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RESUMO

Estudos apontam que o estrogénio contribui para o bom funcionamento do
sistema cardiovascular, uma vez que pode modular a geracdo de fatores de
relaxamento e contracdo derivados do endotélio. Contudo, em mulheres na
fase pods-menopausa, o0 uso de terapia de reposicdo hormonal vem
apresentando riscos que potencialmente superam os beneficios. Visando a
necessidade da busca de novas terapias, este trabalho investiga o tratamento

ndo farmacolégico com a bebida probidtica Kefir.

Foram utilizadas ratas wistar de 8 semanas de idade, isoladas as artérias
mesentéricas de terceira ordem para o protocolo de reatividade vascular.
Foram realizadas curvas concentracdo-resposta a ACh apos pré-contracdo
com fenilefrina. A avaliacdo foi realizada na auséncia e na presenca de
inibidores - Indometacina (INDO) — Inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase
(COX); NS 398 — Inibidor seletivo da COX-2; Apocinina — Inibidor da NADPH
oxidase; Catalase — enzima que degrada o H,O, em H,O e O;; Tiron —
“sequestrador’ do anion superoxido. Adicionalmente, as artérias mesentéricas
de resisténcia foram dissecadas e a expressao proteica da enzima conversora
de angiotensina (ECA), da catalase, da superdxido dismutase (SOD), NOX-2 e
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) teciduais foi analisada. A geracdo de
espécies reativas de oxigénio foi realizada via fluorescéncia usando
dihidroetidio (DHE).

A indometacina reduziu a resposta de relaxamento a ACh no grupo OVX na
curva concentracdo-resposta, enquanto no grupo Kefir, ndo alterou o
relaxamento. O que também pode ser observado na presenca NS 398. A
Apocinina e o Tiron ndo alteraram a resposta de relaxamento a ACh no grupo
OVX e nem no grupo OVX-K. Por outro lado, em presenca de catalase, a
resposta a ACh foi reduzida em ambos os grupos, porém houve uma reducao
mais acentuada no grupo OVX. O grupo Kefir apresentou aumento da
expressao proteica da ECA e da catalase, em relacdo ao grupo OVX. Em
relacdo a quantificacdo da producdo de anion superoxido, o grupo OVX-K
apresentou menor producdo quando comparado ao grupo OVX, embora a

expressao proteica da NOX-2 nao ter apresentado diferenca entre 0s grupos.



Concluimos que o Kefir em ratas ovariectomizadas reduz a participacao de via
oxidativa (H.O,), aumenta a via antioxidante (catalase) e reduz uma via
inflamatdria (COX-2) na resposta a ACh em vasos de resisténcia de ratas OVX
quando comparadas ao grupo nao tratado, o que pode demonstrar ser um
produto benéfico no tratamento preventivo da disfuncéo vascular que ocorre no

periodo da p6s-menopausa.

Palavra-chave: kefir, ovariectomia, endotélio, reatividade vascular, estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Studies have shown that estrogen contributes to the proper functioning of the
cardiovascular system, since it can modulate the generation of relaxation and
contraction factors derived from the endothelium. However, in postmenopausal
women, the use of hormone replacement therapy has been presenting risks that
potentially outweigh the benefits. Aiming at the need to search for new
therapies, this work investigates the non-pharmacological treatment with the

probiotic drink Kefir.

8-week-old adult Wistar rats (Rattus norvegicus) were used, isolated the third
order mesenteric arteries for the vascular reactivity protocol where
concentration-response curves to ACh were performed after pre-contraction
with phenylephrine. The evaluation was carried out in the absence and
presence of inhibitors - Indomethacin (INDO) - Non-selective cyclooxygenase
inhibitor (COX); NS 398 — COX-2 selective inhibitor; Apocynin - NADPH oxidase
inhibitor; Catalase - enzyme that degrades H,O, into H,O and O2; Tiron -
“scavenger” of the superoxide anion (oxidative stress). In addition, the
mesenteric resistance arteries were dissected and protein expression of
angiotensin-converting enzyme (ACE), catalase, superoxide dismutase (SOD),
and tissue tumor necrosis factor alpha (TNFa) analyzed. In addition, we also

evaluated the fluorescence of superoxide anions.

Indomethacin reduced the relaxation response to ACh in the OVX group in the
curved concentration response, while in the Kefir group, it does not alter or
relax. This can also be observed in the presence of NS 398. Apocinin and Tiron
did not alter the relaxation response of ACh in the OVX group or in the OVX-K
group. On the other hand, in the presence of catalase, the response to ACh was
reduced in the OVX and OVX-K group, however this reduction was greater in
the OVX group. The Kefir group shows increased protein expression of ACE
and catalase, compared to the OVX group. Regarding the quantification of
superoxide production, the OVX-K group has the lowest production when
compared to the OVX group, although the NOX-2 protein expression did not

show any difference between the groups.



We conclude that Kefir in ovariectomized rats reduced H,O,-induced oxidative
stress, increased catalase-antioxidant enzyme, COX2 inflammatory pathway in
the response to ACh in resistance vessels of OVX rats when compared to the
untreated group. Altogether, we conclude that kefir is a beneficial product a
beneficial product in the preventive treatment of vascular dysfunction

characteristic of post-menopausal period.

Key words: kefir, ovariectomy, endothelium, vascular reactivity, oxidative
stress.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sédo a principal causa de mortalidade
no mundo (Murray & Lopez, 1996, SOBRAC, 2003; OPAS/WHO, 2017).
Anualmente mais pessoas morrem por essas enfermidades do que por
qualquer outra causa (OPAS/WHO, 2017). Estudos mostram que as DCV sé&o
menos frequentes em mulheres na pré-menopausa do que em homens, o que
sugere forte associacdo entre o dimorfismo sexual e as diferencas observadas
na ocorréncia dessas doencas. Porém, essa disparidade diminui na fase pds-
menopausa, que ocorre na segunda metade de vida das mulheres, sugerindo
que as alteragbes hormonais que ocorrem nesse periodo estejam intimamente
relacionadas com a fisiopatologia de doencas cardiovasculares (Giosia, 2018),
0 que estd associado com efeito cardioprotetor dos horménios sexuais

ovarianos (Taddei et al., 1996; Jousilahti et al., 1999).

