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RESUMO

DUBOIS FILHO, Dionisio Gonzaga, Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2021.
KEFIR REDUZ O DESENVOLVIMENTO DE LESOES ATEROSCLEROTICAS EM
CAMUNDONGOS CASTRADOS KNOCKOUT PARA RECEPTORES DE LDL (LDLr"
" TRATADOS OU NAO COM TESTOSTERONA Orientador: Tadeu Uggere de
Andrade

O Tratamento com reposicdo hormonal € o principal tratamento para homens
acometidos por deficiéncia androgénica, afim de restabelecer os niveis séricos
normais de testosterona, a deficiéncia de testosterona pode ser considerada um fator
de risco para aterosclerose que € um importante mecanismo fisiopatolégico envolvido
na origem das doencas cardiovasculares, principalmente nos eventos isquémicos.
Perante esse senario verifica-se que o uso do kefir associado ao tratamento
convencional com horménio possam ampliar os beneficios do tratamento. O kefir tem
sido bastante estudado, pois pode auxiliar no tratamento de doencas cardiovasculares
em especial a aterosclerose, com efeitos hipolipidémico, anti-inflamatério e
antioxidante. Neste trabalho avaliamos os efeitos do tratamento de reposicéo
hormonal associado ou ndo ao kefir em 40 camundongos machos Knockout para
receptor de LDL divididos em 5 grupos: submetidos a cirurgia ficticia (SHAM),
Castrados e tratados com veiculo (CAST), Castrados e tratados com Kefir (CAST+K),
Castrados e tratados com Testosterona (CAST+T) e Castrados e tratados com kefir e
testosterona(CAST+K+T), As amostras de sangue foram coletadas para analises
bioguimicas e, em seguida, foi realizada a extracdo da aorta total e dividida entre aorta
toracica para quantificacdo de deposicao lipidica por “en face”, e a aorta abdominal
para determinacao de LDL oxidada, atividade das enzimas de superéxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT). Nossos resultados sugerem que o tratamento de reposicao
hormonal associado ao kefir demostram uma diminuigdo significativa no
desenvolvimento da aterosclerose quando comparado aos demais grupos, houve
também uma diminuicdo da LDLox no grupo CAST+K+T quando comparado aos que
fizeram apenas o tratamento de reposicdo hormonal e foram observadas o aumento
atividade da SOD no grupo CAST+K+T em relacdo aos demais grupos. Concluimos
gue nossos resultados mostram que camundongos castrados tratados com reposi¢éo
hormonal obtiveram menor acumulo de deposicéo lipidica na aorta e seus resultados
sao expressivamente melhorados quando associado ao uso do kefir. No entanto, mais
estudos sao necessarios para aprofundar e investigar esses mecanismos.

PALAVRAS-CHAVE: kefir; testosterona; reposicao hormonal; aterosclerose.



ABSTRACT

DUBOIS FILHO, Dionisio Gonzaga, Universidade Vila Velha - ES, February 2021.
KEFIR REDUCES THE DEVELOPMENT OF ATHEROSCLEROTIC LESIONS IN
CASTRATED MICE KNOCKOUT FOR LDL RECEPTORS (LDLr -/-) TREATED OR
NOT WITH TESTOSTERONE. Advisor: Tadeu Uggere

Hormone replacement treatment is the main treatment for men affected by androgen
deficiency, in order to restore normal serum testosterone levels, testosterone
deficiency can be considered a risk factor for atherosclerosis, which is an important
pathophysiological mechanism involved in the origin of diseases. cardiovascular
disease, especially in ischemic events. Given this scenario, it appears that the use of
kefir associated with conventional hormone treatment can increase the benefits of
treatment. Kefir has been extensively studied because it can help in the treatment of
cardiovascular diseases, especially atherosclerosis, with hypolipidemic, anti-
inflammatory and antioxidant effects. In this work, we evaluated the effects of hormone
replacement treatment associated or not with kefir in 40 male Idl receptor Knockout
mice divided into 5 groups: submitted to sham surgery (SHAM), Castrated and treated
with vehicle (CAST), Castrated and treated with Kefir (CAST+K), Castrated and treated
with Testosterone (CAST+T) and Castrated and treated with kefir and testosterone
(CAST+K+T), Blood samples were collected for biochemical analysis and then the
extraction of the total aorta and divided between the thoracic aorta for quantification of
lipid deposition by “en face”, and the abdominal aorta for determination of oxidized
LDL, activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes. Our results
suggest that hormone replacement treatment associated with kefir shows a significant
decrease in the development of atherosclerosis when compared to the other groups,
there was also a decrease in LDLox in the CAST+K+T group when compared to those
who underwent hormone replacement treatment alone. and an increase in SOD activity
was observed in the CAST+K+T group in relation to the other groups. We conclude
that our results show that castrated mice treated with hormone replacement had less
accumulation of lipid deposition in the aorta and their results are significantly improved
when associated with the use of kefir. However, more studies are needed to deepen
and investigate these mechanisms.

KEYWORDS: kefir; testosterone; hormone replacement; atherosclerosis.



1. Introducéo

Com o envelhecimento populacional tem-se observado aumento nos casos de
homens acometidos por deficiéncia androgénica (BASARIA, 2014). Estudos apontam
gue por volta dos 45 anos ocorre uma reducao de cerca de 1% ao ano nos niveis de
testosterona (ARAUJO et al.,, 2007; MULLIGAN et al.,, 2006; WU et al., 2010). O
Hipogonadismo é caracterizado pela diminuicdo da atividade funcional das gdénadas
resultando na producado diminuida da testosterona (WU et al., 2010), afetando as
funcbes dos testiculos tanto sobre a sintese de testosterona como na
espermatogénese (BASARIA, 2014).

O Tratamento mais indicado para esse tipo de alteragéo e a reposi¢cao hormonal
com testosterona, com objetivo de restabelecer seus niveis séricos normais.
(PASTUSZAK et al., 2015; MCBRIDE et al.,, 2015) A testosterona tem efeitos
benéficos sobre diversos fatores de risco cardiovascular, que incluem o colesterol, a
disfuncao endotelial e a inflamacao: os principais mediadores da aterosclerose (LIU et
al., 2016; GAGLIANO-JUCA et al., 2019; AUERBACH et al., 2020). E um horménio
gue modula a reatividade vascular o que gera impacto sobre a funcdo endotelial
(BHASIN et al., 2007), a producdo de citocinas pré-inflamatérias e perfil lipidico
(SPITZER et al., 2013 BIANCHI, 2019; MOHAMAD et al., 2019) e atua como um dos
principais determinantes do metabolismo da gordura e da composi¢ao corporal, uma
vez que inibe a absorcdo de triglicérides e aumenta a mobilizacdo de lipidios da
gordura visceral, fator associado ao aumento do risco de doencgas cardiovasculares,
doenca arterial coronariana, hipertensdo, e diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemia
aterogénica (GO et al, 2013; GAGLIANO-JUCA et al., 2019; BARNOUIN et al., 2020).

Estudos recentes estabelecem uma relacdo entre os baixos niveis de
testosterona e o desenvolvimento da aterosclerose em homens (REZANEZHAD et al.,
2019; AUERBACH et al., 2020; BARNOUIN et al., 2020; DENG et al., 2020). Budoff
et al.,, (2016) avaliou durante um ano homens idosos, com niveis séricos de
testosterona baixos, submetidos ou ndo ao tratamento de reposi¢cdo hormonal, seus
achados demostraram que os homens que foram submetidos ao tratamento hormonal
obtiveram um maior volume da placa néo calcificada da artéria coronaria, ja em outro
estudo de 2015 conduzido por Basaria et al., avaliaram homens idosos com niveis
baixos ou normais de testosterona por 3 anos, que realizaram o tratamento de

3



reposicdo hormonal, entretanto o tratamento ndo se mostrou eficiente quanto na

reducdo das taxas de alteracdo na espessura da intima-média da artéria carotida.

