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RESUMO

FRIQUES, Andreia Gomes Freitas, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, outubro de
2015. Efeitos do kefir na reatividade vascular de ratos e  spontaneamente
hipertensos com disfuncéo endotelial. ~ Orientador: Elisardo Corral Vasquez.

Introducdo: Tem sido demonstrado os efeitos benéficos para varias doencas, de
uma bebida obtida através da fermentacdo de leite com graos de kefir, uma matriz
complexa contendo bactérias acidas e leveduras. No entanto, seus efeitos sobre a
hipertensao arterial e disfungdo endotelial ainda n&o estdo claros. Neste estudo,
foram avaliados os efeitos de kefir em células endoteliais e capacidade de resposta
vascular em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Métodos: Animais SHR
foram tratados com kefir (0,3 mL/ 100 g), durante 7, 15, 30 e 60 dias e comparados
com SHR néo tratados e ratos normotensos Wistar. A fun¢cdo endotelial vascular foi
avaliada em anéis de aorta, através da resposta de relaxamento a acetilcolina (ACh).
O equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio (ROS) e a 6xido nitrico (NO)
sintase foi avaliado através de bloqueadores especificos nas respostas induzidas
por ACh e através de citometria de fluxo no tecido vascular. Resultados: Efeitos
significativos do kefir foram observados somente apos o tratamento por 60 dias. A
pressao arterial elevada e a taquicardia exibidas pelo SHR foram atenuadas em
aproximadamente 15% no grupo de ratos SHR-kefir. O relaxamento deficiente
induzido por ACh dos anéis aorticos observados nos SHR (37 + 4%, em comparagao
com os ratos Wistar: 74 + 5%), foi atenuado de forma significativa no grupo SHR
tratados cronicamente com kefir (52 + 4%). A diferenca na &rea abaixo da curva
antes e depois do bloqueio da NADPH-oxidase ou bloqueio da NO-sintase em anéis
de aorta de ratos SHR foram de cerca de +90% e -60%, respectivamente, quando
comparados com os ratos Wistar. Nos anéis de aorta do grupo SHR-kefir, estes
valores foram reduzidos a + 50% e -40%, respectivamente. A analise de citometria
de fluxo de células endoteliais da aorta revelou aumento da producédo de EROs e
diminuicdo da biodisponibilidade do NO no SHR, que foram significativamente
atenuadas pelo tratamento com o kefir. A microscopia eletronica de varredura
mostrou lesdo endotelial na superficie vascular dos SHR, o que foi parcialmente
atenuado pela administracdo de kefir por 60 dias. O recrutamento de células
progenitoras endoteliais foi diminuido em SHR néo-tratados e parcialmente
restaurado pelo tratamento com kefir. Conclusdo: O tratamento com Kefir por 60
dias foi capaz de melhorar a funcdo endotelial em SHR através da melhora parcial
do desequilibrio entre EROs/NO e a arquitetura endotelial através do recrutamento
de células progenitoras.

Palavras-chave: Probioticos. Hipertensédo arterial. SHR. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

FRIQUES, Andreia Gomes Freitas, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, october
2015. Kefir effects on vascular reactivity of spontaneous ly hypertensive rats
with endothelial dysfunction.  Advisor: Elisardo Corral Vasquez.

Background: The beverage obtained by fermentation of milk with kefir grains, a
complex matrix containing acid bacteria and yeasts, has been shown to have
beneficial effects in various diseases. However, its effects on hypertension and
endothelial dysfunction arenot yet clear. In this study, we evaluated the effects of
kefir on endothelial cells and vascular responsiveness in spontaneously
hypertensive rats (SHR).Methods: SHR were treated with kefir (0.3 mL/100 g) for 7,
15, 30 and 60 days and compared with non-treated SHR and with normotensive
Wistar-Kyoto rats. Vascular endothelial function was evaluated in aortic rings
through the relaxation response to acetylcholine (ACh). The balance between
reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) synthase was evaluated
through specific blockers in the ACh-induced responses and through flow cytometry
in vascular tissue. Results: Significant effects of kefir were observed only after
treatment for 60 days. The high blood pressure and tachycardiaexhibited by the
SHR were attenuated by approximately 15% in the SHR-kefir group. Theimpaired
ACh-induced relaxation of the aortic rings observed in the SHR (37+4%, compared
to the Wistar rats: 74+5%), was significantly attenuated in the SHR group
chronically treated with kefir(52+4%). The difference in the area under the curve
between before and after the NADPH oxidase blockade or NO synthase blockade of
aortic rings from SHR were of approximately +90% and -60%, respectively, when
compared with Wistar rats. In the aortic rings from the SHR-kefir group, these
values were reduced to +50% and -40%, respectively. Flow cytometric analysis of
aorticendothelial cells revealed increased ROS production and decreased NO
bioavailability in the SHR, which were significantly attenuated by the treatment with
kefir. Scanning electronic microscopy showed vascular endothelial surface injury in
SHR, which was partially following administrationof kefir for 60 days. In addition, the
recruitment of endothelial progenitor cells was decreased in the non-treated SHR
and partially restored by kefir treatment.Conclusions: Kefir treatment for 60 days
was able to improve the endothelial function in SHR by partially restoring the
ROS/NO imbalance and the endothelial architecture due to endothelial progenitor
cells recruitment.

Key Words: Probiotics. Arterial Hypertension. SHR. Oxidative stress.



1. INTRODUCAO

1.1 Doengas cardiovasculares

A prevaléncia dasdoencas cronicas nao transmissiveis (DCNT),como as
doencas cardiovasculares (DC), diabetes, céncer e as doencas respiratorias
cronicas, tem crescidoem decorréncia da transicdo demogréafica, nutricional e
epidemioldgica ocorrida em nivel mundial.A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS),vem alertando sobre a gravidade desse problema, que embora possua
diversos componentes que podem ser prevenidos, de maneira geral, tem sidomuito
negligenciado. As DCNT tornaram-se responsaveis por milhares de mortes no
planeta, e resultaram em 63% dos Obitos registrados no mundo no ano de 2008
(WHO, 2011).

Dentre as DCNTdestacam-se as DC como a principal causa de morte no
mundo, representando um problema internacional de saude publica.Entende-se
como DC a doenca arterial coronariana (DAC), o acidente vascular encefalico (AVE)
e a doenca cardiovascular periférica (DVP), infarto agudo do miocéardio (IAM),
aterosclerose, entre outras.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, mais de 30% dos 6bitos
registrados no ano de 2008em todo o mundo, foram relacionados as diversas formas
de eventos cardiovasculares. Das 57 milhdes de mortes globais naquele ano, 63%
referiram-se as DCNT, sendo que 29% desses Obitos ocorreram em paises de baixa
e meédia renda e em individuos com idade inferior a 60 anos. Segundo a WHO
(2011), 80% das doencas cardiacas, AVE e diabetes poderiam ser prevenidos
(Saude Brasil, 2010;WHO, 2011).

No Brasil, estima-se que, em média, 300 mil pessoas morrem anualmente
devido as DC: uma morte a cada 2 minutos (SBC, 2012). Em2009, 66,6% dos 6bitos
ocorridos no pais foram ocasionados pelas DCNT'ssendo que as DC,
corresponderam a 31,3% do total.Apesar de se observar uma queda na mortalidade
por DC nos ultimos anos (MANSUR et al., 2012), elas ainda s&o a principal causa de
morte no Brasil e no mundo, sendo responsaveis por 17,3 milhdes de mortes por
ano, um namero que tende a crescer para > 23,6 milhdes em 2030, ultrapassando
as doencas transmissiveis, maternas e as relacionadas a desnutricdo (Saude Brasil,
2010; WHO 2011).
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E importante ressaltar que, asDCsdo uma das principais causas de
permanéncia hospitalar prolongada e respondem pela principal alocacao de recursos
publicos em hospitalizacdes no Brasil (CASTRO et al., 2004).

1.2 Hipertensao arterial
A hipertensédo arterial sistémica (HAS) € uma doenca cronica, deetiologia

multifatorial, determinada por elevados niveis de pressdao sanguinea nas
artérias,fazendo com que o coragdo exerca um esforco maior que o normal para
circular o sangue através dos vasos sanguineos.A HAStornou-se um grave
problema de salde mundial e éconsiderada um importante fator de risco
cardiovascular, especialmente nos paises em desenvolvimento (ANADO, et
al.,2010).Trata-se de uma doenca de alto risco e dificil controle, sendo responsavel
por grande frequéncia de internacdes hospitalares, por gerar custos médicos e
socioeconémicoselevados, relacionados, especialmente, as suas
complicacbes:doenca cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia
cardiaca,insuficiéncia renal crénica e doenca vascular periférica.

As VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial, publicadas no ano de
2010, informam que aproximadamente 25% da populacdo mundial adulta, tem
hipertenséo arterial e estima que até 2025 a prevaléncia pode aumentar para 29%.
Em relacdo ao Brasil, em diversas cidades, a hipertensdo j& acomete 30% dos
adultos.

De acordo com a American Heart Association,o VIl Joint NationalComitee e
as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, 0s niveis pressoricos
considerados normais para adultos sao inferiores a 140 mmHg de presséo arterial
sistélica e a 90 mmHg de presséo arterial diastolica (ZIPES et al., 2006; JAMES et
al., 2014), ou seja, valores mais altos caracterizam a HAS.

Embora néo haja evidéncias claras sobre a origem da hipertensdo primaria,
também chamada de essencial, comum em cerca de 95% dos individuos
hipertensos, sabe-se que had uma relagdo entre fatores genéticos e ambientais,
como tabagismo, sedentarismo e alimentacdo inadequada, na etiologia da doenca.
Dentre os componentes ambientais, a dieta tem sido apontada como um dos
principais fatores modificaveis, no sentido de prevenir a nivel primério e secundario,
a hipertensao arterial (ZHANG et al., 2003).
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1.2.1 Funcéo endotelial na hipertenséo arterial
No passado, imaginava-se que o papel do endotélio vascular resumia-se

apenas em ser uma monocamada de células que separava o0 sangue circulante da
parede dos vasos. Porém, sabe-se que esse € um 6rgdo estrategicamente
localizado com inumeras fungbes enddcrinas, autocrinas e paracrinas, entre elas:
atuar como sensor de alteragbeshemodinamicas;transmitir sinais que recebe
decélulas e da matriz extracelular;produzir mediadores que interferemcom
crescimento, atividade,migracdo e morte de células;manter as alteracdes
adaptativasde forma que elas se adequem asexigéncias circulatérias.O endotélio
tem inUmeros e importantes papeéis em eventos fisioldgicos efisiopatoldgicos, como
na hipertensdo arterial (CARVALHOet al., 2001; GROVER-PAEZ et al., 2009,
BALARINIet al., 2013; TEIXEIRA et al., 2014).

Uma importante funcédo do endotélio € modular o [imen vascular através do
controle da dilatacdo e contracdo locais em resposta a alteracdes do fluxo
sanguineo ou a agentes vasoativos e do compartimento adjacente da musculatura
lisa vascular (DAVIGNON et al., 2004; FERREIRA et al.,2011; MELO et al., 2014).