O horménio sexual (HS) mais estudado no sistema cardiovascular (SCV) é o
estrogénio. Os efeitos benéficos no SCV observados no periodo reprodutivo
podem ser justificados pelo fato do estrogénio modular a geracéo de fatores de
relaxamento derivados do endotélio (Dantas et al.,1999; Golding & Kepler,
2001, Santos et al., 2004). No endotélio vascular, ocorre a producao de fatores
vasodilatadores como o 6xido nitrico (NO), hiperpolarizacdo dependente do
endotélio (EDH) e a prostaciclina (PGIl;). Em contra partida a esse sistema,
existe também a producéo de fatores vasoconstritores como endotelina (ET-1)
e tromboxano (TXA;), entre outros. Esse conjunto de fatores, é responséavel
pela homeostase vascular (Furchgott & Vanhoutte, 1989; Stankevicius et al.,
2003; Qiao et al., 2008; Félétou & Vanhoutte, 2009). Adicionalmente, os efeitos

vasodilatadores do estrogénio podem ser explicados por dois mecanismos: o
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efeito direto sobre o musculo liso vascular, inibindo canais de calcio voltagem
dependente do tipo L ou estimulando a corrente de saida de potassio
(Ruehlmann et al.,1998; Valverde et al.,1999; Mazzuca et al., 2015), e o efeito
dependente do endotélio (Farhat et al.,1996; Jun et al.,1998; Mendelsohn,
2000; Golding & Kepler, 2001), quando age estimulando a producéo de fatores

de relaxamento via endotélio.

Adicionalmente, o estrogénio, atua por mecanismos gendmicos (classico) e ndo
gendmicos (extra-nucleares). A acdo gendmica esta relacionada com a ligagcédo
a receptores intracelulares do tipo alfa (ERa) ou beta (ERB). Esses receptores
séo expressos em diversos tecidos incluindo nos vasos sanguineos (Kuiper et
al., 1997; Brunette & Leclerc, 2002; Shearman et al., 2003; Orshal & Khalil,
2004, Taylor et al., 2009). Ao entrar em contato com as células do tecido alvo,
0 estrogénio atravessa a membrana plasmética e forma o complexo horménio-
receptor (Jensen & DeSombre, 1973), interagindo com seu receptor especifico
intracelular (Nadal et al., 2001; Norman et al., 2004). Esse complexo entéo,
passa por uma dimerizacdo, e tem acesso ao ndcleo, onde atua como cofator
de transcricdo. No nucleoplasma, ha ligacdo a uma regido especifica do DNA
resultando em regulacdo da expressao de genes-alvo. Essa ligacdo ao DNA
estimula ou inibe as transcricbes génicas, aumentando os niveis de RNAmM
(Norman et al., 2004), que apdés o processo de traducdo, leva a sintese de
proteinas especificas (O’'malley & Means, 1974). Essas proteinas estdo
relacionadas as respostas celulares e ativagdo de cascatas enzimaticas,

modificando a fisiologia celular (Nadal et al., 2001; Norman et al., 2004).

Além do mecanismo classico, o estrogénio, como 0s demais esteroides, pode

atuar por mecanismos conhecido como extra-nucleares, onde se liga a
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receptores presentes na membrana plasmatica das células alvo e ativa
respostas celulares mais rapidas por segundos mensageiros especificos (Kelly
& Levin, 2001). Esses mecanismos podem contribuir para modulacdo vascular
ao estimular o relaxamento dependente do endotélio, enquanto a deficiéncia
desse hormonio pode conduzir a disfungdo endotelial (Orshal & Khalil.,2004;
Wang et al., 2012; Cutini et al. 2012). Estudos mostram que em anéis de aorta
de ratas com deficiéncia de estrogénio, a inducdo da acetilcolina (ACh) ao
relaxamento foi menos efetivo, além do aumento da contragéo a fenilefrina (PE)
guando comparados a animais tratados com estrogénio (Ribeiro et al., 2017).
Nesse mecanismo, podemos citar um terceiro receptor de estrogénio, o
receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER). que tem sido
relacionado com vias de sinalizacdo rapidas em resposta a ligacdo do

estrogénio (Carmeci et al., 1997; Takada et al., 1997, Filardo et al., 2000).

Diversos estudos sugerem que a disfuncdo endotelial estd diretamente
relacionada a fisiopatologia das DCV. Nas doencas vasculares ocorre um
desequilibrio na producdo e biodisponibilidade dos agentes vasodilatadores,
favorecendo o aumento de fatores vasoconstritores derivados do endotélio
(Cohen et al., 1983; Furchgott & Vanhoutte, 1989; Stankevicius et al., 2003;
Qiao et al., 2008; Félétou & Vanhoutte, 2009). Esse desequilibrio pode levar a
aumento do tdnus vascular, processo aterosclerético o que por sua vez, levam
a aumento da pressao arterial e eventos cardiovasculares, como infarto do

miocardio, acidente vascular encefalico e outros (Moreau et al., 2012).

Desta forma, podemos compreender a razdo de mulheres na fase poés-
menopausa apresentarem mais eventos cardiovasculares (Kurt & Buyukafsar,

2013; Schenkel et al., 2014), evidenciando a acdo dos HS no que se refere a
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cardioprotecao (Barton & Meyer, 2009; Yang & Reckelhoff, 2011; Knowlton &
Lee, 2012) sugerindo a reposicdo hormonal na fase de pds-menopausa.
Entretanto a terapia de reposicdo hormonal (TRH), cuja a restauracédo dessa
protecdo em mulheres na pds-menopausa era esperada, ainda é algo
controverso (Manson et al.,, 2003; Wassertheil-smoller et al.,2003; Yildirir,

2010).

Gompel e colaboradores (2011) sugerem que a TRH em mulheres pés-
menopausa confere uma protecdo eficiente contra a progressao da doenca
arterial por corrigir a deficiéncia de estrogénio, embora estudos tenham
mostrado que esse tipo de terapia ndo seja a mais interessante em termos de
prevencao de sintomas vasomotores, osteoporose e doencgas cardiovasculares
(Hulley et al., 1998; Rossouw et al., 2002; Berg et al., 2006; Valdes & Bajaj,
2019), uma vez que foram observados varios efeitos colaterais, como cancer
de mama e doencas tromboemboliticas (Renoux et al., 2017). Desta forma,
ficou evidenciada a necessidade de investigar possiveis terapias seguras para

serem utilizadas pela mulher nessa fase da vida.

Na busca por terapias alternativas, a tibolona, o raloxifeno e tamoxifeno, em
estudos anteriores do nosso laboratorio em ratas com deficiéncia de hormdnios
sexuais femininos, foram capazes de normalizar a reatividade vascular em
coronaria, mesentérica e aorta, aliados a reducao de citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a e IL-6) e aumento na concentracdo de peptideo natriurético atrial
plasmatico e cardiaco (Wong et al., 2006; Borgo et al., 2011; Medeiros et al.,
2012; Lamas et al., 2017). O raloxifeno e o tamoxifeno sao classificados como
moduladores seletivos dos receptores de estrogénio (SERMs). Os SERMs sao

uma classe de compostos sintéticos que atuam como antagonistas ou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Renoux%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28326633
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agonistas dos receptores de estrogénio, de acordo com os tecidos alvo
(Kushner et al., 2000; Arpino et al., 2008). Enquanto a tibolona € metabolizada
no organismo formando varios metabdlitos, que podem agir em receptores de
estrogénio e de progesterona (Kloosterboer et al., 2004).