Estudos em animais modelos experimentais o tratamento com testosterona em
niveis fisioldgicos se mostra inefetivo ou até mesmo neutro no desenvolvimento da
aterosclerose (ECKARDSTEIN e WU, 2003; BOURGHARDT et al. 2010; ALSIRAJ et
al., 2019). Em seu trabalho Alzira et al., (2019) realizaram o procedimento de
orquiectomica em camundongos Knockout para receptor de LDL (LDLr -/-), afim de
mostrar a influencia do procedimento sobre o aumento na placa de aterosclerose, 0s
grupos que receberam o tratamento com reposi¢do hormonal ndo apresentaram
nenhuma reducéo significativa no desenvolvimento da placa de aterosclerose em
comparacao com o grupo que recebeu apenas veiculo. Em outro estudo Bourghardt
et al. (2010) avaliou camundongos castrados ApoE, tratados com doses fisiologicas
de testosterona, e também néo observou nenhuma reducao significativa sobre a
deposicao lipidica no arco aortico dos animais.

Diversos autores afirmam que esse e um tema muito controverso, e que o
tratamento com reposicdo hormonal pode ndo ser o mais indicada para individuos
com predisposicdo a doencas cardiovasculares (DCV) (FERNANDEZ-BALSELLS et
al., 2010; SPITZER et al., 2013; VIGEN et al., 2013, BUDOFF et al., 2016) , com isso
vé-se a importancia de associar terapias alternativas juntamente com as convencionas
afim de melhorar ou até mesmos observar beneficios sobre a aterosclerose que néo
obtidos com a terapia convencionas (REZANEZHAD et al., 2019; AUERBACH et al.,
2020), dentre as terapias alternativas o kefir pode ser considerado uma excelente
estratégia para a prevencdo da aterosclerose. Tendo em vista suas atividades
antibacteriana e antioxidante (CHEN et al., 2020), antitumoral (LIU et al., 2002), anti-
inflamatoria (YILMAZ et al., 2019) e a anti-hipertensiva (FRIQUES et al., 2015; BRASIL
et al., 2018), e que a bebida fermentada é capaz de prevenir o desenvolvimento de
aterosclerose em modelo animal (SANTANNA et al. 2017), pela diminuicdo da
deposicao lipidica, possivelmente por mecanismo antioxidante envolvendo as
enzimas do sistema redox. (EL GOLLI-BENNOUR., et al 2019;)



2. Revisdo Bibliografica

2.1.HIPOGONADISMO

A deficiéncia androgénica ou hipogonadismo é caracterizado pela diminui¢cdo
da atividade funcional das gbnadas resultando na producéo diminuida da testosterona
(WU et al., 2010; AGRETTI et al., 2021), afetando as funcdes dos testiculos tanto
sobre a sintese de testosterona como na espermatogénese (BASARIA, 2014). Com
0 passar dos anos e o avangar da idade os niveis de testosterona diminuem como um
processo natural de envelhecimento, causando reducdo da fertilidade, disfuncao
sexual, declinio da forca muscular, menor mineralizacdo Ossea, distirbio do
metabolismo lipidico e disfuncado cognitiva (DOHLE et al., 2015; SALONIA et al.,
2020).

O hipogonadismo pode ser diagnosticado nas seguintes formas: causadas por
insuficiéncia testicular; causadas por disfun¢fes hipotalamicas-hipofisarias (abuso de
esteroides anabolizantes); hipogonadismo de inicio tardio; e hipogonadismo devido a
insensibilidade dos receptores androgénicos (RASTRELLI et al., 2016; LEVY et al.,
2019; GROSSMANN et al., 2020). Quando classificado como primario, a testosterona
sérica encontra-se baixa e ndo consegue inibir a producdo de horménio foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) que sao secretados pela hipofise em
resposta ao hormonio liberador de gonadotrofina hipotalamica (GnRH). O FSH regula
a espermatogénese nos tubulos seminiferos do testiculo e o LH controla a secrecéo
de testosterona pelas células de Leydig. Por sua vez, o controle de GnRH, FSH e LH
depende da producao de inibina pelas células de Sertoli e testosterona pelas células
de Leydig. A Inibina diminui a secrecdo de FSH e a testosterona controla a producéo
de LH (SAMIPOOR et al., 2018).

O hipogonadismo secundario estd relacionado aos niveis baixos de
testosterona, com niveis baixos ou até normais de FSH e LH (CORONA et al., 2012;
LEVY et al., 2019). Essas duas condicbes podem acometer homens em todas as
faixas etarias (WU et al.,, 2010). Quando em idade elevada, a ocorréncia do
hipogonadismo esta diretamente ligada a diversas alteracdes como diminuicdo da
massa e forgca muscular (FINKELSTEIN et al., 2013), diminuic&o da libido (BHASIN et



al., 2010), aumento de gordura abdominal visceral e perfil lipidico aterogénico entre
outros (WU et al., 2010; ATLANTIS et al., 2009).

O tratamento mais indicado para esse tipo de alteracao é a reposi¢cao hormonal
com testosterona por meio de injecbes intramusculares, adesivos e geéis
transdérmicos afim de restabelecer os niveis normais de testosterona (PASTUSZAK
et al., 2015; MCBRIDE et al., 2015). O hipogonadismo € uma condicdo comum
especialmente entre homens idosos, que geralmente se desenvolve sem um
diagnostico ou tratamento adequados (BASARIA, 2014). Diversos sintomas poder ser
associados ao hipogonadismo, que afetam a saude e a qualidade de vida masculina,
incluindo sentimentos de pouca energia e fadiga (REY et al., 2013), reducao do desejo
sexual (RASTRELLI et al., 2018), diminuicdo da massa e da forca muscular e da
densidade mineral 6ssea (MARCELLI et al., 2019), aumento da gordura corporal,
principalmente na regido abdominal (RASTRELLI et al., 2018), obesidade
(CARRAGETA et al., 2019), resisténcia a insulina (ZHENG et al., 2016), dislipidemia
e mortalidade em homens idosos (IGLESIAS et al., 2015). Estudos tém mostrado uma
alta prevaléncia de hipotestosteronemia em homens com doenga cardiovascular e
associam baixos niveis séricos de testosterona com aumento de eventos
cardiovasculares e mortalidade (LIU et al., 2016; AUERBACH et al., 2020).

Baixos niveis de testosterona, atribuidos ao hipogonadismo ou a privacdo da
terapia com androgenos, produzem efeitos adversos a saude cardiovascular com
implicacdes na funcao endotelial, hipertensao, resposta inflamatoéria e principalmente
no perfil lipidico. (CHRYSANT et al., 2018) A deficiéncia androgénica € associada a
niveis aumentados de colesterol total, LDL, fatores pro-inflamatérios e maior
espessura da parede arterial que contribui para a disfuncdo endotelial (BUDOFF et
al., 2016; VELHO et al., 2017; MOHAMAD et al., 2019).

Homens que optam por usar terapia de reposicdo hormonal em doses
fisiolégicas de testosterona, apresentam uma taxa significativamente menor de
doencas cardiovasculares (SURAMPUDI et al., 2012). Terapias alternativas também
sédo bem indicadas em associacdo ao tratamento convencional, como o uso do tribulus
terrestres e maca peruana. Estudos em humanos e animais demostram diversos
beneficios destas substancias como: melhora na espermatogénese, aumento da libido

e ganho de massa muscular. Contudo, o aumento da testosterona s foi observado



em pesquisas com animais, em humanos este beneficio ainda n&o foi constatado
(KOVAC et al., 2016; ROAIAH et al., 2017; YOSHIDA et al., 2018).