O endotélio controla o tbnus damusculatura lisa vascular através da
producdode mediadores que podem produzirvasodilatagdo ou vasoconstricdo. Entre
as principais substancias vasodilatadoras estdo o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina
e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio que agem sinergicamente para inibir
a agregacdo plaquetaria (PROTASIO et al., 2005, GROVER-PAEZ et al., 2009).
Entretanto, o NO € um dos mais importantes vasodilatadores. Também é capaz de
inibir a proliferacdo das células musculares lisas, impedir o recrutamento, a adeséo e
a diferenciacdo de células inflamatorias, a agregagéo plaquetaria e a producdo do
fator tecidual trombogénico (TEIXEIRA et al., 2014).

O endotélio também produz substancias vasoconstritoras, como a endotelinae
angiotensina 1l, a qual além de vasoconstrictora € pré-oxidante e estimula a
producdo de endotelina. Ambas as substancias trabalham em associacdo e
promovem a proliferacdo de células musculares lisas.Entre os vasoconstrictores
produzidos por esse Orgao também estdo os produtos do metabolismo do acido
araquidénico como o tromboxano A2 (TxAz), as prostaglandinas Hz e Faq (PGH2 e
PGF2d) € 0 anion superoxido. Fisiologicamente, existeum equilibrio entre os fatores
capazes de produzir vasodilatacdo e vasoconstricdo. Porém, em situacdes

patolégicas, como na hipertensdo arterial, esseequilibrio € alterado resultando em
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uma diminuicdo do relaxamentovascular dependente do endotélio, um processo
denominado disfuncdoendotelial (DE) (CARVALHOet al., 2001).

Na DE ocorre um prejuizo funcional do endotélio caracterizado por um
desequilibrio na producdo de agentes vasoativos produzindo alteracdoda
vasoconstricdo ou vasodilatacdo e aumento da atividade pré-trombotica e/ou pro-
coagulante. Isso resulta na expressdo de citocinas e moléculas de adeséo
designadas para interagir com leucdcitos e plaguetas, desencadeando mecanismos
inflamatorios direcionados a tecidos especificos e levando ao aumento da
permeabilidade endotelial (HANSSON et al., 2005; GIRIBELA et al., 2011).

Os mecanismos envolvidos na DE encontrada na HAS sdao multifatoriais e,
provavelmente, relacionados ao tipo da hipertensédo, sua duracéo, e do leito vascular
estudado.Esses mecanismos sao: 1)Diminuicdo na liberacdo de NO,prostaciclina
e/ou EDHF; 2) sensibilidadediminuida do musculo lisovascular ao NO, prostaciclina
e/ouEDHF; 3) disfungdo na via de transducdode sinais dos fatores
relaxantesendoteliais; 4) aumento da producao dePGH2,tromboxano A2, endotelina-
1 e/ou dos anions superoxido (CARVALHO et al., 2001). Embora todos esses fatores
sejam descritos, o mecanismo de maior relevancia e mais estudado no processo
multicausal da DE, refere-se as alteracdes na regulagdo do limen dos vasos e a
reducado da atividade biologica do 6xido nitrico(PEPINE et al., 2009).
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Figura 1.Esquema representativo de substancias vasoativas produzidas pelo
endotélio vascular intacto e suas repercussdes na circulacao sistémica e no musculo
liso vascular(adaptado de Meyrelleset al., 2011).

A disfuncdo endotelialtem sido observada em todas as formas de
hipertensao arterial, inclusive nos modelos murinos de doengas cardiovasculares.
Esta € geralmente caracterizada por uma diminui¢cdo da resposta vasodilatadora a
acetilcolina no vaso isolado (ARRUDA et al.,, 2005; PEREIRAet al., 2010;
MEYRELLES et al., 2011, BALARINI et al., 2013).

Desde o desenvolvimento dos ratos espontaneamente hipertensos(SHR), por
Okamotoe Aoki em 1963, este € o modelo animal mais utilizado nos estudos sobre a
hipertenséo, por apresentar caracteristicas fisiopatolégicas que se assemelham aos
aspectos fundamentais da doenca.Sua importanciatem sido creditada a similaridade

dasua fisiopatogenia com a hipertenséo essencial primaria do homem.A hipertenséo
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do SHR adulto estdassociada a um aumento da resisténciaperiférica total e um
débito cardiaconormal ou diminuido e aumento da atividade simpéatica. Com
odesenvolvimento da hipertensdoarterial, o SHR apresenta umaprogressiva
hipertrofia cardiaca.Estudos mostramque nos SHRs as alteracbes das
propriedadesfuncionais precedem aodesenvolvimento da hipertensdoarterial e que a
reducdo da distensibilidadee complacéncia vascular nosanimais jovens resultam de
uma hipertrofiada camada média, em vez dealteracbes intrinsecas das
propriedadeselasticas dos vasos, conforme Figura 1 (CARVALHOet al.,
2001;FAZANEet al.,2001;LAWESet al., 2001; KATO et al., 2015).

1.3 Oxido nitrico
Furchgott e Zawadzki em 1980, descobriram que o endotélio liberava uma

substancia denominada, Fator Relaxante Derivado do Endotélio (EDRF), um potente
vasodilatador, capaz de relaxar a musculatura lisa vascular (FURCHGOTT &
ZAWADZKI, 1980). Algum tempo depois, observou-se que se tratava de um radical
livre biatbmico, chamado oxido nitrico (NO) (PALMER et al., 1987;MARIN &
RODRIGUEZ- MARTINEZ, 1995).

Estimulos fisicos (como o estiramento vascular produzido por aumento da
pressao arterial, estresse de cisalhamento (shear stress)) e quimicos (histamina,
catecolaminas, aldosterona, vasopressina, bradicinina, agregagdo plaquetaria,
adenosina difosfato (ADP), serotonina, acetilcolina, entre outras) estimulam a
biossintese do 6xido nitrico. Esse processo é realizado por uma enzima dimérica, a
oxido nitrico sintase (NOS), quecontém um grupamento heme e requeras flavinas
FAD e FMN, bem como ocofator pteridina (6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterina
(BH4biopterina)para catalisar a oxidagdo da L-arginina.Através da acdo da NOS, a
L-arginina é convertida em L-citrulina e NO (MARIN & RODRIGUEZ-MARTINEZ,
1997; DE BATISTA et al., 2014; LAl & KAN, 2015).

O NO é considerado um dos fatores mais importantes na regulacao do tonus
vascularpela sua relevante capacidade vasodilatadora. Ele desempenha um papel
fundamentalna regulacdo dotbnus vascular e da homeostasia,oque pode ser
verificado através devarias observacgdes: 1) a inibicdo da Oxido nitrico sintase (NOS)
diminui drasticamentea vasodilatacdo dependente deendotélio, principalmente nos
vasosde condutancia; 2) a administracdoaguda de inibidores da NOS podeproduzir
vasoconstricdo, enquanto otratamento crénico de ratos com essescompostos induz

hipertensédo arterial;3) camundongos que ndo possuem ogene da enzima Oxido
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nitrico sintaseendotelial (NOSE)apresentam presséo arterial maiselevada que seus
controles (CARVALHOEet al., 2001).

Através da estimulagdoda enzima guanililciclase soluvel, levando a um
aumento na producdode GMP ciclico, ocorre o relaxamento da musculatura
lisavascular via NO. O GMP ciclico também estimula a quinase dependente deGMP
ciclico (PKG) que promove um relaxamentoda musculatura lisa vascular. A
PKGpode ativar canais de K* induzindohiperpolarizacdo ou estimular a saidade
Ca’'do citoplasma da célula. A PKG pode,igualmente, diminuir a sensibilidade
damaquinaria contratil ao Ca**, diminuindoa contracdo muscular. E possivel ainda,
que haja uma ativacdo decanais de K' diretamente pelo NO semenvolver a
participacdo do GMP ciclico. A fosforilagdo do fosfolambam (PLB), também promove
vasodilatacdo, deixando de inibir a Ca'>-ATPase do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA), aumentando a recaptacdo de célcio e a fosforilagdo da cadeia leve da
miosina (MLCK), diminuindo sua sensibilidade ao Ca** (CARVALHOet al., 2001;
LINCOLN, DEY & SELLAK, 2001; DE BATISTAet al., 2014).

Alguns autores descrevem a producdo de NO em ratos SHR como normal,
porém, esse NO é altamente degradado pelos elevados niveis de radicais livres
circulantes (NAVA, NOLL & LUSCHER, 1995; BRIONES et al., 2002; DE BATISTAet
al., 2014).

1.4 Estresse oxidativo
Halliwell e colegasdescreveram radicais livres como algumas espécies

capazes de existir independentemente e que contenham um ou mais elétrons néo
pareados. O termo espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) refere a uma variedade
de moléculas reativas que sédo derivadas do oxigénio as quais podem ser anion
superéxido (O2e-), oxido nitrico (NO), radical hidroxila (*OH), hipoclorito (CIO- ) e
peroxinitrito (ONOO- ), e também algumas moléculas que nao sdo radicais
livres,como o perdxido de hidrogénio (H202).

Estas espécies reativas convertidas em radicais, como ozénio (O3), oxigénio
singlet (O2) e peroxido de hidrogénio (H202) (BEDARD & KRAUSE, 2007)sé&o
formadas em um baixo nivel durante a execucao de funcdes celulares fisiologicas.
De fato, a cadeia transportadora de elétrons localizada na mitocéndria é responsavel
pela maior parte do superoxido que € gerado pela reducdo parcial do oxigénio
(BOLISETTY,S; JAIMES E.A., 2013). Varios estudos realizados nos ultimos anos

tém demonstrado que as espécies reativas de oxigénio participam ativamente em
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diversos processos biologicos, incluindo o crescimento normal da célula, a
diferenciacao celular, apoptose e senescéncia celular (BOLISETTY, S, JAIMES E.A.,
2013).

Outros sistemas enzimaticos responsaveis para a geracao de ERO’s incluem:
a NADPH oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, eNOS, isoenzimas
docitocromo P450, lipooxigenase, ciclooxigenase, heme oxigenase e glicose oxidase
(Cai & Harrison, 2000).A principal fonte de EROs no endotélio parece ser a NADPH
oxidase. Estas enzimas utilizam o NADH ou NADPH como substratos (CAlet al.,
2005; HAMILTONet al., 2002; GARRIDO & GRIENDLING, 2009). A NADPH oxidase
€ composta por uma por¢ao integrada, o citocromo b558, o qual € formado por duas
subunidades, uma maior denominada gp91phox e outra menor p22phox, além das
subunidades citosolicas regulatorias p67phox, p40phox, p47phox e da proteina de
baixo peso molecular rac-1 (Griendling, et al., 2000; Hamilton et al., 2002). A
subunidade p22phox é descrita como um componente critico para a geracéo
vascular de anions superoxido (McINTYREet al.,1999) Figura 2. Estas enzimas tém
a capacidade de transportar elétrons através da membrana plasmatica e gerar

anions superoéxidos (KOHet al., 2009).
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Figura 2. Estrutura da NADPH Oxidade (Gardineret al., 2013).
1.5 Probidticos

A populacdo mundial esta cada vez mais preocupada com a saude e é
crescente o interesse pela busca de alimentos mais saudaveis, que promovam o
bem-estar. Nesse contexto, desde 1920, vem sendo utilizada a pratica de se realizar
algum tipo de modificacdo no alimento para aumentar seu potencial nutritivo. Esse
processo foi mais forte inicialmente no Japao, onde, em 1984 cientistasjaponeses
utilizaram o termo "alimentos funcionais" paraprodutos alimenticios fortificados com
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constituintes especiais que possuiam efeitos fisioldgicos adicionais (SIRO et. al.,
2008).