Essas drogas podem agir como agonistas em receptores de estrogénios
(Kushner et al., 2000; Arpino et al., 2008, Henriques et al., 2010) e apesar dos
resultados promissores mostrados em diversos estudos, estas terapias também
vém apresentando riscos que potencialmente superam os beneficios, como
surgimento de cancer de mama com a tibolona (Beral et al., 2003; Cummings
et al., 2008) e doencas tromboemboliticas com raloxifeno (Barrett-Connor et al.,
2006) e tamoxifeno (Onitilo et al., 2009), de forma semelhante a terapia de

reposicao hormonal (TRH) classica.

Além disso, outro aspecto que tem mostrado grande influéncia na instalacao de
DCV é a microbiota intestinal (MI). Estudos recentes mostraram que em
pessoas saudaveis, a diversidade de bactérias benéficas que compde a Ml é
maior que em pacientes com DCV, o que sugere a importancia do papel da Ml

nas DCV (Li et al., 2017; Amadei et al., 2019).

Os microorganismos habitam quase todo corpo humano e na maioria das
vezes, vivem em uma relacdo harménica com seu hospedeiro. Trilhdes de
micrébios associam-se a tecidos especificos do organismo de forma que
atualmente, se tornou essencial para varias funcdes fisiolégicas do hospedeiro

(Backhed et al., 2005; Schwabe , et al., 2013; Grover & Kashyap, 2014).

7

Para garantir a homeostase intestinal, € necessario haver uma composi¢cao

bacteriana equilibrada além de manter a diversidade do microbioma, contendo
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maior abundancia de enzimas capazes de sintetizar metabdlitos, como por
exemplo o butirato (&cidos graxos de cadeia curta (AGCCs)), que fornece
energia para ceélulas epiteliais do cdlon, além de exibir propriedades capazes
de modular o sistema imune e anti-inflamatorio contribuindo para a manutencgao
da integridade da barreira epitelial intestinal (Riviere et al., 2016; Xiao, 2017;
Baker et al, 2017). Consequentemente, o desequilibrio da MI, chamada
disbiose, leva a reducgéo da diversidade bacteriana, o que pode levar a uma
resposta inflamatéria exacerbada capaz de alterar o perfil metabdlico
prejudicando o epitélio intestinal (Baker, 2017). Além disso, a alteracdo na
homeostase intestinal leva a reducdo das juncdes célula-célula, do tipo Tigh
junctions levando a um aumento da permeabilidade e translocagéo bacteriana.
A translocacdo bacteriana pode levar a inflamacdo sistémica, levando a
exacerbacéo ou inducao de doencas (Deitch, 1990; Baker, 2017; Cavalcanti et

al, 2018).

Estudos tém mostrado a relacdo estreita entre a disbiose intestinal e o
metabolismo de estrogénio (Baker, 2017). O estrogénio € desconjugado por
uma enzima que o transforma em suas formas ativas e que € secretada através
da MI. Quando esse processo é prejudicado pela disbiose, a reducédo da
desconjugacdo consequentemente leva a diminuicdo dos estrogénios
circulantes que pode acarretar no aparecimento de doencas relacionadas ao
hipoestrogenismo, e quando isso ocorre, esse relacionamento entre a Ml e

estrogénio é reestruturado de acordo com as novas circunstancias (Homma,

2005; Baker, 2017; Vieira, 2017).

Homma, 2005 mostrou que fémeas sdo mais resistentes a lesdes intestinais

gue machos, apontando que 0s hormdnios sexuais estdo envolvidos na
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modulacdo da integridade epitelial do intestino. Como citado anteriormente,
varios tecidos expressam receptores de estrogénio, incluindo intestino, cérebro,
0sso e tecido adiposo. Essa expressdo ampla, demonstrou que o estrogénio
influencia uma diversidade de respostas fisioldgicas, incluindo desenvolvimento
neural, saude cardiovascular, densidade Ossea e doencas nheoplasicas,

incluindo canceres (Felson et al., 1993; Fu et al., 2016; 2017)

Recentemente, nosso grupo de pesquisa iniciou estudos com alimentos
funcionais em animais hipertensos machos (Brasil, et al., 2018). Neste
contexto, além dos dois estudos produzidos pelo nosso grupo, outros estudos
experimentais e clinicos tém demonstrado os efeitos benéficos dos alimentos
funcionais (Friques et al., 2015, Xiao et al., 2017; Bengoa et al., 2019),
incluindo a diminuicdo da presséo arterial (PA) e a atenuagao da disfuncao
endotelial em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tratados cronicamente
com estes produtos (Friques et al., 2015).

Além dos dois estudos produzidos pelo nosso grupo, outros estudos
experimentais e clinicos tém demonstrado os efeitos benéficos dos alimentos
funcionais (Friques et al., 2015, Xiao et al., 2017; Bengoa, 2019), incluindo a
diminuicdo da pressao arterial (PA) e a atenuacdo da disfuncdo endotelial em

ratos SHR tratados cronicamente com estes produtos (Friques et al., 2015).

Entre as variedades de alimentos funcionais cientificamente validados
disponiveis, um foco importante das investigacfes séo os leites fermentados
contendo bactérias acido lacticas, chamados probioticos, que segundo a OMS,
sao produtos alimentares contendo microrganismos vivos, Cujo consumo em
quantidades adequadas, traz beneficios a saude (World Health Organization —

WHO, 2001). Estudos tém demonstrado diversos beneficios a satde humana
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com a utilizagdo de probidticos visando a prevencdo de doencas que sdo cada
vez mais comuns como a hipertensdo, obesidade e sindrome metabdlica
(Frigues et al, 2015; Upadrasta & Madempudi 2016, Kang & Cai 2018). Um dos
probiéticos que tem se tornado destaque por ser constituido por diversos
microrganismos que podem agir de forma simultanea trazendo muitos

beneficios ao individuo que o ingere é o Kefir (Arora et al., 2013).