2.2. TESTOSTERONA E RISCO CARDIOVASCULAR

A testosterona € um horménio pertencente a classe dos androgénicos
(hormodnios sexuais masculinos), ela é encontrada em maior concentragdo nos
homens e, basicamente, suas funcdes sdo associadas ao desenvolvimento das
caracteristicas sexuais masculinas, como o aumento de massa muscular e a
regulacéo de funcdes sexuais (NIESCHLAG et al., 2019; KWONG et al., 2019). O
hipotadlamo secreta 0 GnRH que estimula a hipdéfise anterior a produzir e liberar o FSH
e o LH. (KOSKENNIEMI et al., 2017; FABREGUES et al., 2019) Nas goénadas, o FSH
estimula as células de Sertoli na producdo de espermatozoide, enquanto o LH
estimula as células de Leydig responsaveis pela producdo de testosterona.
(KOSKENNIEMI et al., 2017). Nos testiculos a producao de testosterona gira em torno
de 3 a 10 mg diariamente, que correspondem a uma concentragcao plasmética de 10,4
- 34,7 nmol/L, obtendo seu pico no periodo matutino (KEEVIL et al., 2019; AGRETTI
etal., 2021).

Por meio da acdo das enzimas 5-a-redutase e aromatase, a testosterona pode
ser convertida em dihidrotestosterona e estradiol, respectivamente, podendo ter agéo
tanto direta como indireta em tecido cardiaco e esquelético. (GAGLIANO-JUCA et al.,
2019). A Testosterona e um horménio esteroide derivado das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), e seu transporte depende das proteinas carreadoras, onde grande
parte estdo ligadas a albumina e globulina ligadora de horménios sexuais (SHBG) e
uma pequena parte de forma livre, a qual esta relacionada com a resposta biologia
direta nos tecidos alvos (KWONG et al., 2019).

Segundo a Organizacdo mundial de saude (OMS) os homens sdo mais
propensos as DCV, e tém niveis mais elevados de testosterona do que as mulheres.
No entanto, estudos recentes indicam que os andrégenos podem ter efeito benéfico
no sistema cardiovascular masculino (LIU et al., 2016; AUERBACH et al., 2020), os
baixos niveis de testosterona endégena tém estado envolvidos na presenca de alguns

componentes da sindrome metabdlica (GO et al, 2013), incluindo dislipidemia



(BARNOUIN et al., 2020), obesidade visceral (Kelly, 2015), hipertensdo (DALMASSO
etal., 2017).

Adicionalmente, tem sido observado que tanto os baixos niveis endégenos de
testosterona, quanto a sindrome de deficiéncia de testosterona nos homens estéo
associados a um maior risco cardiovascular (LIU et al., 2016; AUERBACH et al., 2020)
e que o tratamento de reposi¢cdo hormonal parece diminuir esse risco, provavelmente
por meio de modificagdo e melhoria dos fatores de risco cardiovasculares (SPITZER
etal., 2013). Artigos sugerem também uma relacao entre a deficiéncia de testosterona
e 0 desenvolvimento da aterosclerose em homens mais velhos (KLONER et al., 2016;
REZANEZHAD et al., 2019).

Neste contexto os mecanismos anti-inflamatérios da testosterona poderéo ser
benéficos para impedir a progressao da aterosclerose (BIANCHI, 2019; MOHAMAD
et al.,, 2019), Maggio et al., (2005) avaliaram 473 homens idosos mostrando uma
relacdo inversa significativa entre os niveis de Testosterona e do receptor soltvel de
IL-6 (sIL-6r) (uma porcao soluvel do receptor de IL-6 que pode aumentar a atividade
biolégica de IL-6), sugere que existe uma relacdo estreita entre o desenvolvimento de
um estado proé-inflamatério e o declinio nos niveis de Testosterona. Outro estudo
também apontou evidencias de que a testosterona tem capacidade de inibir a
expressdo de Vascular Cell Adhesion Protein 1 (VCAM-1 - molécula de adesao que
promove a migracdo de leucocitos para a placa aterosclerética) no endotélio adrtico
(USMAN et al., 2019; LANNANTUONI et al., 2020).

Deng et al., (2020) demonstraram que a deficiéncia de testosterona acelera a
formacdo precoce da placa de aterosclerose em suinos, e que a deficiéncia de
testosterona envolveu varios metabdlitos predominantemente relacionados ao
metabolismo lipidico, inflamacéo, estresse oxidativo e disturbios endoteliais. Em um
estudo de Dalmasso et al., (2017) foi observada a diminuigéo da pressao arterial em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) castrados tratados com reposicdo de

testosterona.

Em contrapartida, estudos estabelecem uma controvérsia sobre o tema,
afirmando que nem sempre a reposi¢céo hormonal pode ser o tratamento mais indicado
para homens idosos (VIGEN et al., 2013, FERNANDEZ-BALSELLS et al., 2010).Um

estudo de Basaria et al., (2015) avaliaram a progressao da aterosclerose em 308
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homens mais velhos, com niveis de testosterona baixos ou normais, tratados com
testosterona ou placebo durante 3 anos, a administracéo de testosterona nao resultou
em uma diferenca significativa nas taxas de alteracao na espessura da intima-média
da artéria cardtida comum. Budoff et al., (2016) também avaliaram homens com 65
anos ou mais, com uma média de 2 niveis de testosterona sérica abaixo de 275 ng /
dL (82 homens atribuidos a placebo, 88 a testosterona), com dose de testosterona em
gel ajustadas para manter os niveis de testosterona nas faixas normais para homens
jovens, ou gel placebo por 12 meses, Entre os homens mais velhos com
hipogonadismo sintomatico, o tratamento com gel de testosterona por 1 ano em
comparacao com o placebo foi associado a um aumento significativamente maior no
volume da placa ndo calcificada da artéria coronaria, medido por angiografia por

tomografia computadorizada coronariana.

Na maioria dos experimentos com animais, a testosterona exdgena em niveis
fisiolégicos exerceu efeitos neutros no desenvolvimento da aterosclerose
(ECKARDSTEIN e WU, 2003; BOURGHARDT et al. 2010; ALSIRAJ et al., 2019).
Alsiraj et al., (2019) avaliou os efeitos da orquiectomia em camundongos Knockout
para receptor de LDL (LDLr -/-) mostrando a influencia dos baixos niveis de
testosterona sobre a dislipidemia e um aumento na placa de aterosclerose nos grupos
experimentais, e que o tratamento com reposicdo hormonal ndo foi capaz de diminuir
sua progressao. Bourghardt et al. (2010), por sua vez, tratou camundongos ApoE com
doses fisiologicas de testosterona durante 8 semanas e ndo observou diferenca
significativa sobre a deposicdo lipidica no arco aortico dos animais Sham ou

castrados.

Entretanto, apesar de toda controvérsia envolvendo os beneficios da reposicéo
hormonal, estudos na literatura vem associando o hipogonadismo a doencas
cardiovasculares, tais como hipertenséo arterial, infarto agudo do miocardio e diabetes
mellitus (WANG et al., 2011; GO et al, 2013; BARNOUIN et al., 2020). Também tém
sido reportadas correlagbes que sugerem que a hipotestosteronemia pode ser
considerada um fator de risco para aterosclerose que € um importante mecanismo
fisiopatolégico envolvido na origem das doencas cardiovasculares, principalmente nos
eventos isquémicos (ALSIRAJ etal., 2019, GO et al, 2013; HERRINGTON et al., 2016;
BODEN et al., 2020).