Diversos autores caracterizam os alimentos funcionais como aqueles capazes
de oferecer beneficios a saude do consumidor adicionais aos inerentes a sua
composic¢ao nutricional, podendo desempenhar um papel potencialmente importante
na reducdo do risco de doengas cronicas nao transmissiveis (VIEIRA, CORNELIO,
SALGADO, 2006; MORAES, F. P.; COLLA, L. M. 2006). Para Candido& Campos
(2005), alimentos funcionais sao todos os alimentos ou bebidas que, consumidos na
alimentacdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos especificos, gracas a
presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis.

Os alimentos funcionais apresentam capacidade de atuar em funcbes
fisiolégicas auxiliando na protecdo contra doencas crbnicas ndo degenerativas
(diabetes, hipertenséo, cancer, doencas cardiovasculares, osteoporose) e infeccdes
microbianas (MORAES, F. P.; COLLA, L. M. 2006).

Um importante grupo de alimentos funcionais séo os prebioticos e probioticos.
Prebioticos sdo carboidratos nao digeriveis, também chamados de fibras dietéticas,
que estimulam seletivamente a proliferacdo ou a atividade de populacbes de
bactérias desejaveis no intestino. Ja os probidticos, sdo considerados como
alimentos ou suplementos alimentares que contenham microrganismos Vivos
importantes na manutencdo do microbioma intestinal e junto com uma alimentacao
saudavel, promovem a saude. Entre esses produtos, destacam-se o0s leites
fermentados, que sdo resultantes da fermentacdo microbiologica do leite (LEITE et
al., 2013).

1.5.1 Kefir
A palavra kefir é derivada da palavra turca Keyif, que significa "bom

sentimento”. Originada nas montanhas do Caucaso, a bebida é tradicionalmente
consumida na Europa Oriental, Russia e Sudoeste da Asia. Porém, nos ultimos
anos, vem sendo observado um aumento no consumo de kefir em muitos paises, o
que tem sido relacionado as suas propriedades Unicas sensoriais e historia
associada a efeitos benéficos para a saude humana (LOPITZ-OTSOA et al., 2006).
No Brasil, o conhecimento desta bebida e seus beneficiosndo sdo muito
difundidos e a fabricacdo de kefir € exclusivamente artesanal (LEITEet al.,
2013).Trata-se de uma bebida fermentada pela acdo de bactérias e leveduras que

estdo associadas simbioticamente nos chamados gréos de kefir. De facil preparo,
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apresenta consisténcia semelhante ao iogurte, sendo ligeiramente efervescente e
espumoso (HERTZLER & CLANCY, 2003).

Nos gréos de kefir, podem estar presentes varias espécies de bactérias
(géneros Lactobacillus, Lactococci, LeuconostocseAcetobacter), e leveduras
(géneros Kluyveromyces, Candida, Torula, Saccharomyces), que coexistem numa
associacao simbiédtica (LOPITZ- OTSOA, 2006).

O kefir, preparado pela fermentacdo dos grdos em solucdo aquosa de acgucar
mascavo, € uma forma bastante consumida pela populacdo brasileira, mas suas
propriedades funcionais ainda sdo pouco relatadas na literatura. A maioria dos
estudos utiliza o kefir tradicional, fermentado em leite. Na literatura, ha trabalhos
reportando efeitos benéficos do "kefir de leite": na atividade antitumoral (LIU, 2002);
como antialérgico (LEE, et al.,2007); na melhora da digestdo e tolerancia a lactose
(HERTZLER& CLANCY, 2003); na inibicdo da proliferacdo demicroorganismos
patogénicos a nivel intestinal (GARROTE et al., 2000).

O efeito hipocolesterolémico do kefir também vem sendo estudado e a
maioria dos trabalhos aponta para resultados positivos. TAMAI et al.,, 1996,
investigaram os efeitos de um kefir-leite produzido por 10 tipos de bactérias acido-
laticas e Saccaromycescerevisaena concentracdo sérica e hepatica de lipideos em
ratos alimentados com uma dieta rica em colesterol. O colesterol total e os niveis de
fosfolipideos séricos reduziram significativamente nos ratos suplementados com o
leite fermentado. Entretanto, no estudo de ST-ONGE et al., 2002, com humanos, o
kefir (leite) ndo afetou as concentracdes de colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos
(TG) no sangue dos individuos ap6s 4 semanas de tratamento.

A utilizacdo crénica do probidticokefir seria capaz de reduzir o estresse
oxidativo e aumentar a biodisponibilidade de NO nas células endoteliais da aorta,

resultando em melhora da funcdo endotelial de animais SHR.
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2. JUSTIFICATIVA

Em todo o mundo, é crescente o niumero de casos de pessoas com DCNT,
especialmente as DC. O estilo de vida da humanidade nas Uultimas décadas,
estresse, trabalho, alimentacdo extremamente industrializada e sedentarismo tém
contribuido muito para o surgimento de novos casos de DC e agravamentos dos ja
existentes. Nesse contexto, existe um acentuado interesse mundial para melhorar a
qualidade da nutricdo e reduzir os gastos com saude por meio da prevencdo de
doencas cronicas, da melhoria da qualidade e da expectativa de vida ativa. E
crescente a preocupacao da populacdo pela busca de um estilo de vida mais
saudavel.

Dessa forma, fazem-se necessarios, estudos sobre alimentos que podem
contribuir para uma melhor qualidade de vida, podendo atuar até mesmo como

coadjuvante no tratamento farmacologico utilizado em doencas cardiovasculares.
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3. OBJETIVOS

3.1Geral
Avaliar os efeitos curso-temporal do Kefir na disfuncao endotelial em animais

SHR.
3.2 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos do tratamento cronico com Kefir sobre:

v' Pressao arterial e frequéncia cardiaca;

v A reatividade vascular em anéis de aorta:
Resposta vasodilatadoradepende do endotélio (ACh);
Influéncia das EROs na vasodilatacao (Apocinina);
Participacdo do NO no relaxamento (L-NAME);

v" Nas células endoteliais da aorta:

Numero de células endoteliais;
Morfologia das células endoteliais;
v No arco aértico:

Producédo de EROs (¢O-2, ONOO-, H202 e NO)

27



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais
Para a realizacdo desse estudo, foram utilizados ratos

machosespontaneamente hipertensos (SHR), com 4 meses de idade. Como grupo
controle foi utilizado ratos Wistar com a mesma idade.

Os animais foram fornecidos pelo biotério do Programa de Pds-Graduacao
em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo, e foram
utilizados e cuidadosrespeitandotodos 0s principios éticos da pesquisa com animais,
estabelecidos pela Comissdo Nacional de Biosseguranca (CNTBIO). O estudo foi
realizado, mediante prévia aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais
Experimentais (CEUA), UFES, protocolo 040/2014.

Os animais foram mantidos em ambiente com iluminagéo artificial (ciclo claro-
escuro de 12h), temperatura de 20-25 °C e umidade de 70%, de acordo com o
recomendado para biotérios de pesquisa. Os animais receberam agua e ragcédo ad

libtum.

4.2Preparagéo do kefir
Os graos de kefir,provenientes da Universidade Vila Velha — ES e gentilmente

cedidos por Célia Regina (Universidade Federal de Vicosa), foram adicionados em
leite integral, tipo C. Utilizou-se uma proporcéo de 4% ou seja, 40 gramas de gréos
para 1 litro de leite. O leite inoculado com os grdos foi mantido em temperatura
ambiente por 24 horas. ApOs esse periodo, o kefir foi filtrado com em uma peneira
plastica. O leite fermentado proveniente da filtracdo, foi mantido sob refrigeracao
entre 5°C a 15° C durante 24horas para que as leveduras crescessem e
multiplicassem. Ao término desse processo, o Kefir foi fracionado em tubos "falcon"
e acondicionado em freezer a -20° C (FERREIRA, 2005), conforme figura 3.
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Figura 3. Esquema representativo da preparacdo do Kefir.
4.3 Grupos experimentais e tratamento de animais

Os animais SHR foram divididos em dois grupos, ratos SHR tratados com
veiculo (SHR-vei) e ratos SHR tratados com Kefir (SHR-Kefir) na dose de
0,3mL/100g.Como grupo controle foi utilizado ratos Wistar com a mesma idade. Os
animais SHR-vei e Wistar, receberam como veiculo leite UHT integral com o pH
ajustado para 4,3. Os animais foram tratados por 7, 15, 30 e 60 dias por via oral

(gavagem).
Ratos
4 meses de idade
Wistar SHR SHR
Controle veiculo Kefir
n=8 n=8 n=8
por sub-grupo por sub-grupo por sub-grupo
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Os experimentos foram realizados de acordo com o cronograma apresentado:

1° dia Analise dos seguintes

. desfechos
Inicio do Tratamento

7 dias

15 dias

30 dias

60 dias

A4 v
* Inicio dos tratamentos « Medida da PAM e FC
Veiculo ou Kefir0,3mL/100g Estrutura e funcéo vascular (aorta)
» Estresse Oxidativo
e Células progenitoras endoteliais
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Figura 4. Registro tipico da medida da PA e FC de ratos normotensos.
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4.4Analise microbiologica do kefir
O processo de isolamento dos micro-organismos presentes no kefir foi

realizado por meio de inoculagdo de uma algada do produto em diferentes meios de
cultura, sob condi¢Bes especificas de temperatura, atmosfera e tempo, como segue

na tabela abaixo:

Meio de cultura Temperatura Atmosfera Tempo
Agar Acetobacter (glicose) com 2% de etanol 30°C Aerobiose 96h
Agar Nutriente 37°C Aerobiose 24 a 48h
Agar MRS 37°C Aerobiose 24 a 48h
Agar MRS 37°C Anaerobiose | 48h
Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol 25°C Aerobiose 120h
Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol 37°C Aerobiose 24 a 48h

Tabela 1. Isolamento dos microorganismospresentes nos graos de Kefir utilizados no
estudo.

Em seguida, foram feitas repicagens para os isolamentos dos diferentes
morfotipos e classificacdo de acordo com a coloragéo de Gram e testes de catalase,
coagulase, oxidase e bile-esculina (WITTHUHNet al., 2003; BERGMANNet al.,
2010).

ApoOs as definicbes das cepas, estas foram semeadas em galerias API
(BioMérieux, Franca) para a identificacdo das espécies, com o auxilio do software do
kit APl (WITTHUHN et al., 2003; BERGMANN et al., 2010).