O Kefir é uma bebida fermentada pela acdo de bactérias e leveduras que estédo
associadas simbioticamente nos chamados grdos de Kefir. A bebida teve
origem na Asia central, entre as montanhas Caucasianas e a Mongolia e ha
2000 a.C. passou de geragcdo em geracao como uma grande riqueza familiar
entre as tribos do CAucaso por trazer promessas de varios beneficios para a
saude. A palavra “Kefir” é originada do nome eslavo “Keif”, que significa “bem
estar” devido a sensacéo gerada naqueles que o consomem (Farnworth, 2005;

Damiana et al., 2017).

Evidéncias no uso de produtos lacteos tem sido descritas desde as escrituras
sagradas e também nos livros do hinduismo (Gasbarrini et al.
2016). Na Biblia, no livro Génesis (18:1-8), onde se diz que Abraéo ofereceu ao
Senhor “vitela, pao e leite azedo”. Segundo a lenda, o profeta Maomé (570-632
a.c.) deu como presente os primeiros grdos de kefir aos ancestrais dos
alpinistas do Céucaso junto com a receita secreta do Kefir para os habitantes
da regido (Gasbarrini et al. 2016). Assim, o Kefir € uma das mais antigas
bebidas de leite fermentado, a tecnologia de producédo e da utilizagdo de uma

cultura especifica se desenvolveram através dos tempos (Wszolek et al., 2007).
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A fermentacdo do leite usando gréaos de kefir produz dois componentes
distintos: uma fracdo bacteriana solida que atua diretamente na microbiota
intestinal (efeito probidtico) e uma fragdo ndo bacteriana sollvel contendo os
componentes resultantes da atividade microbiana (efeito biogénico) (Vinderola
et al., 2006). Friques e colaboradores, 2015, demonstraram que o kefir foi
capaz de atenuar a disfuncdo endotelial em vasos de condutancia de animais
SHR por meio da diminuicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) vascular e, consequentemente, restaurou a biodisponibilidade de NO.
O tratamento com kefir por 60 dias também foi capaz de melhorar parametros
inflamatérios em animais SHR e reduzir a atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA) (Brasil, 2018). Além disso, Klippel et al. 2016, observaram
que o kefir diminuiu a pressdo arterial em SHR ao longo do tratamento e

promoveu uma melhora na sensibilidade do barorreflexo.

Dessa forma, levantamos a hip6tese de que o tratamento com
o uso do kefir apresenta efeitos terapéuticos para prevencdo de alteracdes
vasculares e estado inflamatério de animais com privacdo dos hormonios
ovarianos, estado similar ao observado em mulheres na fase da pés

menopausa .
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar se o tratamento com o probiético Kefir é capaz de promover a
prevencdo de alteracdes vasculares em ratas com privacdo dos hormonios

sexuais ovarianos.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito do tratamento com Kefir em ratas ovariectomizadas, sobre:

- Valores de pressao arterial sistélica;

- A reatividade vascular de anéis de artérias mesentéricas de resisténcia na

resposta de relaxamento a ACh;

- A participacdo da via dos prostandides derivados da ciclooxigenase e das

espécies reativas ao oxigénio nas respostas de reatividade vascular a ACh;

- A expressao de proteinas: NADPH Oxidase (NOX-2), Superdoxido Dismutase
(SOD), Catalase, Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), e Enzima

Conversora de Angiotensina (ECA).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais
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Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), ffmeas com 8 semanas de
idade. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério da UFES e mantidos em
temperatura controlada (22 °C), iluminacao artificial (ciclo claro-escuro de 12
horas), umidade (50 %), além de acesso a agua e racao ad libitum. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos de
experimentacdo animal, descritos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA MCT, 2016) e aprovados pela Comissao de
Etica para Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo

(021/2018).

3.1.1. Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente separados em trés grupos experimentais:

1) SHAM: grupo controle que passou por cirurgia ficticia e recebeu
tratamento, uma vez ao dia, com o veiculo (leite) por administracdo
orogastrica durante 58 dias.

2) OVX: grupo ovariectomia, que recebeu tratamento com veiculo (leite),
uma vez ao dia, por administracdo orogastrica durante 58 dias.

3) OVX-K: grupo ovariectomia + kefir, tratados com kefir (5%,m/v) na dose
de 0,3mL/100g, uma vez ao dia, por administracdo orogastrica durante

58 dias.

Os animais foram pesados no inicio do protocolo experimental e separados
aleatoriamente entre os grupos. Ao final do tratamento, o peso corporal dos

animais foi verificado obtendo-se os valores de pesos de ambos 0s grupos.
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Um grupo SHAM foi tratado inicialmente para comparar alguns parametros

como peso de 6rgaos, A peso corporal e pressdo arterial com o grupo OVX,

porém nao foram realizados outros protocolos neste grupo.

3.2. Determinacéo da fase do ciclo estral

O ciclo estral das fémeas foi monitorado por meio de esfregagos vaginais. As

células epiteliais vaginais foram coletadas diariamente entre 08:00 h e 09:00 h

e examinados por microscopia 6ptica conforme descrito por Marcondes et al.

(2002) para identificacao dos tipos de células presentes nas diferentes fases do

ciclo estral. Para evitar quaisquer influéncias provocadas pela variacdo

hormonal em diferentes fases do ciclo, as fémeas foram consideradas aptas
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para 0s protocolos experimentais quando estavam na fase do proestro,

caracterizada por altos niveis de estrogénio (Dalle Lucca et al., 2000).

3.3. Preparacéao do kefir

A bebida Kefir foi preparada por adicdo de grédos de Kefir em leite integral
pasteurizado em uma propor¢do de 5 % (m/v) e mantidos a temperatura
ambiente. Apds 24 horas, esta mistura foi filtrada e o produto resultante foi
refrigerado a 10°C para permitir o crescimento de leveduras durante 24 horas,

estando pronto para consumo apos esse periodo.

3.4. Procedimentos experimentais

3.4.1. Anestesia e eutanasia

Os procedimentos cirargicos foram realizados sob anestesia geral com
ketamina/xilazina (70/10 mg/kg de peso corporal, intraperitoneal). Apds os
protocolos experimentais, os animais foram submetidos a eutanasia por

decaptacéo.
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3.4.2. Ovariectomia

Apds anestesia intraperitoneal por mistura de ketamina/xilazina (70/100 mg.kg
! i.p.), os animais foram submetidos a uma inciséo de 1 a 1,5cm na pele, entre
a ultima costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana, seguida de uma incisdo na
camada muscular, abrindo a cavidade peritoneal para posterior remoc¢ao dos
ovarios e ligadura da trompa uterina. Apés a retirada dos ovarios, foi realizada
sutura da musculatura e pele. O mesmo processo foi realizado no lado oposto.