2.3.ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € um estado inflamatério crénico e progressivo, caracterizado
pelo acumulo de placas de lipidios e tecido fibroso na parede da artéria, conhecidas
como placas de ateroma, sendo formadas preferencialmente em ramos arteriais,
multiplas areas do arco aortico e contendo pontos de segmentacdo da artéria aorta
(KWON et al.,, 2008; TAGHAVIE-MOGHADAM et al.,, 2014). A progressado da
aterosclerose é determinada por meio da influéncia de diversos fatores e tipos de
células, incluindo células T, células B, células natural killer, monécitos/macro6fagos,
células dendriticas, células endoteliais e células do musculo liso vascular (KASSI et
al., 2013; WOLF et al., 2019).

Inicialmente a doenca esta situada na regido intima arterial, restrita a uma
pequena area entre o endotélio e as células do musculo liso subjacente, e envolve a
retencao de lipidios celulares e matriz extracelular (MOORE e TABAS, 2011; XU et
al., 2019). Diversos aspectos influenciam na alteracdo das células endoteliais,
aumentando a acdo de moléculas adesao celular e quimioatrativas (WANG et al.,
2011; LIBBY et al., 2019). Os mondcitos circulantes sédo atraidos por moléculas de
adesao para a camada intima, em seguida os mesmos diferenciam-se em macrofagos
mediante a acdo do fator estimulante da colénia de macréfagos, expressao induzida
pelo LDL oxidada (LDLox), que por sua vez induz a ativagédo endotelial, caracterizada
pelo aumento na expressado de moléculas de adeséo e da proteina quimioatraente de
monacitos favorecendo a infiltracdo dessa célula no espaco subendotelial. Além disso,
a LDLox também é capaz de ativar a diferenciacdo de mondcitos a macrofagos via
fator estimulante da col6nia de macréfagos, o que é um passo importante, uma vez
gue o macréfago possui receptores capazes de captar a LDL modificada, dando
origem as células espumosas (MIMURA e ITOH, 2015; YANG et al., 2020).
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Figura 1 — Desenvolvimento da lesdo aterosclerética: Na fase inicial da aterosclerose, varios
fatores induzem a disfuncdo das células endoteliais e? aumentar a expressdo de moléculas
quimioatrativas e de adesdo celular. As moléculas de adeséo celular recrutam mondcitos
circulantes para a area de intima. Em seguida, os mondcitos diferenciam-se para macréfagos,
gue englobam a LDLox e se transformam em células espumosas. O acumulo de células
espumosas forma uma lesdo de camadas de gordura. Na fase final da aterosclerose, o
acumulo de lipideos extracelular, células mortas e os detritos celulares contribuem para a
formacéo de nucleo necrotico. As citocinas produzidas pelas células espumosas aumentam a
migracdo e proliferagdo das células do musculo liso para intima, produzindo proteinas de
matriz extracelular e formacéo da capa fibrosa. (Adaptado de Mimura e Itoh, 2015).

Consequentemente, o acumulo de células espumosas é responsavel pelo

desenvolvimento da deposicdo de camadas de gordura, ocorrendo o acumulo de
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lipideos extracelular, células mortas e os detritos celulares que contribuem para a
formacdo de ndcleo necrotico. As citocinas desenvolvidas pelas células espumosas
aumentam a migracao e proliferacdo das células do musculo liso para camada intima,
produzindo proteinas de matriz extracelular e formacao da capa fibrosa (WEBER e
NOELS, 2011).

O estresse oxidativo possui um papel importante na aterogénese, pode levar a
varios eventos celulares, tais como inativacdo de 6xido nitrico (NO), modificacdes
oxidativas de DNA e proteinas, oxidacao lipidica, aumento da proliferacéo e apoptose
de células vasculares, e aumento da expressao e ativacdo de genes redox-sensiveis,
como o receptor para LDLox, moléculas de adeséo, fatores quimiotaticos, citocinas
pré-inflamatérias, metaloproteinases de matriz (CAO et al., 2019; KATTOOR et al.,
2019). Apesar de todos os componentes celulares serem susceptiveis a acado das
espécies reativas de oxigénio (EROS), a membrana celular se destaca em
decorréncia da peroxidacdo lipidica levando a alteracbes estruturais e de
permeabilidade (FORSTERMANN et al., 2017). A oxidacdo dos lipideos insaturados
da membrana celular pode modular muitas vias de sinalizacdo (SCHAFTENAAR et
al., 2016).

Diversos fatores relacionados ao risco cardiovascular estdo associados com 0
estresse oxidativo e desregulacdo da expressao e atividade de enzimas oxidantes e
antioxidantes, incluindo hipertensao, hipercolesterolemia (MALEKMOHAMMAD et al.,
2019). Desse modo, a producéo acentuada de EROS esta intimamente ligada com a
aterosclerose por induzir uma ativacdo crénica do endotélio vascular e componentes
do sistema imune (MARCHIO et al., 2019; YUAN et al., 2019). As EROS do endotélio
vascular se originam de enzimas como NADPH oxidase, mieloperoxidase (MPO),
xantina oxidase, lipoxigenases, NO sintases. Além disso, uma disfuncéo da cadeia
respiratéria mitocondrial pode ter grandes efeitos na producdo de EROS (CADENAS,
2018).

Em humanos, a expressdo elevada de subunidades protéicas de NADPH
oxidase esta associada a aumento da producdo de ions superoxido (O2*-) e a
severidade da aterosclerose (DROGE et al., 2002; VALKO et al., 2007; FORRESTER
et al., 2018). Camundongos com deficiéncia genética de apo-E (ApoE-/-) e NADPH
oxidase apresentaram menor desenvolvimento de aterosclerose que 0s animais

somente ApoE-/- (BARRY-LANE et al.,, 2001). Outra consequéncia do estresse
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oxidativo aumentado € a oxidacdo das LDL, evento crucial para o desenvolvimento da
aterosclerose, como ja citado anteriormente (RAY et al., 2012; CADENAS, 2018).

Dessa forma, verifica-se que o0 uso de terapias alternativas, associadas as
terapias convencionais, talvez possa ampliar os beneficios que ndo sédo observados
com a reposi¢cao hormonal (KOVAC et al., 2016; ROAIAH et al., 2017; YOSHIDA et
al., 2018), visto que essas terapias alternativas podem melhorar fatores como estresse
oxidativo, processo inflamatorio, dislipidemia e hipertensdo. Fatores esses que
normalmente ndo séo tratados com a reposicdo hormonal, ou mesmo, Sao
desencadeados pelo uso do hormonio (FRIQUES et al., 2015; SANTANNA et al.,
2017; BARBOZA et al., 2018).

2.4.PROBIOTICO KEFIR

Dentre as terapias alternativas que tem sido bastante estudada, o uso de
probidticos para o tratamento de doencas cardiovasculares vem ganhando grande
destaque na comunidade cientifica (SHIBY e MISHRA, 2013; BRASIL et al., 2018).
Em especial o kefir, que basicamente é composto por uma simbiose de
microrganismos, tais como bactérias &acido-lacticas, bactérias acido-acéticas e
leveduras (EBNER et al., 2015), envolvidas por uma matriz polissacaridica,
denominada kefirano (CHEN et al., 2015; PRADO et al., 2015).

A palavra kefir deriva do Turco, Keif a qual pode ser traduzida como “sentir-se
bem”, sensagao experimentada apos ingeri-lo. Os graos de kefir foram passados de
geracao em geracao entre as tribos do Caucaso, sendo estes considerados uma fonte

de riqueza familiar (revisado por OZEN, 2015).

