece

não ter sido suficiente para desencadear o resultado esperado. O mesmo padrão é

visto com a maioria dos estudos com quercetina e resveratrol. Esses compostos

em camundongos apoE-/- demonstram redução em IL-1, TNF, IL-6, IL-18 e aumento
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da IL-10 tanto na aorta, quanto no plasma. O tempo elencado pelos autores para

que esse efeito possa ter ocorrido foi de 12-20 semanas de tratamento (Li et al.,

2019; Zhou et al., 2020; Cao et al., 2019; Wuguang et al., 2022). Embora dois

artigos tenham trazido redução apenas da IL-6 na aorta e plasma após 8 semanas

de tratamentos com resveratrol e quercetina na dose de 20mg/kg, respectivamente

(Jiang Y et al., 2020; Chang et al., 2015).

A deposição de placa aterosclerótica é um sinal morfológico característico

do processo patológico, é o que de fato mostra histologicamente que a

aterosclerose se desenvolveu (Torikai et al., 2023). Percebe-se visualmente a partir

da coloração com Oil Red, um corante lipossolúvel utilizado em ensaios para

marcar lipídios, triglicerídeos e lipoproteínas (Du et al., 2023). No contexto da

aterosclerose, pode-se utilizar esse método para averiguar a formação da placa de

ateroma (Chen; Qin; Simons, 2022). Na nossa pesquisa, percebeu-se que os

animais apoE-/- apresentam extensa marcação lipídica na região da válvula aórtica

em comparação com os animais controle saudáveis. Esse local de corte foi

escolhido devido a maior probabilidade de desenvolvimento de placa, tendo em

vista o fluxo turbilhonar e tensão de cisalhamento existente na entrada da aorta

(Jebari-Benslaiman et al., 2022). A partir disso, corroborando com estudos

anteriores comprova-se que o modelo murino utilizado de fato desenvolveu

aterosclerose devido a observação clara da placa, somado a outros fatores

descritos acima, como perfil lipídico e estresse oxidativo (Balarini et al., 2013;

Cavalcanti, 2024; Leite, 2019; Chen; Qin; Simons, 2022; Fang et al., 2019). O

tratamento com nutracêutico possibilitou a redução da deposição aterosclerótica

em 1,6 vezes. É visto em estudos com animais apoE-/- tratados com probióticos,

quercetina e resveratrol que esse achado é comum, porém a explicação para ele

difere de acordo com o estudo. Por exemplo, o tratamento em camundongos

ateroscleróticos com Kefir durante 12 semanas promoveu a redução da placa

aterosclerótica, redução de citocinas inflamatórias, mas não alterou o perfil lipídico.

Os autores explicam então que o efeito ateroprotetor não envolve a modulação

lipídica (Tung et al., 2020). O mesmo ocorreu com o tratamento com L. plantarum

ATCC 14917 (9 log UFC/mL) durante 12 semanas, porém os pesquisadores

inserem o papel do estresse oxidativo como redutor de placa, principalmente

devido a diminuição do LDLox (Hassan et al., 2020). O papel do estresse oxidativo

na redução da placa também foi visto na intervenção com quercertina em animais
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apoE-/- durante 8 semanas, devido a inibição da NADPH oxidase (Xiao et al.,

2017). A pesquisa de Li et al. (2019) investigou o papel do resveratrol na disfunção

endotelial durante 8 semanas em camundongos apoE-/-, os resultados mostram a

redução de placa no grupo tratado ocorrendo, segundo os autores, em virtude da

maior expressão da eNOS e redução do LDLox. Não foi avaliado perfil lipídico. De

maneira interessante, embora a administração de L fermentum TY-S11 durante 4

semanas tenha reduzido o colesterol em camundongos apoE-/-, a deposição de

placa não foi alterada (Deng et al., 2024). Por outro lado, o tratamento com Bif.

animalis F1-7 durante 16 semanas em apoE-/- reduziu o perfil lipídico, citocinas

inflamatórias e placa ateromatosa (Liang et al., 2021). Fazendo agora uma

comparação com os componentes do nutracêutico e medicamentos

hipolipemiantes disponíveis no mercado, como sinvastatina e artovastatina,

estudos mostram que o efeito anti aterogênico é semelhante. Por exemplo, a

administração com quercetina e atorvastatina durante 12 semanas em

camundongos apoE-/- reduziu placa ateromatosa, perfil lipídico e inflamação de

forma equivalente (Li et al., 2019). O mesmo foi evidenciado na pesquisa de Zhou

et al. (2020) a partir do tratamento com resveratrol e sinvastatina em animais

apoE-/- por 20 semanas, com a adição da potente melhora inflamatória. A

intervenção com B. animalis (8 log UFC/mL) e artovastatina em camundongos

apoE-/- por 16 semanas reduziu placa de maneira significativa e triglicerídeos

séricos. Em relação aos outros componentes do perfil lipídico, a artovastatina teve

melhor desempenho, embora o probiótico tenha reduzido consideravelmente

(Liang et al., 2024). Sendo assim, em nosso trabalho podemos sugerir que a

redução da placa aterosclerótica em animais apoE-/- tenha se dado devido a

melhora do perfil lipídico e redução do estresse oxidativo, visto que o cenário

inflamatório não foi alterado. A divergência dos estudos utilizando probióticos pode

se dar principalmente em virtude da cepa bacteriana e tempo de tratamento.

A figura 25 resume de forma ilustrativa nossos achados e os mecanismos

propostos para explicá-los.
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Figura 25: Resumo gráfico dos efeitos do nutracêutico

Fonte: A autora com Biorender.com sob a licença Creative Commons (2024)
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CONCLUSÃO
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7 CONCLUSÃO

A partir dos resultados evidenciados neste estudo chegamos à conclusão

que os animais knockout para apolipoproteína E possuem acentuada disfunção

endotelial, com maior resposta vasoconstritora e prejuízo no relaxamento

dependente de endotélio, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperglicemia,

alto estresse oxidativo e deposição de placa aterosclerótica acentuada quando

comparamos com animais controle saudável. Acerca do perfil inflamatório, as

citocinas TNF e MCP-1 apresentaram-se altas, enquanto que IL-6 e IL-10 não

foram alteradas.

Por outro lado, o tratamento com LifePro em animais apoE-/- foi capaz de

reduzir níveis de colesterol, glicemia, estresse oxidativo, triglicerídeos, VLDL, mas

sem alteração no HDL e LDL. A deposição de placa no arco aórtico também

apresentou redução. Em relação as citocinas, o tratamento não interferiu nos

valores séricos. A disfunção endotelial foi corrigida a partir da redução na

vasoconstrição e relaxamento dependente do endotélio restabelecido. O papel do

NO foi reestabelecido, bem como redução do impacto do estresse oxidativo na

reatividade vascular. Podemos sugerir, com base no que a literatura aponta, que

cada componente do nutracêutico, a saber, cepas de Limosilactobacillus

fermentum, quercetina e resveratrol possui papel importante nesses resultados e

talvez até possam potencializar a ação dos demais componentes.

Sugerimos ainda, portanto, que o nutracêutico em questão seja um aliado,

promovendo melhora vascular e hipocolesterolêmica em modelo animal de

aterosclerose. Novos estudos precisam ser realizados inclusive avaliando a

relação do efeito do nutracêutico com outros medicamentos hipolipemiantes

disponíveis na indústria em camundongos ateroscleróticos.
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