4.5 Microscopia eletronica de varredura dos graos de kefir

Os graos de Kefir foram processados conforme descrito por Magalhaes, et al.,
2011. Apés o preparo dos gréos, eles foram fixados em Glutaraldeido 2,5%,
Formaldeido 2% e tampéao cacodilato 0,1 M durante 48 horas, apos este periodo
foram mantidos em uma solugdo de pdés-fixacdo contendo tetroxido de 6smio 1%,
tampdao cacodilato 0,1 M e ferrocianeto de potassio 1,25%, em camara escura, por
um periodo de 1 hora. Posteriormente, foi feita a lavagem com tampé&o cacodilato
0,1M e agua MiliQ. ApGs o processo de lavagem foi realizada a desidratacdo dos
grados com alcool em concentracdes crescentes. Depois os grdos foram submetidos

a secagem pelo ponto critico com CO,. Depois de secas as amostras foram
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montadas em “stubs”’e submetidas a uma camada de ouro no equipamento a vacuo,
depois de receber a fina camada de ouro os “stubs” foram visualizados no
microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV, Jeol Inc. USA). As imagens

foram realizadas em diferentes aumentos.

4.6 Medida direta de parametros hemodinamicos
Para a realizacdo da medida direta da pressdo arterial médiarealizou-se a

canulacdo da artéria femoral. A canula utilizada foi confeccionada com tubos de
polietileno PE-10 (IntramedicPolyethyleneTubing, Clay Adams, Becton, Dickinson
andCompany, Nova Jérsei, EUA) com comprimento de 2,5 a 3,5 cm, soldados com
outro tubo de polietileno PE-50 com comprimento de 12 a 16 cm. Previamente a
canulacao, as canulas de polietileno foram preenchidas com solucéo fisiol6gica e em
seguida uma das suas extremidades livres foi obstruida com um pino metalico. Apos
anestesia com Ketamina (80 mg/Kg i.p) e Xilazina (10 mg/Kg i.p)através de injecéo
intraperitoneal, os animais foram submetidos a uma incisdo na face ventral da pata
traseira direita, onde a artéria femoral foi dissecada e exposta. A artéria foi
cateterizada com PE-10 e as por¢des PE-50 foram transpassadas por sob a pele do
dorso onde as extremidades destas canulas foram exteriorizadas e fixadas por meio
de fios de sutura.

Apdés a cirurgia e antes que fossem instrumentados para realizacdo dos
registros, os animais foram acondicionados em gaiolas individuais mantidas na sala
de experimentos sob condi¢cdes de temperatura e luminosidade controladaspara
recuperagcdo. Durante este periodo continuaram recebendo agua e racdo ad
libitum.Os parametros hemodinamicos de pressdo arterial e FC foram obtidos
através da onda de pulso arterial detectada por um transdutor de pressédo (TSD
104A, BIOPAC Systems, Inc., Califérnia, EUA) conectado ao sistema de aquisi¢do
de dados bioldgicos (MP 30 BIOPAC Systems, Inc., Califérnia, EUA), utilizando taxa
de amostragem de 2000 amostras/segundo. Esses dados eram enviados ao
computador e processados, como pode ser observado em um dos registros obtidos
no presente estudo. (Figura 4)

Apos um periodo de estabilizacdo de 30 minutos foram registradas as ondas
de pulso arterial, a partir da qual foi obtida a pressao arterial sistélica (PAS), a
pressdo arterial diastolica (PAD) e a pressao arterial média (PAM), e também as

medidas de frequéncia cardiaca (FC). Este protocolo foi realizado com a finalidade
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de avaliar os efeitos do tratamento com Kefir sobre os valores presséricos e de

frequéncia cardiaca dos animais hipertensos.

4.7 Protocolos de reatividade vascular
4.7.1 Avaliacéao da funcéo vascular da aorta

Para estudo da reatividade vascular os animais foram anestesiados com
tiopental sédico (200mg/kg, i.p., Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), os animais foram
submetidos a toracotomia para exposicdo do coracdo e aorta, que ap0s serem
retirados foram acondicionados em placa de petri contendo solu¢do nutridora de
Krebs para retirada do tecido conjuntivo, posteriormente foram feitos anéis de aorta
com aproximadamente 4mm. Estes anéis foram gentilmente colocados em tridngulos
de aco inoxidavel e mantidos em cubas contendo solucdo nutridora de Krebs
modificada (concentracbes em mM: NaCl 115, KCI 4,7, CaCl,.2H,O0 2,5
MgS0,4.7H,0 1,2, KH,PO4 1,2, NaHCO3 25, EDTA 0,1, glicose 11,1), pH 7,4 a 37°C
e constantemente aerada por mistura carbogénica contendo 95% O, e 5% CO,, que
foi trocada a cada 30 minutos (exceto durante os procedimentos farmacolégicos). Os
anéis foram conectados a um transdutor de forca acoplado a um sistema de
aguisicdo dados conectado a um computador para aquisicdo e registro dos dados
obtidos.

As respostas vasculares frente & administracdo de agentes vasoativos foram
captadas por um sistema de aquisicdo de dados (BIOPAC Systems, Santa Barbara,
EUA) e plotadas em curvas de variacdo de tensdo em funcdo da concentracdo das

drogas administradas.

4.7.2 Avaliagdo da viabilidade dos anéis e teste do endotélio

Os anéis foram constantemente mantidos a uma tenséo basal de 1 grama e
apos o periodo de estabilizagdo os anéis foram submetidos a contracdo maxima
apos a incubacdo com KCI 125 yuM por um periodo de 30 minutos, sendo este
considerado padréo ouro para avaliacdo de contragcdo maxima vascular neste tipo de
estudo. Os anéis foram considerados viaveis quando a contracdo maxima atingia, no

minimo, o dobro do valor basal de tensao.

4.7.3 Avaliagdo da fungéo endotelial no relaxamento vascular
A avaliagéo da funcdo endotelial foi realizada por meio da construgéo de uma

curva de relaxamento dos anéis frente a administracdo de doses crescentes de ACh
(1nM a 30 pM), realizada ap6s pré-contracdo com Phe (107).
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4.7.4 Avaliagdo da participacéo do oxido nitrico no relaxamento vascular
Para efeitos de avaliagdo da participacdo do o6xido nitrico na disfuncéo

endotelial presente em animais SHR realizou-se a construcdo de uma curva de
relaxamento com ACh (1nM a 30 pM), em anéis pré-incubados com inibidor padrao
ndo seletivo da enzima éxido nitrico sintaseN®-nitro-L-arginina metil ester (L-Name,
100uM).

4.7.5 Avaliacdo da sensibilidade do musculo liso ao 6xido nitrico
A sensibilidade do musculo liso ao 6xido nitrico foi avaliada por meio da

construgdo de uma curva de relaxamento frente a concentragdes crescentes do
doador deNO, onitroprussiato de sodio, (NPS, 1nM a 30 uM).

4.7.6 Participacdo das espécies reativas de oxigénio na resposta a acetilcolina
Foram realizadas curvas de relaxamento com ACh (1nM a 30 pM), na

presenca e auséncia de Apocinina (30 yM) um inibidor da enzima NADPH oxidase, a
fim de avaliar a influéncia de EROs produzidas pela NADPH oxidase no relaxamento
vascular. As respostas obtidas pelo relaxamento provocado pela ACh foram
expressas como porcentagem de relaxamento a pré-contracdo obtida pela
Phenilefrina nos anéis de aorta. Nas curvas dose-resposta foram calculados a
resposta maxima (Rméx) e o pECso, que representa o valor da concentracdo que
produz 50% da Rmax.Para tal, foram usadas analises de regressdo nao-linear
obtidas a partir das curvas dose-resposta utilizando o programa GraphPadPrism
Software (San Diego, CA, USA).

4.7.7 Verificacdo das respostas obtidas na reatividade vascular

As respostas obtidas pelo relaxamento provocado pela ACh foram expressas
como porcentagem de relaxamento a pré-contracdo obtida pela Phenilefrina nos
anéis de aorta. Nas curvas dose-resposta foram calculados a resposta maxima
(Rmax) e o pECsp, que representa o valor da concentracdo que produz 50% da
Rméx.Para tal, foram usadas analises de regressao nao-linear obtidas a partir das
curvas dose-resposta utilizando o programa GraphPadPrism Software (San Diego,
CA, USA).

4.8 Analises pela citometria de fluxo
4.8.1 Avaliacao das células progenitoras endoteliais (CPE)
A citometria de fluxo foi realizada para quantificar e caracterizar os fenoétipos

da CPE circulantes. Apos a coleta de sangue e remocao de eritrocitos, as amostras
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foram purificadas por selecdo negativa com anticorpos monoclonais contra CD3e
(cadeia CD3 ¢€), CD11b (integrina cadeia aM), CD45R / B220, Ly-6G e Ly-6C (Gr-1),
e TER-119 / Células Eritréides (LY-76) (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA)
durante 15 minutos em gelo, para eliminar as células da linhagem comprometidas.
Subsequentemente, as células foram marcadas magneticamente, carregado numa
coluna IMagnet BD (BD), e a fragdo de células esgotadas (Lin) foi cuidadosamente
recolhida e analisados por citometria de fluxo para a quantificacdo da EPC
circulantes. Subsequentemente, aliquotas de células (1 x 10° células / mL de PBS)
foram coradas para EPC imunofenotipagem utilizando anti-ratazana CD117 e CD31-
PECy7-APC (BD) durante 20 min no escuro. De cada amostra, 100.000 eventos
foram adquiridos (FACS Canto Il, BD Bioscience) e processados utilizando o
software FACS Diva (Becton Dickinson - BD, CA, EUA). Os CPE circulantes foram
definidos como Lin, células duplamente positivas CD117 / CD31- negativas (Lin /
CD117 +/CD31 +).

4.8.2 Isolamento das células
Para o isolamento das células, os tecidos foram triturados com tesoura

cirdrgica e incubados a 37°C por 30 minutos em solucédo de extracdo que continha
proteinase K (0,1% m/v -Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e colagenase tipo
Il ( 0,2% m/v - GibcoLife Technologies, Sao Paulo, SP, Brazil), dissolvidos em uma
solucdo tampao fosfato salina (PBS). Posteriormente, o extrato foi filtrado através de
uma tela de nylon (BD Falcon 70um, San Jose, Califérnia, EUA) acoplada em tubo
falcon para remover os debris celulares. Em seguida, as amostras filtradas foram
lavadas duas vezes com PBS, através de centrifugacdo (10 minutos a 2600 rpm),
para remocdo das enzimas. Finalmente as amostras foram armazenadas em
solucdo contendo 40% de soro bovino fetal (SFB, Gibco), 10% dimetil suféxido
(DMSO, Sigma) e 50% RPMI e estocadas a -80°C.

4.8.3 Analise da viabilidade celular
Para  determinagdo da  viabilidade celular foi  utlizado o

coranteintracitoplasmatico iodeto de propideo (Pl). O Pl € um marcador padréo
deviabilidade, usado para distinguir células viaveis de ndo viaveis, uma vez
quecélulas viaveis com membrana intacta sdo impermedaveis ao corante, enquanto
guemembranas de células mortas ou danificadas sdo permeaveis. Uma suspensao
decélulas de concentracdo 10° foi incubada com 2uL de PI (500ug/mL) por

umperiodo de 5 minutos, no escuro e com temperatura ambiente (25°C).
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Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e analisadas pelo
citometro defluxo (FACSCantoll,Becton Dickinson, San Juan, CA, EUA). Para
quantificar aviabilidade, as amostras foram analisadas em triplicatas, sendo
adquiridos 10.000eventos por leitura. As ceélulas foram excitadas a 488nm e para
deteccado dafluorescéncia do PI, foi utilizado filtro 585/42. Os dados foram expressos

pelaporcentagem de células néo viaveis/porcentagem de células viaveis.