O kefir originou-se nas montanhas dos Céaucasos. Os graos de Kkefir,
historicamente, foram considerados um presente de Ala entre o povo mugulmano do
norte das montanhas (ROSA et al., 2017), e seu aspecto se assemelha ao
do iogurte ou coalhada (figura 2). Tradicionalmente, os caucasianos preparavam o
kefir pela fermentacéo do leite em sacos feitos do couro cru (ou estbmago) de animais.
O leite fresco era adicionado do leite fermentado e apdés um tempo, ocorria um
acumulo de camadas de micro-organismos embebidos em um material com proteina

e polissacarideo e, eventualmente, a formacao de gréos (revisado por BENGOA et al.,
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2018). isso levou aos primeiros graos de kefir e deu inicio a longa tradicdo de
fabricacéo de kefir (revisado por ROSA et al., 2017).

Figura 2: Graos de kefir de leite (FRIQUES et al., 2015).

Essas sacolas eram tradicionalmente penduradas nas entradas das casas das
pessoas, 0 que resultava na mistura de seu contetdo quando as pessoas entravam
ou saiam de casa. As sacolas também podiam ser carregadas conforme as pessoas
viajavam, com a instabilidade do passeio influenciando o conteddo (revisado por
OZEN, 2015). Em (1997) Motaghi et al. reproduziram essa teria, enchendo um saco
de couro de cabra com leite pasteurizado, incubados a 24—-26 °C e sendo agitado de

hora em hora. Apos 12 semanas, eles foram capazes de obter gréos de kefir.

Os gréos de kefir podem ser armazenados de diferentes formas, eles podem
ser reservados umidos, secos / liofilizados ou congelados (BERGMANN et al., 2010).
Os gréos de kefir ttm uma vida util limitada quando deixados umidos, pois perdem
sua atividade em 8 a 10 dias com o0 armazenamento a 4 °C (FARAG et al., 2020). Por
sua vez, a liofilizacdo ou secagem a temperatura ambiente por 36 a 48 h permite a
manutencao da atividade por 12 a 18 meses (LONDERO et al., 2012). No entanto,
Garrote et al. (1997) observaram que o congelamento a -20 ° C ou -80 °C era o melhor
meétodo para preservacao de graos. Além disso, eles observaram que o kefir obtido
do armazenamento de grédos nessas temperaturas tinha a mesma microbiota e

caracteristicas de qualidade que o kefir produzido a partir de gréos de kefir ndo
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armazenados. Portanto, se armazenados em condi¢des favoraveis, os graos de kefir
podem permanecer estaveis por muitos anos sem perder sua atividade. O processo
de reconstituicdo dos graos de kefir consiste em realizar incubagdes sucessivas no
leite, onde aos poucos se restabelecem sua estrutura e, posteriormente, novos graos
sdo formados (EBNER et al.,, 2015). A lavagem excessiva e 0 aproveitamento
inadequado alteram a microbiota dos graos e sua viabilidade, bem como a qualidade
do produto final (PRADO et al., 2015).

Os graos de kefir podem ser fermentados ndo apenas em leite, mais também
em agua, e dentre outros veiculos, as bebidas resultantes tém demonstrado, dentre
outros, efeitos anti-inflamatorio e antioxidante. (HADISAPUTRO et al., 2012). Durante
sua fermentacdo sdo produzidos diversos compostos bioativos, como os acidos
organicos, peptideos bioativos e exopolissacarideos (como o kefirano), que atuam de
forma independente ou em sinergia para proporcionar beneficios a saide humana
(HAMIDA et al., 2021).

O consumo da bebida fermentada com grdos de kefir regulamente pode
proporcionar atividade antibacteriana e antioxidante (CHEN et al., 2020), antitumoral
(LIU et al., 2002), restauradora da microbiota intestinal (DE ALMEIDA SILVA et al.,
2020), anti-inflamatoria (YILMAZ et al., 2019) e a anti-hipertensiva (FRIQUES et al.,
2015; BRASIL et al., 2018). Assim, seu 0 consumo deve ser encorajado, uma vez que
0 mesmo € seguro, facilmente produzido em domicilio, possui baixo custo de

producao, podendo ser incorporado a dieta (ROSA et al., 2017).

Evidéncias apontam que o tratamento com kefir € capaz de induzir efeitos
benéficos sobre a hipertensao (FRIQUES et al., 2015; BRASIL et al., 2018), o diabetes
(PUNARO, et al., 2014; OSTADRAHIMI et al., 2015), a obesidade (FATHI et al., 2017,
KIM et al., 2017) e a sindrome metabdlica (ROSA et al., 2017), a aterosclerose em
animais experimentais (UCHIDA et al., 2010; SANTANNA et al., 2017).

Recentemente De Almeida Silva., et al (2020) trataram ratos espontaneamente
hipertensos (SHRs) com kefir durante nove semanas e os resultados indicaram uma
melhoria da integridade estrutural e funcional da parede intestinal e da protecéo contra
neuroinflamacdo nos ndcleos cardiorregulatorios. Devido ao aumento das citocinas
anti-inflamatérias e diminuicdo da resposta pro-inflamatoéria, infere-se que o kefir

possui boa atividade também na prevencdo da aterosclerose (PIMENTA et al.,
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2018).Em um estudo Uchida et al. (2010) demonstraram que os gréos de kefir foram
capazes de reduzir o processo inicial da aterosclerose, devido as a¢des antioxidantes
e anti-inflamatdrias. J& Santanna et al. (2017) avaliaram a frag&o soluvel do kefir em
camundongos machos knouckout para receptor de LDL (LDLr /"), observando que foi

capaz de diminuir a deposicao lipidica na artéria aorta.

LIU et al. (2006) investigaram o efeito hipocolesterolémico do leite de vaca e do
“leite” de soja fermentados pelos gréos de kefir em hamsters. Os hamsters receberam
dieta livre de colesterol ou rica em colesterol acrescidas de 10% de leite desnatado,
kefir-leite, leite de soja ou kefir-leite de soja por 8 semanas (8 grupos). Houve melhora
significativa do perfil lipidico dos animais com a diminuig&o do colesterol total sérico e
hepético, dos triglicerideos séricos e aumento da excrecdo de esterois neutros e sais

biliares.

Em um estudo mais recente Tung et al., (2020) avaliaram camundongos ApoE
tratados com peptideos kefir e observaram uma reducédo da deposi¢do de lipideos
aorticos, além disso, os resultados sugeriram que os peptideos do kefir melhoraram
significativamente o desenvolvimento da lesdo aterosclerotica, protegendo contra a
disfuncdo endotelial, diminuindo o estresse oxidativo, reduzindo a deposi¢cdo de
lipidios adrticos, atenuando o acumulo de macréfagos e suprimindo a resposta imune
inflamato6ria em comparacédo com o grupo SHAM, resultados demonstram a reducao
da progressao aterosclerética via consumo de peptideos de kefir em-
camundongos ApoE, modulando as respostas das células imunes, reduzindo as
EROS e LDLox.
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. Objetivos

3.1.Objetivo Geral

Avaliar o efeito do kefir sobre o desenvolvimento da aterosclerose em
camundongos knockout para receptor de colesterol LDL (LDL™)

castrados, tratados ou ndo com testosterona.

3.2.0Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do tratamento com kefir em camundongos knockout para
receptor de colesterol LDL (LDLr”) castrados com ou sem reposi¢io

hormonal sobre:

= As lesOes ateroscleroéticas;

= O perfil lipidico (colesterol total (CT), colesterol HDL (HDLC), colesterol
nao-HDLC e triglicerideos)

= Os niveis aorticos de colesterol LDL oxidado;
» A atividade de enzimas do sistema redox (SOD e CATALASE);
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4. Material e Métodos

4.1. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos knockout para receptor de colesterol LDL
(LDLr""), com peso entre 25-30 g e com oito semanas de idade. Esses animais
foram fornecidos pelo Laboratério de Acompanhamento Experimental do
Complexo Biopraticas — UVV. Os mesmos foram mantidos em mini-isoladores,
alojados em Rack IVC (Individually Ventilated Caging) ®Alesco, com controle de
umidade e temperatura, ciclo claro-escuro de 12h e acesso a agua e comida ad

libitum com racéo normal (racao Probiotério, Moin ho Primor, S.A.).