Ao final do procedimento os animais foram recolocados em gaiolas individuais.

3.5. Medidas de presséo arterial sistélica

A pressao arterial sistélica (PAS) foi avaliada antes da cirurgia de ovariectomia
e apds quatro e oito semanas do tratamento com Kefir. As medidas foram
obtidas, nos animais acordados, por meio de método indireto ndo invasivo,
pletismografia de cauda. Os animais foram acondicionados em uma camara
aguecida (38-39 °C) e apés, foram colocados no pletismografo (Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil), com um cuff de pulso pneumatico acoplados na regido
proximal da cauda. Um esfingmomandémetro foi insuflado e desinsuflado
automaticamente e o valor da PAS foi obtido por meio dos sinais do transdutor
acoplado a um computador. Todos o0s animais foram adaptados ao
procedimento antes da obtencédo de registros. Foram realizadas trés medidas

testes apos verificar se todas as condigbes estariam adequadas (posicao,
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adaptacao e relaxamento do rato; temperatura e posi¢cédo do cuff) foram feitas

trés medidas para o calculo da média aritmética da PAS de cada animal.

3.6. Reatividade vascular

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo, sem utilizacdo de
anestésicos, a fim de evitar a interferéncia nos padrbes de resposta (Hatano et
al., 1989) e tiveram as artérias mesentéricas de terceira ordem identificadas,
isoladas e dissecadas dos tecidos circundantes ndo vasculares. Os segmentos
arteriais foram seccionados em anéis de 2 mm e montados entre dois fios de
tungsténio (40 um de diametro) dentro de camaras do miografo de resisténcia
(Modelo 620M; Danish Myo Tecnologia, Aarhus, Dinamarca) preenchidas com
solucédo de Krebs (composicdo em mM): NaCl (119), KCI (4.7), KH2POa4 (0.4),
NaHCOs3 (14.9), MgS0a4.7H20 (1.17), CaCl2.2H20 (2.5) e glicose (5.5) a 37 °C e
gaseificada com mistura carbogénica (5 % CO2e 95 % O2), como descrito por
Mulvany & Halpern (1977). A circunferéncia interna foi normalizada para
0,9-1C100, onde os anéis foram gradualmente estirados até que o diametro
interno correspondesse a uma pressao transmural de 100 mmHg. A viabilidade
e integridade do endotélio foram testadas em resposta a administracdo de
acetilcolina (ACh, 10 uM), nos anéis previamente contraidos com fenilefrina
(PE, 3 pM). Os anéis foram considerados com endotélio intacto quando o
relaxamento obtido foi > 70 % em resposta a ACh. As curvas concentragéo-

resposta foram obtidas por adicbes cumulativas até ACh (10 uM) apos prévia
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contragdo com 3uM PE. A curva concentragdo-resposta de relaxamento foi

realizada na presenca e na auséncia dos seguintes inibidores:

- Indometacina (INDO, 10uM) — Inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase (COX);

- NS 398 (1uM) — Inibidor seletivo da COX-2;

- Apocinina (30 uM) — Inibidor da NADPH oxidase;

- Catalase (1000 U/ml) — enzima que degrada o H,O,em H,O e Oy;

- Tiron (0,33 mM) — “sequestrador” do anion superoéxido (estresse oxidativo);

Os inibidores foram incubados 30 minutos antes da curva concentracéo-
resposta a ACh. A porcentagem de relaxamento foi determinada usando o
sistema de aquisi¢cdo de dados LabChart8 (AD Instruments Pty Ltd, New South
Wales, Australia). As respostas de relaxamento evocadas pela ACh foram
expressas como porcentagem de relaxamento a pré-contracdo obtida pela

fenilefrina.
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3.7. Coleta de amostras

Ao final do estudo os animais foram decapitados e foram retirados figado,
atero, rins, musculo gastrocnémio, gorduras viscerais e coracao. Esses o0rgaos
foram isolados, lavados com solucéo fisiolégica e pesados utilizando uma
balanca analitica de precisdo. A tibia também foi isolada, limpa e medida seu
comprimento. Foi analisada a razdo do peso do umido do 6rgdo (g) pelo
comprimento da tibia (cm) para verificar possivel efeito das intervencdes no
tamanho dos 6rgaos. Para obtencédo do peso da gordura visceral, foi realizado

0 somatodrio do peso das gorduras renal, retropetironeal e mesentérica.

3.8. Estudo da geracdo de espécies reativas de oxigénio em

artérias mesentéricas — dihidroetideo

A geracao de espeécies reativas de oxigénio (EROs) foi determinada utilizando-
se um método que envolve o dihidroetideo (DHE), um precursor nao
fluorescente do brometo de etideo, e que permite analisar a produgao “in situ”
de radicais livres. Na presenca de EROs o hidretideo é oxidado dentro da
célula, produzindo os compostos fluorescentes etideo (E) e 2-hidroxi etideo
(EHO) que tem afinidade pelo DNA nuclear. A formagéo do etideo se deve
principalmente a oxidacdo da DHE pelo &nion superoxido, enquanto o EHO é
formado pela oxidacdo da DHE por outras EROs como o peréxido de
hidrogénio. Os ratos foram anestesiados, a artéria mesentérica superior foi

rapidamente dissecada e imersa em solucdo de Krebs (8 mM HEPES, 2mM
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CaCl2.2H20, 130mM NaCl, 5mM KCI, 2,45mM MgCl2.6H20, 11,1mM glicose,
pH 7,4) por um periodo de 2:00 hs. Apés, estas foram congeladas em ocetato
(Tissue-Tek OCT Compound, Sakura) e mantidas a -80°C até o momento da
andlise. Utilizando-se um criostato (CM 1850, Leica Microsystems, Alemanha),
cortes transversais das artérias (8 um) foram obtidos e colocados em laminas
gelatinizadas e secos em estufa a 37°C por 20 minutos. Apds, as laminas
contendo os cortes foram lavadas e incubadas com Krebs por 30 minutos a
37°C. Decorrido o tempo, as laminas tiveram o excesso de liquido removido e,
em seqguida, foi realizada a incubacdo DHE 2 pM (30 minutos,
37°C) em camara Umida e protegidos da luz (Camporez et al., 2011). A
fluorescéncia emitida foi visualizada em microscépio de fluorescéncia invertido
(DM 2500, Leica Microsystems, Alemanha) equipado com camera fotografica,
utilizando uma objetiva de fluorescéncia com aumento de 400X. O etideo unido
ao nucleo das células foi visualizado com Aexc: 515-560 nm e detectado com
Aem:590 nm. As imagens foram quantificadas pelo programa Image Pro Plus,
sendo o resultado expresso como intensidade de fluorescéncia (unidades

arbitrarias), normalizado pela intensidade do background.