4.8.4 Determinacdo dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigéniono
arco da aorta

Dihidroetideo (DHE) e 2',7’- diacetato de dicloro fluoresceina (DCF-DA)
foramusados para determinar os niveis intracelulares de anions superéxido (*O;-) e
peroxido de hidrogénio (H,0,), respectivamente. Os niveis de anion superoxido *O,-
foram medidos por citometria de fluxo através da fluorescéncia emitida pelo
etideo,que € produto da oxidacdo do dihidroetideo ou hidroetidina. O DHE, forma
reduzidado brometo de etideo, entra livremente na célula e reage rapidamente com
o *O2-formando etideo. Quando o DHE € oxidado a etideo e se liga ao DNA, causa
aamplificacdo da fluorescéncia vermelha. A oxidagdo do DHE ¢é
quantitativamenteproporcional a concentracdo de *O2- na célula.

A producédo de H202 foi estimado por meio da citometria de fluxo através
dafluorescéncia emitida pela diclorofluoresceina (DCF) que é um produto da
oxidacdodo 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) um éster, néo
fluorescente,internalizado pelas células e que se incorpora as regioes hidrofdbicas.
Apés entrarna célula sofre acdo de esterases intracelulares, resultando na formacgéo
de umcomposto intermediario (DCFH), que pode ser oxidado pelo H202 formando
umcomposto fluorescente diclorofluoresceina (DCF), que por ser apolar fica
aprisionado no interior da célula. Portanto, a oxidacdo do DCFH-DA é
quantitativamenteproporcional a concentracdo de H202 na célula.

As células isoladas das aortas foram ressuspendidas em 1mL de PBS na
concentracdo del1x10° células/mL e incubadas, no escuro, com DHE (160 mM) e
DCF-DA (20mM), por 30 minutos a 37°C. Para controle positivo, as amostras foram
incubadaspor 5 minutos com 10uM doxorrubicina ou 50 mM H202, enquanto que
para controlenegativo as amostras foram incubadas apenas com etanol. As células
entdo, foramlavadas e ressuspendidas com PBS e mantidas no gelo e protegidas da
luz até aaquisicdo dos dados no citdbmetro de fluxo (FACSCantoll,Becton Dickinson,
SanJuan, CA, EUA). A andlise dos dados foi realizada com auxilio do

softwareFACSDiva (Becton Dickinson, San Juan, CA) e a sobreposi¢cdao dos
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histogramasfoi construida usando o FCS Express software. Para quantificacdo
dafluorescéncia emitida pelo DHE e DCF, as amostras foram analisadas em
duplicatas,sendo adquiridos 10.000 eventos por leitura, as células foram excitadas a
488nm eos sinais foram obtidos utilizando filtros 585/42 e 530/30, respectivamente,
e osdados foram expressos em média geométrica da intensidade de

fluorescénciaemitida (MFI).

4.8.5 Deteccéo de 6xido nitrico intracelular
Para deteccdo e estimativa da biodisponibilidade do NO foi usado a

substancia diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2D, 2Mm), que na
presencade NO, emite fluorescéncia de cor verde, cuja intensidade é proporcional
abiodisponibilidade intracelular de NO. Entdo, este foi adicionado em uma
suspensdode células (10°) e incubada a 37°C, por 18 minutos, no escuro. Para
controlepositivo, as amostras foram incubadas com 10 yM de nitroprussiato de
sédio. Ascélulas entdo, foram lavadas, ressuspendidas com PBS, mantidas no gelo
eprotegidas da luz para aquisicdo imediata dos dados no citbmetro de
fluxo(FACSCantoll,Becton Dickinson). A analise dos dados foi realizada com auxilio
dosoftware FACSDiva (Becton, Dickinson) e a sobreposicdo do histograma
foiconstruida usando o FCS Express Software. Para quantificacdo da
fluorescénciaemitida pelo DAF-2T, as amostras foram analisadas em duplicatas,
sendoadquiridos 10.000 eventos por leitura, as células foram excitadas a 488nm, o
sinalfoi obtido utilizando filtro 530/30e os dados foram expressos em meédia

geométricada intensidade de fluorescéncia emitida (MFI).

4.9Microscopia eletronica de varredura da aorta
Para verificacdo da estrutura do endotélio presente na aorta os animais foram

perfundidos com uma solucdo de fixacdo (Glutaraldeido 2,5%, Formaldeido 2% e
tampdao cacodilato 0,1 M). Apos a perfuséo a aorta foi removida e o tecido conjuntivo
foi cuidadosamente retirado e a aorta foi mantida por um periodo de 24 horas na
solucdo de fixacdo. Posteriormente, a aorta foi cortada e lavada em tampéo
cacodilato (0,1 M) por 3 vezes a cada 30 minutos, apds a lavagem a aorta foi
mantida em uma solucéo de poés-fixacdo contendo tetroxido de 6smio 1%, tampao
cacodilato 0,1 M e ferrocianeto de potassio 1,25%, em camara escura, por um
periodo de 1 hora. Posteriormente, foi feita a lavagem com tamp&o cacodilato 0,1M
e agua MiliQ. Apds o processo de lavagem foi realizada a desidratacdo da aorta com

alcool em concentracdes crescentes. Depois a aorta foi submetida a secagem pelo
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ponto critico com CO,, depois de secas as amostras foram montadas em “stubs” e
submetidas a uma camada de ouro no equipamento a vacuo, depois de receber a
fina camada de ouro os “stubs” foram visualizados no microscépio eletrénico de
varredura (Jeol, JEM6610 LV, Jeol Inc. USA). As imagens foram obtidas no aumento
de 1000X.

Para andlise da estrutura do grao de Kefir os graos passaram pelos mesmos
processos que a aorta. No entanto, a imagens foram feitas no aumento de 2000X.

4.10 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao da média (EPM),

para cada um dos grupos estudados. As curvas dose-resposta foram analisadas por
ANOVA de duas vias,seguida pelo post hoc de (Tukey), e para as demais
comparacoes sera utilizada ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Tukey,
ambos analisados via software (GraphPadPrism, San Diego, CA, USA). O nivel

designificancia estabelecido foi p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Microbiologia dos graos de kefir
A andlise microbiologica de amostras aleatérias dos graos de Kefirutilizados

neste estudo mostrou que sua microflora dominante possui diferentes bactérias
benéficas(Acetobacteraceti, Acetobacter sp. Lactobacillus delbrueckii delbrueckii,
Lactobacillusfermentum,Lactobacillusfructivorans, Enterococcusfaecium,
Leuconostoc spp.), incluindoLactobacilluskefiranofaciens,e leveduras

(Candidafamata, Candidakrusei).

5.2 Microscopia dos graos de kefir
Na Figura 5A temos uma foto tipica do gréo de kefir, demonstrando como sao

vistos a olho nu. Podemos observar que os graos sdo brancos e gelatinosos. Estes
graos foram utilizados para fermentar o leite em nosso estudo e produzir o leite
fermentado utilizado no tratamento dos animais. Na figura 5 de B a E demonstramos
fotostipicas dos grados de kefiratravés de microscopia eletrénica de varredura. As
fotos foram obtidas em diferentes magnificacbes, sendo as superficies externas
apresentadas nas figuras B, C e D e a superficie interna dos grados estdo
demonstradas nas fotos E e F.

As imagens geradas por microscopia eletrénica de varredura mostram uma
forte associacdo de um aglomerado de diferentes microrganismos em torno dos
gréos de kefir.A superficie externa (C e D) mostra que a forma predominante de
microrganismos no biofilme kefirforamas de células de bacilos curvos curtos e
longos, em forte associagdo com uma matriz de polissacarideos (Figura 5D).A
superficie interna sugere que eles crescem em associacao com células de leveduras

com forma ovoide (Figura 5E e 5F).
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Figura 5. Fotomicrografias de gréos de kefir: A- graos de kefir. B, C e D- imagens
obtidas através da microscopia eletrénica de varredura demonstrando a superficie
externa. Nas imagens E e F € possivel observar a parte interna dos graos de kefir.
Na superficie externa das imagens C e D observamos a prevaléncia de bacilos e a
presenca de uma matriz de polissacarido (kefiran). Ja na superficie interna, imagens
E e F, observamos a presenca de bacilos que crescem juntamente com leveduras.

5.3 O tratamento com kefir promove reducdo da pressédo arterial e da frequéncia
cardiaca

Conforme esperado e demonstrado na literatura animais SHR apresentaram
elevados niveis de pressdo arterial média (variando de 162 a 169 mmHg) em
comparacao com os ratos Wistar,que apresentavam valores de 98 a 102 mmHg.

A administracdo de kefir durante 7, 15 e 30 dias néo teve efeito significativo
sobre a pressao arterial, mas quando administrado por 60 dias, observamos uma
gueda significativa neste parametro, ou seja, o tratamento com kefir foi capaz de
reduzir a PA dos animais hipertensos para 145 + 5 mmHg (Fig. 6A).

Os animais SHR apresentaram aumento da frequéncia cardiaca (variando
376-388 bpm, p<0,05) quando comparados com os ratos Wistar (variando 335-340
bpm). A administragdo de kefir por 7, 15 e 30 dias, ndo promoveu alteragcdo sobre
esse parametro (Fig.6B). No entanto, o tratamento com kefir durante 60 dias foi
capaz de promover uma reducdo da taquicardia apresentada por estes animais (332
+ 15 bpm, p <0,05).
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Figura 6.Andlise do efeito curso temporal do tratamento com kefir sobre parametros
hemodindmicos em animais SHR. A- Avaliacdo da Pressdo Arterial Média. B-
Andlise da Frequéncia Cardiaca. Os valores estao expressos como média + EPM.
*p<0,05 vs. grupo Wistar; “p<0,05 vs. SHR.

5.4 Avaliag&o dos efeitos benéficos do kefir sobre a disfungdo endotelial em aortas
de animais SHR

Os valores médios dos relaxamentos de anéis de aorta a ACh dependentes
do endotélio vascular em todos os grupos avaliados, sdo mostrados nos graficos de
linha da Figura 7.0 curso temporal da AChlevando a um relaxamento concentracao
dependente em anéis de aorta pré-contraidos com PE em ratos Wistar normotensos,
mostrou uma tendéncia de perda de reatividade quando comparados os pontos
temporais 7 e 60 dias (Rmax: 81 + 4% e 74 + 4%, respectivamente, Fig. 7B). Os
animais SHR apresentaram uma resposta de relaxamento aACh deficiente (p <0,01)
em todos 0s pontos temporais. Os trés parametros da curva dose-resposta de
AChnos SHR néo tratados mostraram oRmax (~ 37 = 4%), a sensibilidade (~ 6,9 +

0,2 -log M acetilcolina) e AUC (~ 101 + 13 a.u.) significativamente
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prejudicadosquando comparados com ratos Wistar (~ 74% =4, ~ 7,9 £ 0,2 -log M
acetilcolina, e 273 £ 16 a.u., respectivamente) (Fig. 7A, B e C).A administracao diaria
de Kefiraos SHR causou uma melhora progressiva da capacidade de resposta
vascular, atingindo diferencas significativas apds 60 dias de tratamento, como
observado no Rmax (52 + 4%, p <0,05), sensibilidade (7,5 £ 0,26 -log M ACh, p
<0,05) e AUC (167 + 10 AU, p <0,01) (Fig. 7A, B e C).
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Figura 7.Efeito de curso temporal da administracdo de kefir na disfuncdo endotelial
de animais SHR. Curvas de relaxamento concentracdo-resposta a ACh em todos os
grupos estudados (A). Os gréaficos de barras demonstram a resposta maxima
(B),area abaixo da curva (C) e sensibilidade (pEC50, D).Os valores sdo as médias *
EPM. * p <0,05 vs. grupo Wistar; #p <0,05 vs. SHR (ANOVA de duas vias).