4.2. Grupos experimentais

Os camundongos foram separados em cinco grupos experimentais (n=8

para cada grupo):

Camundongos LDLr”:

" Submetidos a cirurgia ficticia e tratados com veiculo: (SHAM)

. Castrados e tratados com veiculo: (CAST)

" Castrados e tratados com Kefir e 6leo de amendoim: (CAST+K)

. Castrados e tratados com leite e com Testosterona: (CAST+T)

" Castrados e tratados com Kefir e com Testosterona: (CAST+K+T)

4.3. Orquiectomia

A orquiectomia foi realizada sob anestesia, utilizando o anestésico
Cetamina (11,5 mg/100g peso) e Xilazina (0,1 mg/100g peso) por via
intraperitoneal (i.p.) no quadrante inferior esquerdo do abddémen, os pelos da
regido escrotal do camundongo foram tricotomizados, a area cirargica lavada
com iodo, a pele do escroto aberta e o epididimo cortado e os testiculos
removidos completamente, e ap6s a ferida foi suturada. (SON et al., 2019;
ALSIRAJ et al., 2019).
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4.4. Preparagao do kefir

Os graos de kefir foram adicionados ao leite integral pasteurizado
(FIORE) em uma proporgéo de 5% e o preparado mantido em temperatura
ambiente (23 ° C). Apés 24 h, esta mistura foi filtrada por meio de uma peneira
de polietileno e o produto filtrado foi refrigerado (4° C) para permitir o
crescimento das leveduras por 24 h (BRASIL et al., 2018). Apos a concluséo
deste processo, o kefir estava totalmente preparado para administracdo. A
bebida de kefir era preparada diariamente para a administracdo aos animais.
Os graos de kefir foram doados pela Dra. Célia Luciade Luces Fortes Ferreira
do Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil

45. Tratamento

Os tratamentos foram iniciados duas semanas ap0s o procedimento
cirargico (orquiectomia e cirurgia ficticia) (ALSIRAJ et al., 2019) e mantidos
durante o periodo de oito semanas (MEIRELES et al., 2013). Os camundongos
tratados com kefir receberam a bebida (0,3 mL / 100g de peso animal) (BRASIL
et al., 2018), por via oral (gavagem), os camundongos tratados com veiculo
receberam, diariamente, leite por gavagem na mesma dose do grupo que
recebeu kefir. Os grupos tratados com reposi¢cdo hormonal receberam cipionato
de testosterona 200mg/mL (Deposteron®, EMS Sigma Pharma Ltda) diluido
com Oleo de amendoim para concentragdo intermediaria (1.5 mg/mL), em uma
dose quinzenal de 0.1 mL/10 g, via intramuscular (MEIRELES et al., 2013) e os

animais que néo receberam testosterona, receberam veiculo na mesma dose.
4.6. Protocolo experimental

ApoOs oito semanas de tratamento, os camundongos castrados e/ou
submetidos a cirurgia ficticia foram eutanasiados com tiopental sédico, 100 mg
/ kg; (Thiopentax®, Cristalia, Sdo Paulo), via intraperitoneal. As amostras de
sangue foram coletadas para analises bioquimicas e, em seguida, foi realizada
a extracao da aorta total e dividida entre aorta toricica para quantificacdo de
deposigao lipidica por “en face”E a aorta abdominal para determinagcéo de LDL
oxidada, atividade das enzimas de superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT).
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4.7. Coleta de sangue e perfuséao

As amostras de sangue foram coletadas por meio de puncdo cardiaca, com
seringa de 1 mL e agulha de insulina. As amostras foram transferidas para tubos secos
e centrifugados a 3000 rpm, por 10 min, em seguida o soro separado e armazenado
a -20°C. Ao final da coleta de sangue, o animal recebeu perfusdo com tampao fosfato
PBS (pH 7,4) por meio do ventriculo esquerdo para total retirada do sangue

remanescente.
4.8. Dosagens bioquimicas

As dosagens de colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos foram realizadas
nas amostras do soro sanguineo, utilizando kits comerciais (BIOCLIN, Rio de Janeiro,
Brasil), seguindo as instru¢cdes do fabricante, por meio do ensaio colorimétrico. A
determinacdo do colesterol LDL foi realizada por meio da equagéo de Friedewald
(Friedewald, 1972): LDL = Colesterol Total - HDL - (Triglicerideos/5). (FRIEDEWALD;
LEVY; FREDRICKSON, 1972).

4.9. Deteccao de LDL oxidada

A determinacao de LDL oxidada foi realizada nas amostras da aorta abdominal,
utilizando kit ELISA (Elabscience, WuHan, China, E-EL-M0066), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Filter Max F3/F5

Multi-Mode Microplate Readers) em 450 nm com resultados expressos em U/L.
4.10. Analise da deposicao lipidica vascular

As amostras previamente submetidas a preparagdo “en face” formam
destinadas para a observacdo de deposicédo lipidica, por meio de coloragdo com o
marcador de lipideos Oil-Red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Todas as amostras
foram submersas em solucéo alcodlica com Oil-Red por um minuto e em seguida
lavadas em uma cuba com agua até retirar todo o excesso do corante vermelho. A
andlise da deposicéo lipidica foi realizada por meio da intensidade e extensédo da
coloracdo vermelha cujas imagens foram adquiridas usando uma camera digital de
alta resolucao e posteriormente digitalizadas para analise morfométrica pelo software
“Image J” (dominio publico — National Institute of Health, USA). (PAIGEN et al., 1987)
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4.11. Ensaio de superéxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi
realizada em amostra do homogenato da aorta abdominal pelo método de Misra e
Fradovich (1972). O meio de reacao foi composto de 1,0 ml de tampéao de carbonato
(0,2 M, pH 10,2), KCI 0,8 ml (0,015 M), 40 ul de homogenato e agua de modo a atingir
o volume final de 3,0 ml. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 0,2 ml de epinefrina
(0,025 M). A alteracdo na absorbéancia foi registada a 480nm em intervalos de 15
segundos durante um minuto a 25 °C. A quantificacdo de proteina foi realizada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). A reacado consiste na inibicdo da auto oxidacao
da epinefrina em adenocromo, na presenca de SOD. Uma atividade da enzima é
definida como a quantidade de enzima que provoca 50% de inibicdo da auto oxidacao

de epinefrina. Os resultados foram expressos como Unidade de SOD/mg de proteina,
4.12. Ensaio da Catalase (CAT)

A determinacédo da atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada no
homogenato da aorta abdominal de acordo com o descrito por Aebi (1984) com
modificacdes. As amostras foram preparadas e acondicionadas em banho de gelo até
o0 momento do ensaio. Numa cubeta de quartzo foram adicionados 2mL de tampéo
fosfato (0,050 M, pH 7,4) e 60 ul da amostra, a rea¢ao se inicia pela acéo de 40 ul de
peroxido de oxigénio (H202) (0,066 M em tampé&o de fosfato). As absorbancias em
240 nm foram registradas a cada 15 segundos, pelo intervalo de 1 minuto. A
guantificacdo de proteina foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que
consome metade do H202 em um minuto a 25°C. Os resultados foram expressos como

Coeficiente de extingdo do perdxido por minuto (AE.min/mg proteina).
4.13. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média, mais ou menos o erro padréo da
média (E.P.M.), submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA). A diferenca
entre as médias foi determinada por teste post-hoc de Tukey, ajustado para multiplas

comparacdes, com significancia aceita acima de 5% (p<0,05).
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5. Resultados