3.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da meédia (EPM) e
foram analisados utilizando ANOVA de uma ou duas vias com pos-teste de
Fischer Least Significant Difference (LSD) para as curvas concentragéo-
resposta, analisados de forma pareada e para as demais comparacdes

foi utilizado teste t de student ndo pareado. A normalidade dos dados foi
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confirmada pelo teste de Shapiro-wilk. A significancia foi estabelecida como

p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Peso corporal, 6rgédos e pressao arterial

Para avaliar a eficicia da castracdo, foi verificado o peso Umido do Utero de
ambos o0s grupos e como ja esperado, houve diferenca entre os valores,
demonstrando a efetividade da cirurgia, uma vez que, o valor do Utero da OVX
foi menor do que o valor apresentado pelo grupo SHAM. O Kefir ndo alterou o

peso do utero das OVX (Tabela 1).

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos do tratamento com o Kefir
sobre o coracao, figado e rim, ao final do protocolo experimental, esses 6rgaos
foram retirados e pesados. Em relacdo a razdo do peso do 6rgdo pelo
comprimento da tibia (mg/cm) observa-se que nao ha alteracdo nesses
parametros quando as ratas sdo submetidas a ovariectomia e nem apds o
tratamento com Kefir. Também ndo houve alteracdo na variacdo do peso
corporal e na gordura visceral entre 0os grupos estudados (Tabela 1). Também
foi avaliada a pressdo arterial final dos animais de ambos 0s grupos que
demonstrou que apos 58 dias de castracdo, ndo houve alteracdo desse

parametro.
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Tabela 1: Razdo do peso de 6rgdos pelo comprimento da tibia em centimetros, presséo

arterial final, A peso corporal e peso da gordura visceral nos grupos OVX e OVX-K.

Pressdo Arterial Final (mmHg)
A Peso corporal (g)

Gordura Visceral (g)

Utero umido/tibia (g/cm)
Ventriculos / tibia (g/cm)

Rim / tibia (g/cm)

Figado/ tibia (g/cm)

Grupos
OVX OVX-K SHAM

1295+ 1,6 1246 +2,5 127,3+4,1

105,5+4,6 118,0+6,1 87,5+12,2

15,79+1,4 16,74 +1,2 19,3+1,3
0,0080+ 0,002 0,0078+0,002 0,0200+0,001"*
0,0196+0,0003 0,0188+0,0022 0,021+0,001
0,0209+0,0006 0,0216+0,0007 0,0226+0,001
0,2418+0,009 0,2612+0,005 0,2569+0,010

Dados expressos como média = EPM, (n=4 para SHAM n: 12 para 0s outros grupos) por grupo. ANOVA

de uma via. *p<0,05 quando comparado ao grupo OVX e “p<0,05 quando comparado ao grupo OVX-K.

4.2. Reatividade vascular

4.2.1. Curvas de ACh

A ACh (Figura 2) produziu relaxamento vascular concentragdo-dependente em

todos os grupos estudados. N&o observamos diferenca entre 0s grupos

estudados em relacdo ao relaxamento (Figura 2).
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Apesar de ndo haver diferenca no relaxamento entre os grupos, houve
interesse em verificar se o Kefir poderia alterar as vias de relaxamento
envolvidas na resposta da acetilcolina em ratas ovariectomizadas. A partir
deste ponto, os experimentos foram realizados usando o grupo OVX e o grupo

OVX+K.
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Figura 2. Curva concentragdo-resposta a ACh induzindo vasodilatagdo em anéis de artérias
mesentéricas de terceira ordem nos grupos SHAM, OVX e OVX-K. Dados foram expressos

como média + EPM. (SHAM n= 7, OVX=15, OVX-K= 19).

4.2.2. Avaliacdo da Via do Acido Aracdénico (AA) — Ciclooxigenase

Na presenca do inibidor inespecifico da COX (Indometacina) pode ser
observada uma reducgdo na resposta de relaxamento a ACh no grupo OVX na
curva concentracdo-resposta (Figura 3A), demonstrando participacao dessa via
nesse grupo. No grupo Kefir, ndo se observou reducdo na resposta ao
relaxamento a ACh na presenca da Indometacina (Figura 3B). N&o houve

diferenca nos valores de AUC, Rmax e pD2 (Tabela 2).
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Figura 3. Curva concentragdo-resposta a ACh induzindo vasodilatacdo em anéis de artérias
mesentéricas de terceira ordem nos grupos OVX e OVX-K na auséncia e na presenca de
Indometacina (inibidor inespecifico da COX). Dados foram expressos como média + EPM e
analisados utilizando ANOVA de duas vias com pds-teste de Fisher (OVX n= 5; OVX-K n= 9).
*p<0,05 quando comparado ao OVX+INDO (painel A).
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Tabela 2. Valor da Resposta Maxima (Rmax), do log da concentracdo da droga
para produzir 50% da resposta maxima (pD2) e area abaixo da curva (AUC) na artéria
mesentérica de terceira ordem obtidos por meio das curvas concentracdo-resposta de

Acetilcolina (ACh) nos grupos OVX e OVX-K na auséncia e na presenca do inibidor.

INDOMETACINA

Rméx pD; AUC
ACh (OVX) 94,5+4,0 7,2+0,2 368,6+19,0
ACh+INDO (OVX) 97,1+1,2 6,8+0,1 377,3+25,4
ACh (OVX-K) 93,5+2,1 7,1+0,2 325,2+16,5
ACh+INDO (OVX-K) 91,0+2,1 6,5+0,1 302,6+11,5

Dados expressos como média = EPM. Curva controle e apds a inibi¢do (OVX n= 5; OVX-K n=9). Os
dados foram analisados utilizando ANOVA de uma via com pés-teste de Fisher.

No grupo OVX houve menor resposta ao relaxamento a ACh na presenca do
inibidor seletivo da COX-2 (NS 398) na curva concentragao-resposta,
demonstrando participacdo dessa via nesse grupo (Fig 7A). Nao foi observada
diferenca no grupo OVX-K, apontando alteracdo promovida pelo tratamento
com Kefir (Fig. 7B). Nao houve diferenca nos valores de AUC, Rméax e pD2

(Tabela 3).
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Figura 4. Curva concentragao-resposta a ACh induzindo vasodilatacdo em anéis de artérias
mesentéricas de terceira ordem nos grupos OVX e OVX-K na presenca de NS 398 (inibidor
especifico da COX-2) . Dados foram expressos como média + EPM e analisados utilizando
ANOVA de duas vias com pos-teste de Fisher (OVX n= 6; OVX-K n= 9). *p<0,05 quando
comparado ao OVX+NS 398 (painel A).
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Tabela 3. Valor da Resposta Maxima (Rmax), do log da concentracdo da droga
para produzir 50 % da resposta maxima (pD2) e area abaixo da curva (AUC) na artéria
mesentérica de terceira ordem obtidos por meio das curvas concentracdo-resposta de

Acetilcolina (ACh) nos grupos OVX e OVX-K na auséncia e na presenca de inibidores.