5.5 Mecanismos da disfuncdo endotelial em SHR: o papel das espécies reativas de
oxigénio

Em outro grupo de experimentos, avaliou-se a contribuicdo das EROs na
resposta vasodilatadora a acetilcolina dependente do endotélio nos anéis de aorta,
através do blogueio de NADPH oxidase com apocinina. A figura 8A, mostra as
curvas de concentracao-resposta aACh, antes e apds o blogueio de NADPH por
apocinina nos 3 grupos de animais noponto de tempo de 60 dias. O pré-bloqueio dos
anéis adrticos com apocinina causou um efeito menor na resposta vasodilatadora a
ACh nos ratos normotensos Wistar como mostrado na Rmax(-8%, p>0.05, Fig. 8C),

sensibilidade (-9%, p>0.05) e AAUC (10 a.u. p>0.05, Fig. 8B).O bloqueio dos anéis
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de aorta com apocinina nos SHR nao tratados melhorou a resposta vasodilatadora a
ACh.O Rmaxfoi alterado (41 £ 6% e 72 + 7%, p <0,05, fig. 8A), 0o que estd muito
proximo aoRmax do grupo Wistar (81 = 6%). Consequentemente, a diferenca na
AUC foi de 101 + 3 a.u. (Fig. 8 p <0,05). Por outro lado, o bloqueio de NADPH com
apocinina nao tem efeito significativo sobre a resposta de relaxamento a ACh nos
SHR administrados com kefir durante 60 dias (Fig. 8 p<0,05), mas melhorou oRmax
a partir de 48 + 4% para 63 + 5% (Fig. 8p <0,05), resultando numa diferenca na AUC
de 58 + 4 a.u.(Fig. 8).0s resultados acima indicam que as EROs séo os principais
contribuintes para a resposta de relaxamento prejudicada aACh em SHR e que a
administracao de kefir durante 60 dias atenuou parcialmente esta condi¢céo, porque
0 bloqueio da NADPH causou melhoria adicional na fungéo endotelial nos SHR

tratados com kefirdurante 60 dias.
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Figura 8. Avaliacdo da contribuicdo das EROs. Os valores sdo as meédias + EPM.
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5.6 Contagem de células endoteliais e a producdo de EROs intracitoplasmética no
arco aortico

A fim de determinar o conteiddo de EROs intracitoplasmatico através da
citometria de fluxo foram utilizadas as sondas DHE, DCF e HPF para quantificar a
producdo do curso temporal de <O*, H,0, *ONOO7/radical hidroxila,
respectivamente, pelas células endoteliais isoladas a partir da aorta dos trés grupos
de estudados (Fig. 9A, B e C).

Notou-se uma tendéncia ao aumentoda producéo de *«O2- e H202, ONOO-/¢
OH- ao longo do tempo no grupo Wistar (2974+151, 1762122 e 1317+54MFI,
respectivamente) e valores significativamente mais elevados no grupo SHR
(4399£193, 22711100 e 1702+40, respectivamente).OprobidticoKefir quando
administrado durante60 dias resultou em efeitos benéficosem relacdo a producéo
desO*, H,0,, +ONOO7/radical hidroxila em aortas de ratos SHR. Como
demonstrado nas Figuras 9A, B e C, o kefir causou uma redugdo na producao
de+0,7(3533+147 MFI, -20%, p<0.01),H.0, (1933+95 MFI, -15%, p<0.05) e
ONOO™/sOH™ (1374+44 MFI, -20%, p<0.01), quando comparados com os SHR nao
tratados.

A citometria de fluxo também foi utilizada para avaliar o nimero de células
endoteliais (por meio de CD31-APC) e a producdo de NO (através do DAF) no arco
aortico dos trés grupos de animais (Fig. 9).0 numero de células endoteliais da
aorta foi semelhante em SHR e ratos Wistar no ponto de tempo de 7 dias mas,
gradualmente, os valores pioraram em SHR e no grupo de 60 dias, o0 niumero de
células foi significativamente diminuido (33%, p <0,05) em comparagdo com 0sS
ratos Wistar (contagem de células 12,9 + 1,3 CD31-positivo).A administracédo
cronica de kefir durante 60 dias para o grupo SHR aumentou a presenca de células
CD31-positivas na aorta (Fig. 9E).

Como esperado, foram observados resultados semelhantes aos descritos
anteriormente na analise da producdo de NO em aortas dos trés grupos de
animais. A producdo de NO pelas células endoteliais isoladas do arco aértico de
SHR diminuiu significativamente em SHR (16%) em comparacao com ratos Wistar
(1,712 £ 86 IFM). A administracao de Kefir durante 60 dias foi capaz de aumentar a

biodisponibilidade de NO em aortas dos animais SHR (Fig. 9D).
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Figura 9.Alteracdo curso temporal de EROs e células endoteliais de aorta. Os
graficos mostram a producéo do anion superoxido (A), peréxido de hidrogénio (B),
peroxinitrito/radical hidroxila (C), éxido nitrico (D), e o numero de células endoteliais
(E). Os valores estao expressos como mediana da intensidade de fluorescéncia +
EPM.

5.7 Mecanismos de disfuncédo endotelial no SHR: o papel do 6xido nitrico
Para avaliar os possiveis mecanismos pelos quais o kefir produz efeitos

benéficos sobre a funcdo endotelial, investigamos a via molecular NO/GMPc,
examinando a resposta vasodilatadora dependente do endotélio em anéis de aorta
apos o bloqueio com L —-NAME, um inibidor ndo especifico daodxido nitrico
sintase.Na Figura 10A podemos observar queo NO é o principal vasodilatador em

anéis de aorta, visto que a inibicdo de sua sintese impediu grande parte do
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relaxamento em aortas de Wistar, e praticamente todo o relaxamento em animais
SHR. Podemos verificar na figura 10B, que a magnitude da influéncia do NO na
resposta a ACh foi diferente, conforme demonstrado pela diferenca na area abaixo
da curva com e sem bloqueio, em cada um dos grupos estudados.

Observa-se que o papel do NO na vasodilatacdo dependente do endotélio
encontrou-se reduzido em animais hipertensos que receberam veiculo quando
comparados aos do grupo controle, Wistar, como pode ser visto na figura 9 C, pela
reducdo da diferenca da area abaixo da curva nestes animais (132 + 9 vs. 257 £ 12
u.a., p <0,05), e o tratamento com Kefir por 60 diasaumentou de forma significativa
a participacdo do NO na resposta vasodilatadora a ACh em anéis de aorta de
animais SHR (174 £ 8 u.a., p <0,05)

Os resultados acima indicam que a via NO/GMPc € a principal contribuinte
para a resposta de relaxamento a ACh nos ratos Wistarnormotensos, que esta via
esta prejudicada em animais SHR e que o tratamento com Kefir durante 60 dias foi
capaz de reparar parcialmente esta condigdo anormal.

A figura 10D mostra a quantificacdo da ativacdo do NO/GMPc basal
estimada através da contracdo induzida pelo Phe nos anéis da aorta sob o preé-
bloqueio com L-NAME. Como demonstrado na figura 10D, animais hipertensos
SHR apresentam reducéo da ativagdo basal em cascata, quando comparados aos
respectivos controles normotensos (59 + 9% vs. 97 + 7%, p <0,05), o que foi
completamente restabelecido nos animais tratados com Kefir durante 60 dias (120
+ 14%, p <0,05).
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Figura 10. Contribuicdo da biodisponibilidade do oxido nitrico na disfuncéo
endotelial. O gréfico (A) mostra as alteragcdes na curva concentracdo-resposta a
acetilcolina sob o bloqueio com L-NAME. Os graficos de barras em B mostram
valores médios de resposta méaxima e a diferenca na area abaixo da curva (AUC A,
C). Em D temos a representacdo grafica do incremento da contracédo a fenilefrina
apos adicdo de L-NAME (ativacdo basal da cascata NO/cGMP). Os valores sao
médias £ EPM (n =7 a 8 por grupo) * p <0,05 vs. grupo Wistar; #p <0,05 vs SHR.

5.8 Andlise por microscopia eletrdnica de varredura da integridade do endotélio

Avaliamos a integridade endotelial por microscopia eletrénica de varredura.
A analise dasfotomicrografias(Fig. 11) de aorta toracica de animais normotensos
Wistarmostraram uma camada de células endoteliais confluentes. Em contraste, os
SHR exibem uma evidente irregularidade na superficie endotelial, a qual se
apresentou descontinua e acidentada, com perda de sua estrutura normal,
expondo a membrana elastica interna, na qual foi observada a ocorréncia de
muitas lacunas.

Um achado importante foi a observacdo de que os animais SHR tratados
com kefir durante 60 dias apresentaram uma superficie endotelial contendo células
regeneradas, que cobriam parcialmente a area intima lesada, no entanto, algumas

lacunas ainda foram observadas entre as células.
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Figura 11. Microscopia eletrénica de varredura mostrando a estrutura endotelial
representativa de aorta de rato Wistar normotenso, SHR veiculo e SHR tratado com
kefir durante 60 dias. Barra de escala: 10 um. Seta branca: células endoteliais;
cabeca seta branca: desnudacao da superficie endotelial; seta preta: lacunas.

5.9 Recrutamento de células progenitoras endoteliais circulantes

A andlise de citometria de fluxo de CPE foirealizada em sangue periférico de
ratos Wistar, SHR e kefir.A analise dos dados revelou que a fragcdo de células
CD31+ CD117 no sangue periférico foi significativamente reduzida em SHR em
comparacdo com o grupo de ratos Wistar (Wistar:207 + 23vs. SHR: 86 + 11,
contagem de células), e administracdo dekefir durante 60 dias foi capaz de

aumentar o numero circulante de EPC (SHR-Kefir: 134 + 7 contagem de células).