Na figura 3 estdo expressos os dados da andlise en face de aorta toracica
de camundongos knockout para o receptor LDL dos diferentes grupos experimentais.
Como esperado, o grupo CAST teve um aumento significativo na area de lesdo em
relacdo ao grupo SHAM. A éarea de leséao foi menor nos grupos CAST+K e CAST+T,
guando comparado ao grupo CAST e a associagéo dos tratamentos CAST+K+T teve
uma reducdo na area de lesdo quando comparado com os grupos CAST+K, e
CAST+T (SHAM: 0,8092+0,1707; CAST:4,051+0,5068; CATS+K: 1,527+0,3157,
CAST+T: 1,645+0,1993; CAST+K+T: 0,6205+0,0782).
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Figura 3: Dados da andlise de deposicéo lipidica (en face) (mm?) dos animais do grupo
controle com cirurgia ficticia (SHAM), castrados (CAST), castrados que receberam Kefir
(CAST+K), castrados que receberam reposicdo com testosterona (CAST+T) e castrados que
receberam kefir e reposicao com testosterona (CAST+K+T). Dados expressos como média *
EPM. 2p<0,01 em relagdo ao grupo SHAM; "p<0,01 em relagdo ao grupo CAST; °p<0,01 em
relacdo ao grupo CAST+T.

Na figura 4 analisamos a oxidacéo de lipoproteina de baixa densidade (LDLox) na
aorta de camundongos knockout para o receptor LDL, onde o grupo CAST apresentou
maior oxidacdo de lipoproteinas quando comparado ao grupo controle SHAM, ja o

grupo CAST+K teve uma menor oxidacao de lipoproteinas em comparagao ao grupo
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CAST. A oxidagéo de lipoproteinas também foi menor no grupo CAST+K+T quando
comparado ao CAST+T (SHAM: 0,058+0,0039; CAST: 0,0878+0,0074; CAST+K:
0,0623+0,0024; CAST+T: 0,0741+0,0081; CAST+K+T: 0,0653+0,0018).

LDLox
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Figura 4: Dados da andlise da oxidacdo de LDL (LDLox) (ng/mL) dos animais do grupo
controle com cirurgia ficticia (SHAM), castrados (CAST), castrados que receberam Kefir
(CAST+K), castrados que receberam reposicdo com testosterona (CAST+T) e castrados que
receberam kefir e reposicdo com testosterona (CAST+K+T). Dados expressos como média +
EPM. 2p<0,01 em relagdo ao grupo SHAM; Pp<0,01 em relagdo ao grupo CAST; °p<0,01 em
relacdo ao grupo CAST+T.

Na figura 5 estdo representadas a atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD) (A) e catalase (CAT) (B) nas aortas de camundongos knockout para o receptor
LDL. A atividade da SOD teve uma menor expressdo nos grupos CAST em
comparacao com os animais SHAM, a qual foi a aumentada nos grupos castrados e
gue receberam algum tipo de tratamento. Além disso, o grupo CAST+K+T apresentou
atividade aumentada em relacdo aos demais grupos tratados (CAST+K, CAST+T
(SHAM: 13,6600+1,1180; CAST: 8,0670+0,7417 ;  CAST+K: 15,3900+0,5335;
CAST+T: 13,3500+0,4900; CAST+K+T: 19,2400+1,5610). Em relacdo a enzima CAT,
ndo houve diferenca na sua atividade entre 0s grupos experimentais (SHAM:
5,7820+2,1860; CAST: 8,1160+1,7640; CAST+K: 24,6100+5,6320; CAST+T:
12,8700+3,1660; CAST+K+T: 26,1700+5,0940).
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Figura 5: Dados da analise da enzima superoxido dismutase (SOD) (A) e catalase (CAT) (B)
dos animais do grupo controle com cirurgia ficticia (SHAM), castrados (CAST), castrados que
receberam Kefir (CAST+K), castrados que receberam reposi¢cdo com testosterona (CAST+T)
e castrados que receberam kefir e reposicdo com testosterona (CAST+K+T). Dados
expressos como média + EPM. 2p<0,01 em relagédo ao grupo SHAM; Pp<0,01 em relagédo ao
grupo CAST; °p<0,01 em relacao ao grupo CAST+T.

A Figura 6 apresenta os dados de ganho de peso dos animais experimentais.
Como esperado o grupo CAST teve um maior ganho de peso quando comparado com
0s animais SHAM, e os grupos CAST+K, CAST+T e CAST+K+T apresentacdo um
menor ganho de peso quando comparado ao grupo que realizou a cirurgia de
castracao (CAST) (SHAM: 7,5710+0,6851; CAST: 12,7500+0,7500; CAST+ K:
7,833040,4014; CAST+T: 7,0000+0,0500; CAST+K+T: 6,3000+0,6839).
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Figura 6: Dados de ganho de peso (g) dos animais do grupo controle com cirurgia ficticia
(SHAM), castrados (CAST), castrados que receberam Kefir (CAST+K), castrados que
receberam reposicdo com testosterona (CAST+T) e castrados que receberam kefir e
reposicao com testosterona (CAST+K+T). Dados expressos como média £ EPM. 2p<0,01 em
relacdo ao grupo SHAM; °p<0,01 em relagéo ao grupo CAST.

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados dos parametros bioquimicos
relacionados ao perfil lipidico dos grupos SHAM, CAST, CAST+K, CAST+T e
CAST+K+T. Nao houve diferenca em nenhum desses parametros nos animais
estudados.

Tabela 1: Dados de perfil lipidico dos animais do grupo controle com cirurgia ficticia (SHAM),
castrados (CAST), castrados que receberam Kefir (CAST+K), castrados que receberam

reposicdo com testosterona (CAST+T) e castrados que receberam kefir e testosterona
(CAST+K+T). Dados expressos como média + EPM.

PARAMETRO GRUPOS

SHAM CAST CAST+K CAST+T CAST+K+T
COLESTEROL TOTAL 255123 253414 242415 287+41 27657
TRIGLICERIDEOS 115+25 9714 99+17 135+24 152+23
HDL 75+12  77+11 77+14 81+39 75+18
LDL 49+16 3860 5370 7917 48+20
NAO-HDL 147436 148+28 145453 143+53 143+61
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6. Discussédo

Camundongos nocautes para receptor de LDL tém sido utilizados como modelo
para investigar os mecanismos envolvidos no processo da aterosclerose (FRIQUES
et al., 2015; SANTANNA et al.,, 2017; BARBOZA et al.,, 2018). Esse modelo é
caracterizado por sofrer um silenciamento do gene que codifica LDL receptor e
apresentar niveis de colesterol no plasma aumentados, quando tratados com dieta
hipercolesterolémica desenvolvem aterosclerose (MILASAN et al., 2019; EL GOLLI-
BENNOUR et al.,, 2019; LU et al.,, 2020). Nossos resultados indicam que a
orquiectomia promoveu o desenvolvimento significativo p<0,01 na area de leséo
aterosclerdtica nos animais castrados em comparagéo aos demais grupos. igualmente
aos nossos achados Alsiraj et al., (2019) demostraram que o procedimento de
orquiectomia independende da dieta hiperlipidica foi responsavel por desenvolver um
aumento na placa de aterosclerose em camundongos nocautes para receptor de LDL.
Trazendo indicios da influéncia da testosterona no metabolismo dos lipides e do

colesterol, que ainda precisa ser investigada.