NS 398
Rméx pD; AUC
ACh (OVX) 99,7+0,2 8,1+1,0 422,7+32,6
ACh+NS 398 (OVX) 98,2+0,7 8,1+1,2 369,0+52,4
ACh (OVX-K) 98,2+0,7 7,1+0,2 356,0+25,3
ACh+NS 398 (OVX-K) 96,5+1,0 8,0+0,5 372,0+36,0

Dados expressos como media + EPM, curva controle e apds a inibi¢do (OVX n= 6; OVX-K n= 9). Os
dados foram analisados utilizando ANOVA de uma via com pés-teste de Fisher.

4.2.3. Avaliacao da via das Espécies Reativas ao Oxigénio

Embora a literatura seja controversa em relacédo ao efeito da apocinina sobre a
NADPH oxidase (Heumuller, et al., 2008) neste estudo entendemos que essa
droga seja um inibidor da referida enzima (Liu JJ et al., 2017; Fuiji, et al., 2017).
Desta forma, ao inibir a NADPH oxidase com Apocinina, no grupo OVX nao
houve uma reducéo na resposta de relaxamento a ACh (Figura 5A). Resposta
semelhante foi observado com o grupo tratado com kefir.(Figura 5B e Tabela
4). Nao foi observado diferencas entre Rmax e AUC quando comparado no

mesmo grupo antes e apos o bloqueio (Tabela 3).
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Figura 5. Curva concentragdo-resposta & ACh induzindo vasodilatacdo em anéis de artérias
mesentéricas de terceira ordem nos grupos OVX e OVX-K na presenca de Apocinina. Dados

foram expressos como média + EPM e analisados utilizando ANOVA de duas vias com pds-
teste de Fsher (OVX n=7; OVX-K n=7).
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Tabela 4. Valor da Resposta Méaxima (Rmax), do log da concentracdo da droga
para produzir 50% da resposta maxima (pD2) e area abaixo da curva (AUC) na artéria
mesentérica de terceira ordem obtidos por meio das curvas concentracdo-resposta de

Acetilcolina (ACh) nos grupos OVX e OVX-K na auséncia e na presenca do inibidor.

APOCININA
Rmax pD, AUC
ACh (OVX) 85,8+5,3 7,1+0,3 283,6+35,4
ACh+APO (OVX) 73,7+9,0 6,3+0,5 253,2+54,0
ACh (OVX-K) 89,4+3,5 7,440,1 350,0+14,2
ACh+APO (OVX-K) 86,0+5,0 7,5+0,4 325,3+43,0

Dados expressos como média + EPM, curva controle e apds a inibi¢do (OVX n= 7; OVX-K n= 7). Os
dados foram analisados utilizando ANOVA de uma via com pos-teste de Fisher.

Em presenca de catalase (enzima que degrada o peréxido de hidrogénio) a
resposta a ACh foi reduzida no grupo OVX, observada na curva concentragao-
resposta (Figura 6A). No grupo Kefir também houve uma reducédo na resposta
de relaxamento (Figura 6B). Na tabela 6, somente existiu diferenca na AUC

antes e apos o blogueio no grupo OVX.
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Figura 6. Curva concentragdo-resposta & ACh induzindo vasodilatagdo em anéis de artérias
mesentéricas de terceira ordem nos grupos OVX-K e OVX na presenca de Catalase(Enzima
que degrada H,O, em H,O e O,). Dados foram expressos como média + EPM e analisados
utilizando ANOVA de duas vias e pds-teste de Fisher (OVX n= 5; OVX-K n= 5) por grupo.

*p<0,05 quando comparado ao OVX antes do blogueio (painel A), ao OVX-K antes do bloqueio
(painel B).
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Tabela 5. Valor da Resposta Méaxima (Rmax), do log da concentracdo da droga
para produzir 50% da resposta maxima (pD2) e area abaixo da curva (AUC) na artéria
mesentérica de terceira ordem obtidos por meio das curvas concentracdo-resposta de

Acetilcolina (ACh) nos grupos OVX e OVX-K na auséncia e na presenca de inibidor.

Catalase
Rmax pD, AUC
ACh(OVX) 89,3+3,0 7,240,1 342,7+15,1
ACh+Catalase (OVX) 82,3+7,6 6,2+0,3 247,2+14,3
ACh(OVX-K) 93,5+3,2 6,8+0,2 320,0+30,6
ACh+Catalase (OVX-K) 92,1+5,4 6,1+0,2 278,0+29,3

Dados expressos como média + EPM, curva controle e ap6s a inibicdo (OVX n=5; OVX-K n= 5) por
grupo. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de uma via com pos teste de Fisher. * p<0,05

guando comparado a curva controle antes da inibig&o.
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Ao utilizarmos o varredor de anion superdxido Tiron, verificou-se que nao
houve alteragcdo no relaxamento induzido pela ACh na curva concentracéo-
resposta nos grupos OVX e OVX-K quando comparada as curvas antes e apos

o bloqueio (Figura 7 A e B), nem tampouco na Rmax, pD2 e AUC.
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Figura 7. Curva concentragdo-resposta & ACh induzindo vasodilatacdo em anéis de artérias
mesentéricas de terceira ordem nos grupos OVX e OVX-K na presenca de Tiron (varredor de
anion superoxido). Dados foram expressos como média + EPM e analisados utilizando ANOVA
de duas vias (OVX n=7; OVX-K n=9).
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Tabela 6. Valor da Resposta Méaxima (Rmax), do log da concentracdo da droga
para produzir 50% da resposta maxima (pD2) e area abaixo da curva (AUC) na artéria
mesentérica de terceira ordem obtidos por meio das curvas concentracdo-resposta de

Acetilcolina (ACh) nos grupos OVX e OVX-K na auséncia e na presenga de inibidores.