5.10 Efeitos do kefir sobre o relaxamento independente do endotélio
Em nosso estudo foi observado que animais SHR apresentavam

relaxamento dependente do endotélioprejudicado e lesédo estrutural na superficie
destas, 0 que nos levou a investigar como estaria o relaxamento independente do
endotélio. Para a avaliacdo da resposta do musculo liso vascular ao NO,
independente da participagdo do endotélio, foi construida uma curva de
relaxamento ao doador de NO nitroprussiato de sodio (NPS) apds pré-contragdo
com Phe. Os resultados estdo demonstrados na figura 12. Como pode ser
observado, o relaxamento independente do endotélio em aortas de SHRteve um
prejuizo em comparagdo com o controleWistar,onde foi observada reducdo da
Rmax e sensibilidade (72 +3% e 7,4 + 0,05 M —log vs. 87 £ 5% e 8,0 £ 0,07 -log M,
P <0,05) (Fig. 12A).
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Nossos resultadostambém mostram que o kefir ndo foi capaz de reverter o

relaxamento independente do endotélio, como pode ser observado na figura 12.
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Figura 12. Efeito temporal da administracdo de kefir no relaxamento independente
do endotélio. Foram realizadas curvas concentragcdo-resposta para o doador de NO,
nitroprussiato de sodio.Os valores sdo as médias + EPM. * p <0,05 vs. grupo Wistar.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram efeitos benéficos do tratamento cronico
com kefir em animais SHR, pois foi capaz de reduzir a PAM e a taquicardia que
estes animais apresentavam. O tratamento com kefir também restaurou a fungéo
endotelial de vasos de condutancia (aorta), bem como aumentou a presenca do
namero de células endoteliais nestes vasos e ainda promoveu um aumento do
namero de CPE’s circulantes, sendo a reducdo do estresse oxidativo e 0 aumento
na biodisponibilidade de NO os principais mecanismos para o kefir promover seus
efeitos.

Em nosso estudo, observamos que animais SHR apresentavam um prejuizo
no relaxamento dependente do endotélio, ou seja, uma resposta diminuida a ACh
guando comparados aos respectivos controles, sendo que o principal mecanismo
envolvido nesta vasodilatacdo reduzida é um desequilibrio entre NO/EROs
acompanhado de dano a estrutura do endotélio. Esse é o primeiro estudo que
demonstra os efeitos do tratamento com kefir por um periodo de 60 dias
restaurando a funcao endotelial de animais SHR pela capacidade de reduzir as
EROs, aumentar a biodisponibilidade de NO e ainda promover aumento da
presenca de células endoteliais nestes vasos.

Os graos de kefir sdo constituidos por uma mistura microbiana complexa de
cerca de 40 espécies diferentes, tais como leveduras e bactérias de acido lactico e
acético(ZHOUet al., 2009; MAGALHAESet al., 2011; LEITEet al., 2012; MARSHet
al.,, 2013; ZHENGet al., 2013)que sao responsaveis pelas propriedades
probibticasdesse leite fermentado.

A presenca de bactérias e fungos nos grdos de kefir sugere que estes
microrganismos vivemuma relacdo simbidtica muito proxima (LUet al., 2014), que
resulta na producdo de compostosbioativos (MAGALHAESet al., 2011; Lu et al.,
2014). O Kefir é originado de tribos que vivem na regido Norte do Caucaso, se
espalhou pelo mundo e, em alguns paises, ja estd disponivel comercialmente
(YENER et al., 2015).

No Brasil, tradicionalmente, o Kefir tem sidoainda hoje, produzido
domesticamente e propagado de "mao em mao". Utiliza-se os grdos como base
para o inicio da producdo (MAGALHAESet al., 2011).A fermentacéo de leite com
graos forma uma matriz constituida por polissacaridos e proteinas produzidos

principalmente por bactérias de acido latico e de espécies de levedura, que séo
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uma comunidade microbiana simbidticacomplexa ligada fortemente em torno dos
graos de kefi(MAGALHAESet al., 2011; LUet al., 2014).

Em nossa analise de microscopia eletronica de varredura dos graos de kefir,
observamos que obiofilme € composto majoritariamentepor curtos e longos bacilos
curvos ou por leveduras de forma ovoéidecorroborando com a observagcao anterior
de Hametet al.,, 2013.Amostras isoladasde diferentes graos de kefir tradicionais
brasileiros tém sido identificadas e caracterizadas (LEITEet al., 2014) e sua
constituicdo descrita como uma matriz composta de polissacarideos/proteinas,
contendo bactérias acidas pertencentes ao género Leuconostocspp., Lactococcus
spp. e Lactobacillus spp. e leveduras(LEITEet al., 2012).

Na analise microbiologica das amostras de kefirobservamos a presenca de
diferentes bactérias e leveduras benéficas, incluindo a espécie especifica de
Lactobacilluskefiranofaciens, que produz kefiran, o principal componente funcional
da bebida (HAMETet al., 2013).

Estudos epidemiolégicos sugerem que o consumo crénico de produtos
lacteos fermentados com compostos bioativosapresentam efeitos que impedem o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, incluindo o risco de hipertensao
(JAKALAet al., 2009; MORENOet al., 2015), sindrome metabdlica e diabetes tipo 2
(BJORNSHAVE & HERMANSEN, 2014).

Diversos trabalhos tém demonstrado os efeitos benéficos do kefir em diminuir
a pressio sanguinea (GOMEZ-GUZMAN et al., 2015), a glicemia (OSTADRAHIMIet
al., 2015)e lesdo causada por isquemia-reperfusao (YENERet al., 2015), sugerindo
que esta bebida de leite fermentado pode ser utii em diferentes eventos
cardiovasculares.Estes efeitos benéficos foram explicados pela presenca de
bactérias e fungos nos graos de kefir, por haver nele uma relacéo simbiotica proxima
(LUet al., 2014); resultando na producédo de elementos bioativos (HAMETet al.,
2013; ZHENGet al., 2013).

Existem varios estudos demonstrando que o tratamento crénico com produtos
lacteos fermentados com compostos bioativosatenua a pressédo arterial elevada
(RANCHADRAN & SHAH 2011;RODRIGUEZ-FIGUEROAet al., 2013;JAKALAet al.,
2009; EHLERSet al., 2011; TURPEINENet al., 2011),mas poucos especificamente
tém focado sobre os efeitos do complexo kefiran em hipertensos (JAUHIAINENet al.,
2005; AIHARAet al., 2005) e em modelos experimentais de hipertensao
(KANBACKet al., 2014).
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Nossos dados corroboram com a literatura, pois observamos que a utilizagao
desteprobiotico durante 60 diasem ratos SHRfoi capaz de reduzir em
aproximadamente 25% a PAM etambém aboliu a taquicardia apresentada por estes
animais.

Embora a hipertensédo arterial seja uma doenca multifatorial, a disfuncéao
endotelial tem sido considerada um importante fator contribuinte em sua
fisiopatogenia, sendo, portanto, um biomarcador valioso para a hipertenséo e outras
doencas cardiovasculares. Poucos estudos tém avaliado os efeitos benéficos do
consumo de leite fermentado com componentes bioativossobre a disfuncéo
endotelial em animais SHR e seus resultados foram divergentes(JAKALAet al., 2009;
EHLERSet al., 2009).

Na avaliacdo da funcdo vascular observamos que o0s animais SHR
apresentaram prejuizo na vasodilatacdo quando submetidos a testes farmacologicos
dependente do endotélio (ACh) quando comparados aos animais do grupo controle,
esses resultados estdo de acordo com o encontrado por outros autores (CHENGet
al.,, 2012, HAYAKAWAet al., 1993; KAUSER & RUBANYI, 1995) e em desacordo
com resultados encontrados por Jakalaet al. (2009) e Honda et al.(1999).

O resultado inovador deste trabalho é a observacéo de que o tratamento com
kefir por 60 dias foi capaz de promover uma melhora na vasodilatagdo, com
aumento da Rmax, pED50 e da diferenca da AUC, quando comparados aos animais
SHR veiculo, apesar da melhora nao ter restaurado totalmente a resposta
vasodilatadora quando comparado ao grupo controle, a resposta encontrada nos
animais tratados com o probiético tem grande relevancia. Considerando-se que 0s
efeitos do tratamento com kefirem reduzir a PA e melhorando a funcdo endotelial
sdo dependentes do tempo de tratamento podemos considerar que a melhora da
funcdo endotelial pode ter contribuido para a atenuacdo da PAnosanimais SHR.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a disfuncdo endotelial € uma
condicdo presente em modelos experimentais de hipertensdo e isso contribui para
um aumento na producdo das EROs e uma reducdo da biodisponibilidade de NO
(VIRDISet al., 2009, FRAGA-SILVA et al.,, 2013).Uma das principais causas do
prejuizo no relaxamento de artérias de condutancia de animais SHR é o aumento da
producdo de &anions superéxido (Hayakawaet al., 1993), ou outros fatores
vasoconstritores produzidos pelo endotélio disfuncional (GOMES ROSO et al.,
2009).
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A disfuncdo endotelial ocorre como consequéncia de uma producao
exagerada de anions superoxido, produzidos principalmente pela NADPH-
oxidase,sendo este responsavel por sequestrar NO, formando peroxinitrito,com isso
ocorre uma diminuicdo dabiodisponibilidade do NO novaso(MEYRELLESet al.,
2011;ZHANGet al., 2013).Zalba e colaboradores (2000) demonstraram um aumento
da sintese de EROs em aortas de animais SHR por aumento da atividade da
NADPH oxidase.

Observando nossos resultados podemos verificar que o bloqueio da NADPH
oxidase restaurou de maneira significativa a vasodilatacdo que estava prejudicada
nos animais SHR. Diferentemente, nos grupos controle e animais SHR tratados com
kefir, o bloqueio da sintese de *O*foide menor proporcdo quando comparados aos
animais SHR veiculo. Isso demonstra que nos animais SHR a sintese de EROs tem
grande influencia no prejuizo da vasodilatacao.

Em nosso trabalho, verificamos a influéncia dasEROsem modular a
vasodilatacdo, avaliada por meio do bloqueio farmacolégico com apocinina. Foi
observado que os animais SHR apresentavam um aumento da participacdo de
ERO’s em comparacdo aos animais controle, sendo que o tratamento com kefir
durante 60 dias foi capaz de diminuir o aumento da participacdo das EROs no
relaxamento, reduzindo entdo, o estresse oxidativo e promovendo uma melhora na
vasodilatacdo. Nossos resultados estdo de acordo com o descrito na literatura, pois
tém mostrado que a disfuncdo endotelial no modelo SHR é caracterizada por um
aumento da geracdo de EROs e uma diminuicdo da biodisponibilidade de
NO(TOUYZ & SCHIFFRIN, 2004;FELETOU & VANHOUTTE, 2006)e outros autores
demonstram uma relacao entre hipertenséo e estresse oxidativo com o aumento da
producdo de EROs e também um prejuizo na reatividade vascular (MONTEZANOet
al., 2015.; SILVAet al., 2012.; HAMZA & DYCK, 2014; YANGet al., 2002; TANG &
VANHOUTTE, 2009).

Diante dos nossos resultados, observamos que o estresseoxidativo é um
mecanismo subjacente fundamental a patogénese da hipertensao.Existem trabalhos
gue demonstram a utilizagéo de terapias que séo capazes de reduzir a produgéo de
EROs em animais hipertensos, inclusive aumentando a biodisponibilidade de NO
pelas células endoteliais, resultando numa melhora da funcdo dos vasos (DIASet al.,
2014, FAHNINGet al., 2015).