O aumento do colesterol total e da fracdo LDL s&o fatores associados ao maior
risco de aterosclerose e de doenca coronariana (KASSI et al., 2013; WOLF et al.,
2019). No entanto, em nossa pesquisa, nado foram encontradas diferencas
significativas entre os resultados do perfil lipidico, apesar da testosterona ser
sintetizada a partir do colesterol através de cadeias enzimaticas dentro das células de
Leydig, localizadas no intersticio do testiculo maduro, o colesterol utilizado para a
sintese de testosterona pode ser obtido através de ésteres de colesterol armazenados
na matriz intracelular ou a partir de lipoproteinas de baixa densidade colesterol
extracelular. Considerando que a testosterona é produzida nos testiculos e nas
adrenais, é necessario esclarecer se a glandula adrenal assume papel compensatorio
enddcrino apds orquiectomia, no entanto, apenas esses dados séo insuficientes para
estabelecer uma relacéo definitiva entre o hipogonadismo masculino e a aterosclerose
(LIU et al., 2016; AUERBACH et al., 2020).

O uso crénico tanto do kefir quanto da reposi¢cdo hormonal demonstraram uma
diminuig&o significativa no desenvolvimento da placa de aterosclerose, comparado ao
grupo castrado, além disso, a associacdao entre kefir e reposicdo hormonal com

testosterona determinou uma redugé@o mais acentuada da deposicao lipidica no arco
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da aorta dos animais LDL-/-. Wilhelmson et al., (2018) avaliou a castracédo pré-puberal
de camundongos machos apoE, apds 11 semanas do procedimento de orquiectomica,
0S animais castrados aumentaram a aterosclerose em comparagdo aos demais
grupos reafirmando nossos achados de que a testosterona protege contra a
aterosclerose em camundongos machos, nossos resultados foram significativos sobre
o desenvolvimento da placa de aterosclerose e sao independentes de alteracbes no
perfil lipidico dos animais, reforcando a importante agdo do kefir sobre o estresse
oxidativo. A Formacéao das LDL oxidadas exerce uma funcdo importante no processo
inflamatério de formacdo da placa, reforcam o papel do estresse oxidativo na
aterosclerose, as espécies reativas de oxigénio liberadas pelos macrofagos sobre ox-
LDL formam moléculas hiper oxidadas, causando sua transformacdo em células
espumosas que, associadas aos leucécitos, formam camadas de gordura arteriais,
secretam fatores de crescimento que induzem a migracao e proliferagdo das células
de musculo liso para a camada intima. Em um estudo recente Tung et al., (2020)
demonstraram uma reducdo da deposicdo de lipideos adrticos em camundongos
ApoE, tratados com administracéo oral de peptideos kefir e, além disso, os resultados
sugeriram que os peptideos do kefir desempenham um papel na prevencdo da
aterosclerose, modulando as respostas das células imunes, reduzindo as producdes

de espécies reativas de oxigénios (EROs) e LDLox.

Dessa forma, os achados observados nos animais tratados com kefir do
pressente estudo, demonstram uma importante redugéo na expressao de LDLox, a
oxidacao de lipoproteinas foi menor no grupo CAST+K+T quando comparado ao
CAST+T, reforgcando a interagdo do kefir na reducdo dessa expressdo, as LDLox
seriam fagocitadas para formar as células espumosas no processo aterosclerotico,
reforcando que a reducgéo da LDLox desempenha um papel importante na reducdo da
formacao da placa de aterosclerose. Nossos resultados também se sustentam nos
resultados de Mitra et al., (2011) que afirmou que LDLox esta presente em todas as
etapas da aterosclerose, provocado pelo estado pré-oxidante, desde o inicio até os
eventos trombéticos agudos, a LDLox também é responsavel pela ruptura da capa
fibrosa e formacao de coagulo de plaquetas em artérias estreitadas, resultando em

sindromes clinicas de isquemia tecidual.

O estresse oxidativo também contribui para aumento na oxidacdo de LDLs,

formando as LDLs oxidadas, que desempenham um importante papel na iniciagcéo e
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progressédo da aterosclerose. A oxidacdo de LDL leva a formacao de epitopos, como
resultado da decomposicdo oxidativa dos acidos graxos. Filete et al.,, (2020)
demonstraram que homens com baixos niveis de testosterona apresentaram maior
oxidacdo de LDL, o que pode predizer um alto risco aterosclerético. Como o Kefir
possui acdo antioxidante j4 observada na literatura, se esperava uma diminuicdo na
oxidacao de LDL nos grupos tratados com kefir (FRIQUES et al., 2015; SANTANNA
etal., 2017; BARBOZA et al., 2018).

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com a kefir associado a
terapia de reposicdo hormonal também foi capaz de melhorar a expresséo da enzima
superéxido dismutase (SOD), que é responsavel por constituir os sistemas de defesa
do organismo contra os radicais superoxido e sédo rapidamente induzidas em algumas
condi¢cBes como a exposicado ao estresse oxidativo, e sua atividade pode aumentar
para compensar a excessiva producédo de radicais superdxido, o aumento observado
na atividade da enzima sugere uma resposta adaptativa do organismo no combate
aos possiveis danos determinados pelos radicais livres de oxigénio. corroborando com
0 estudo de El Golli-Bennour et al (2019) que o tratamento com Kefir restaurou as
atividades da SOD e catalase, entretanto, em nosso tratamento n&o foi observado
alteracbes da enzima catalase, esses dados estdo de acordo com a pesquisa

realizada por Lu., et al (2020).

Em resumo, os resultados do perfil lipidico sérico dos camundongos obtidos no
presente trabalho, ndo apresentaram diferenca significada entre os grupos, se
assemelhando aos resultados de Santanna et al. (2017), que néo observou alteracoes
no perfil lipidico apés tratamento com fracdo soluvel de Kefir, mas com reducéo da
deposicao lipidica em aorta, Outro fator importante a se levar em consideracgéao foi a
auséncia do tratamento com a dieta aterogénica observada em estudos com o mesmo
modelo animal, demonstrando a influéncia da dieta aterogénica sobre a modificacéo
genética desses camundongos no desenvolvimento de hipercolesterolemia o que
corrobora com a maioria dos estudos encontrados na literatura. (MILASAN et al.,
2019; EL GOLLI-BENNOUR et al., 2019; LU et al., 2020)
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7. Concluséao

Em conclusdo presente estudo demonstrou que o tratamento dos
camundongos castrados tratados com kefir obtiveram menor deposicéao lipidica na
aorta, diminuicao da expresséo de LDL oxidado e uma melhora na atividade da SOD
e seus resultados sdo expressivamente melhorados quando associado ao uso do
tratamento com reposi¢do hormonal. No entanto, mais estudos sdo necessarios para

aprofundar investigar 0s mecanismos responsaveis por essa associacao.
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9. Anexo

UNIVERSIDADE

VILAVELHA

Universidade Vila Velha
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA- UVV)

PARECER DO RELATOR

Parecer N°. 554-2019
Pesquisador (a) Responsavel: Tadeu Uggere de Andrade

Tipo de Pesquisa: Pesquisa
Instituigio onde serd desenvolvido: Universidade Vila Velha
Situagio: APROVADO

Ao analisar o projeto de pesquisa: “Avaliacio do efeito do
Kefir sobre o desenvolvimento de lesiies aterosclerdticas em camundongos
orquiectomizados Knockout para receptores de LDL (LDLr+/-)", tendo
como pesquisador(a) responsiavel Taden Uggere de Andrade e considero que
o projeto se encontra adequado e satisfatoriamente de acordo com as exigéncias
das Resoluges que regem esse Comité. A duragio do projeto é de 01/12/2019
a 01/03/2021. Assim, mediante a importincia social e cientifica que o projeto
apresenta, a sua aplicabilidade ¢ conformidade com os requisitos éticos, sou de
parecer favordvel i realizagio do projeto classificando-o como APROVADOQ,
com uso previsto de 60 (sessenta) camundongos Knockouts (rLDL (LDL-/-
)). pois 0 mesmo atende aos Requisitos Fundamentais da Normas de Conduta
para a Utihzagio de Animais no Ensino, Pesquisa ¢ Extensio na Universidade
Vila Velha.
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