Os resultados encontrados nos animais tratados estdo de acordo com o

observado emoutros estudos que demonstraram que o tratamento com kefiremratos
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e humanos foi capaz de reduzir o desenvolvimento de fatores de risco associados a
doencas cardiovasculares (MAEDAet al., 2004; DOMINGUEZ-GONZALEZ, et
al.,2014.; HARIRIlet al., 2015).Outros trabalhostém observado uma melhora da
reatividade vascular associada com a reducdo do estresse oxidativo em seres
humanos e animais com distarbios metabdlicos quando tratados com
probioticosLactobacillus (TORALET al., 2014; TRIPOLTet al., 2013;HARIRIet al.,
2015).

Para confirmar a hipotese de que o kefir diminui 0 estresse oxidativo e
aumenta a biodisponibilidade, utilizamos a citometria de fluxo para avaliar producéo
de algumas EROs(*O, ", H,0O,, and «ONOQO /radical hidroxila), bem como estimar o
namero de células endoteliais presentes no arco aortico dos animais. Nossos dados
demonstraram que o tratamento com kefir foi capaz de reduzir a producdo das
EROs, aumentar a biodisponibilidade de NO e ainda promover um aumento do
namero de células endoteliais, confirmando a hipotese dos efeitos antioxidantes
deste probidtico .

Para avaliar a influéncia da hipertensao e os mecanismos de acdo do kefir na
via do NO, investigamos o papel da eNOS sobre o relaxamento vascular de aortas
utilizando o blogueio farmacoldgico L-NAME. Foi possivel verificar que o bloqueio da
eNOS promoveu uma reducdo drastica de 80 para 10 % na vasodilatacdo dos
animais controle. Estes resultados nos mostram a importancia do NO em promover a
vasodilatacdo em aortas de animais normotensos.

O bloqueio de eNOS aboliu o relaxamento induzido por ACh e levou a
vasoconstriccdo dose dependente a AChnos animais SHR veiculo, indicando assim
uma menor acdo da acetilcolina em promover uma resposta vasodilatadora
dependente do endotélio, prevalecendo sua acao vasoconstrictora no musculo liso
vascular, e que podemos atribuir a reduzida atividade da via da NOS no endotélio.

Nos animais tratados com Kkefir por 60 dias observamos um aumento
significativo da via do NO na vasodilatacdo induzida por ACh, uma vez que
verificamos um aumento da diferenca da area abaixo da curva apés o bloqueio com
L-NAME, quando comparados com os animais SHR veiculo.

O relaxamento residual induzido pela ACh apoés incubagdo com L-NAME em
aortas de ratos Wistar pode ser atribuido a agentes vasodilatadores componentes da
via dosprostanoides (por exemplo, PGI2), o0s quais contribuem para a
vasodilatacdode animais controle, e tem reduzida participagdo emanimaisSHR. Por

outro lado, as contragdes induzidas pela acetilcolina em anéis de aorta sob o
54



bloqueio com L-NAME em SHR, podemser promovidas em situacfes onde se tem
um upregulationda enzima COX-2, a qual converte acido araquidénico em PGH2
gue pode mediar as contracdes (VIRDISet al., 2009).

Alguns estudos realizados em diferentes modelos experimentais avaliam o
NO basal e verificaram uma reducdo deste NO basal em diversas patologias
associadas com a disfuncdo endotelial (LEALet al., 2015.; SUZUKIlet al., 2007).
Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, pois observamos uma
diminuicdo da biodisponibilidade de NO e a disfuncédo endotelial nos animais SHR
veiculo. Interessantemente, nosso trabalho demonstrou que o tratamento com kefir
aumentou de maneira significativa o NO basal, acarretando numa melhora da funcéo
endotelial.

Diversos estudos relatam que o aumento da producdo de EROs, como
observado em nossos animais SHR, promovem disfuncdo endotelial, diminuem a
biodisponibilidade de NOe ainda pode acarretar em uma diminuigcdo da mobilizacao
e funcdo das CPE (TOUSOULISet al., 2008; TILLINGet al., 2009). O aumento das
EROs também podem favorecer a alteragbes estruturais dos vasos sanguineos,
promovendo alteracdes principalmente na morfologia das células endoteliais.

Em nosso estudo avaliamos a estrutura das células endoteliais através da
microscopia eletrbnica de varredura, de fato observamos alteracdes nas células
endoteliais dos animais SHR quando comparados ao grupo controle, pois estes
animais apresentaram desnudacdo com uma diminuicdo do numero das células
endoteliais. As imagens confirmam os resultados obtidos nos experimentos
realizados com a finalidade de avaliar a funcdo dos vasos e também com os
resultados obtidos na citometria de fluxo, pois o tratamento com kefir, promoveu
parcialmente uma re-endotelizacdo da aorta, aumentando a presenca das células
endoteliais nos animais tratados.

O aumento da producdo de ERO’s, em particular do anion superoxido, pode
resultar tanto na reducdo da atividade de enzimas antioxidantes,como a SOD e
catalase, bem como no aumento da expresséao e ativacao de enzimas pro-oxidantes,
incluindo NADPH oxidase (Llet al., 2013).

A verificacdo de que o anion superéxido, um dos principais tipos de ERO'’s,
estava aumentada no grupo de ratos SHR e, foi significativamente reduzidoapos 60
dias de tratamento com kefir, estd de acordo com Li e colaboradores (2002), que

demonstrou um aumento da atividade da enzima NADPH-oxidase associado
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amaiores quantidades de superéxido nas células endoteliais de ratos SHR (Llet al.,
2002).

A producdo aumentada de anion superéxido leva a uma diminuicdoda
biodisponibilidade do NO e disfuncao endotelial (HEITZERet al., 2001), poiso NO
reage com 0 anion superoxido, resultando em peroxinitrito, um agente oxidante
potente que leva a alteracdes irreversiveisnas biomoléculas (DIASet al., 2014),
levando a um comprometimento celular.

Além do mais, o desacoplamento da eNOS pelo peroxinitrito contribui para
inativar mais ainda o NO e, consequentemente, levar a disfuncdo endotelial
(CHENet al., 2012; OLIVEIRA-PAULAet al., 2014). Portanto, um mecanismo pelo
qual o tratamento com kefir reduz o estresse oxidativo na vasculatura, pode ser
através do aumento da atividade ou expressdo de enzimas que antioxidantes, ou
pela diminuicdoda atividade e/ouexpressao de enzimas responsaveis pela producao
de superoxido.

O aumento no numero de células endoteliais e a re-endotelizagdo em ratos
SHR tratados cronicamente com kefir nos levou a investigar o efeito do Kefir na
mobilizacdo de células progenitoras endoteliais (CPE).

Considerando-se que o NO desempenha um papel importante na mobilizacao
de CPE (AICHERet al., 2003; SAADet al., 2015), a re-endotelizacdo de aortas de
animais SHR tratados cronicamente com kefir pode ser atribuidaao aumento da
producdo de NO pelas células endoteliais, promovendo assim o aumento da
mobilizagdo das CPE para locais onde ha lesdo endotelial. Além disso, ja foi
demonstrado que seres humanos hipertensos exibem uma diminuicdo no nimero de
CPE funcionais circulantes (TOUSOULISet al., 2008), corroborando com 0S Nossos
achados no grupo SHR. Contudo, o presente estudo demonstrou que ratos SHR
tratados com kefir durante 60 dias apresentam um aumento significativo no nimero
circulantede CPE.

A interacdo entre estresse oxidativo e inflamacao influencia diretamente a
mobilizacdode CPE (TILLINGet al.,2009) e, indiretamente, leva a desnudacdo da
superficie endotelial (VERESHet al., 2008), contribuindo para o desenvolvimento da
hipertensdo arterial (MCMASTERet al., 2015), o que corrobora com 0S N0SS0S
achados nos animais SHR.Ha evidéncias (AICHERetal., 2003;. CHIRKOV &
HOROWITZ, 2007; TURGEONet al., 2012; SAAD et al., 2015) que as CPE podem
agir sobre o estresse oxidativo, diminuindo o efeito deletério intracitoplasmatico das

EROs e, simultaneamente, aumentando a producéao de NO.
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Uma vez mobilizadas na circulacdo periférica, as CPE localizam as areas
lesadas da artéria e contribuem na sua re-endotelizacdo(NAKAMURAet al., 2009;
FORESTAet al., 2010; PORTOet al., 2011; LIMAet al., 2012, LINet al., 2013).

Portanto, a novidade do presente estudo é que o Kkefir, administrado
cronicamente em animais SHR, resulta em um aumento significativo na mobilizacéo
das CPE. Essa informagédo explica, pelo menos em parte, o notavel efeito reparador
deste probidtico, na estrutura da superficie endotelial e na melhora da funcéo
endotelial dos SHR tratados durante 60 dias. Dessa forma, nossos dados fornecem
a primeira evidéncia de que os efeitos benéficos de kefir sobre a disfuncdo endotelial
em animais hipertensos, podem estar relacionados ao aumento do recrutamento das
CPE.

Uma questdo que ainda nao esta esclarecida nesse modelo de hipertensao
esta relacionada a sua resposta vasodilatadora independente do endotélio. Estudos
de alguns pesquisadores tem mostrado que estes animais apresentam um prejuizo
no relaxamento a doadores de NO (TESFAMARIAM &OGLETREE, 1995;
BAUERSACHSet al., 1998; ZHANG, 2013), e outros pesquisadores ndo observaram
nenhum prejuizo. (HONDAet al., 1999; YANGet al.,, 2002). Em nosso estudo,
observamos que aortas de animais SHR apresentaram reduzido relaxamento ao
doador de NO (NPS) quando comparadas com o controle Wistar.Estes resultados
estdo de acordo com outros estudos (KLOSSet al.,, 2000) e sugerem que a
hipertensdo arterial neste modelo estd4 associada a um defeito no relaxamento do
musculo liso.

E preciso ressaltar que, o tratamento com kefirdurante 60 dias, ndo resultou
em efeito significativo sobre o relaxamento independente do endotélio nos animais
SHR.Este resultado nos indica que o kefir atua no endotélio promovendo seus
efeitos benéficos restaurando sua fungéo.

57



7. CONCLUSAO

Esse estudo demonstra, pela primeira vez, que o probibticokefir é capaz de
atenuar a disfuncdo endotelial em vasos de condutancia deanimais SHR,através da
diminuicdo da producdo de EROse, consequentemente, reestabelecendoa
biodisponibilidade de NO. Além disso, o kefir também foi capaz de promoverre-
endotelizagdo dos vasos, e isso se deve a um maior recrutamento de EPC, o qual
pode contribuir para a reparacdo morfolégica nos animais SHR (fig.12).

Biodisponibilidade :
NO i Producéo de
& 8 <X, Espécies
Recrutamento de ( 23 > L Reativas de
Células Vi N Oxigénio
Progenitoras

Dano Endotelial

&

Numero de ’ Disfuncdo Endotelial

Células
Endoteliais

Hipertensao Arterial

Sistémica

Figura 13.Resumo dos efeitos benéficos do probidticoKefir sobre a disfungéo
endotelial em SHR, de acordo com os resultados deste estudo.
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