TIRON
Rmax pD, AUC
ACh (OVX) 97,6+1,0 7,6+0,3 395,1+22,0
ACh+TIRON (OVX) 95,3+1,8 7,7+0,6 388,3+40,3
ACh (OVX-K) 91,6+2,6 7,440,3 351,0+13,6
ACh+TIRON (OVX-K) 89,3+3,0 7,040,2 331,1+27,4

Dados expressos como média + EPM (OVX n=7; OVX-K n=9). Os dados foram analisados utilizando

ANOVA de uma via com poésteste de Fisher.
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4.3. Expressdo Proteica da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA),
Catalase, TNF-a, SOD 2 e NOX-2

Na avaliacdo da expressao proteica da ECA e da catalase, o grupo Kefir

apresentou aumento dessas enzimas em relacdo ao grupo OVX (Fig. 8).
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Figura 8. Analise por Western blot em ramos vasculares mesentéricos de terceira ordem
nos grupos OVX e OVX-K. Efeitos do tratamento com kefir na expressédo das proteinas
ECA (A) e Catalase (B). Os dados foram expressos como média + EPM. * p<0,05
quando comparado ao OVX. Para a analise utilizou-se teste t de student ndo pareado.
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Na avaliacao da expressao proteica do TNF-a, ndo foi observada alteragdo em

ambos os grupos (Fig. 9.A) como também na avaliagcdo da SOD-2(Fig. 9.B).
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Figura 9: Andlise por Western blot em ramos vasculares mesentéricos de terceira ordem nos
grupos OVX e OVX-K. Efeitos do tratamento com kefir na expressao da proteina TNF-a (A) e
SOD-2 (B). Os dados foram expressos como média + EPM. Para a analise utilizou-se teste t de

student ndo pareado.
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Na avaliacdo da expressao proteica Nox-2, néo foi observada alteragédo em

ambos os grupos (Fig. 10).
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Figura 10: Andlise por Western blot em ramos vasculares mesentéricos de terceira ordem nos
grupos OVX e OVX-K. Efeitos do tratamento com kefir na expresséo da proteina Nox-2 (A). Os
dados foram expressos como média £+ EPM. Para a analise utilizou-se teste t de student nado

pareado.

4.4. Quantificacdo da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio pela
oxidacdo do dihidroetidio (DHE) nas artérias mesentéricas de terceira

ordem dos grupos experimentais

Outra técnica utilizada para investigar a influéncia a influéncia do tratamento
com o Kefir sobre a producdo de EROs foi a fluorescéncia produzida pela
oxidacdo com DHE. Em condi¢Bes basais, a analise da fluorescéncia produzida
pelo DHE nas artérias mesentéricas revelou reducdo da producdo de EROs
nos animais OVX-K quando comparado ao grupo OVX (92,76 £+ 15,05*; OVX-K:

51,30 + 6,16; *p<0,05) (Fig. 11).
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Figura 11. (A) Imagens de microscopia apresentam a fluorescéncia emitida por dihidroetideo
na artéria mesentérica de terceira ordem dos ratos do grupo Ovariectomizado (OVX) (A),
Ovariectomizadas Tratadas com Kefir (OVX-K) (B). (C) Gréfico com valores da fluorescéncia
emitida por dihidroetideo. Barra de escala= 40um. *p<0,05 quando comparado ao OVX. Para a
analise utilizou-se teste t de student ndo pareado.

5. DISCUSSAO

Nossos dados evidenciam pela primeira vez a influéncia do tratamento com
Kefir, um alimento funcional probiético, no relaxamento a ACh de vasos de
resisténcia em ratas ovariectomizadas. Os principais resultados mostram que
nao houve diferenca na resposta vasodilatadora a ACh entre os grupos OVX e
OVX-K; entretanto, ocorreram alteragdes nas vias mediadoras da vasodilatagcéo
ap0s o tratamento pelo Kefir. O tratamento com o probidtico reduziu a

participacéo da via do H,O,, da via COX, bem como a producao de EROs.



54

Pelos resultados apresentados, como esperado, a eficacia da
ovariectomia pode ser comprovada pela reducéo significativa dos valores da
razdo do peso do utero pelo comprimento da tibia nas fémeas OVX. Em ratas
que passam por cirurgia ficticia, apdés 8 semanas do procedimento, seu peso
uterino difere significativamente de uma rata que passa pela remogédo dos
ovarios, que apresentam hipotrofia uterina (Godoy et al., 2018). O Kefir ndo
alterou o peso do utero, 0o que possivelmente é atribuido ao fato deste
probiético ndo apresentar mecanismos de acdo relacionados a ativacdo de
receptores estrogénicos. Também foi avaliada a pressdo arterial final dos
animais de ambos os grupos apos 60 dias de castracdo, ndo havendo

alteracdo desse parametro. Os valores se mostraram dentro da normalidade

(Anishchenko, 2015).

A ovariectomia e o tratamento com kefir ndo alteraram o0s parametros
ponderais como peso corporal, do coracdo e do figado das ratas. Dados da
literatura mostram que a ovariectomia nao altera o peso do coracgao (Bianchi et
al., 2006; Medeiros et al., 2012), mas pode promover aumento do peso corporal
(Medeiros et al., 2012) ou néo levar a alteracao significativa (Colombo et al.,

2003).

Em relacdo ao estudo da reatividade, ndo houve diferengca entre os grupos
OVX e OVX-K no relaxamento a ACh. Diante desse resultado, ficou a davida se
as vias que medeiam esse relaxamento foram alteradas. Abaixo discutiremos a

participagéo das vias estudadas.
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5.1. Avaliacdo da Via do Acido Aracddnico — Cicloxigenase

A via do acido aracdbnico — ciclooxigenase é conhecida por participar do
relaxamento a ACh pela producgéo de prostaglandinas vasodilatoras (Furchgott,
1989; Shailaja et al.,, 2013). No presente estudo, a indometacina (inibidor
inespecifico da COX-1 e COX-2) reduziu o relaxamento a ACh somente no
grupo OVX, confirmando a maior participacdo dessa via nos vasos estudados
desses animais. Como a indometacina nao alterou a resposta vasodilatadora a
ACh no grupo OVX-K, podemos sugerir que o tratamento reduziu a importancia
dessa via nesse grupo 0 que também indicaria que o tratamento
possivelmente alterou a importancia das vias envolvidas ou aumentou a

importancia de outras vias.

Como é bem conhecido, as células endoteliais expressam a enzima COX, que
converte o AA em prostaglandina H2 (PGH2), que é substrato para a producéo
de prostaciclina (PGly), importante vasodilatador endotelial que age via
receptores especificos ligados a proteina Gs (estimulatéria). Essa acao
promove ativacao da adenilato cliclase (AC), aumento do cAMP e consequente
relaxamento do musculo liso vascular. A subfamilia do receptor prostanéide &
composta por oito membros: subtipos EP1 (receptor prostandide E1), EP2, EP3
e EP4 do receptor PGE, receptor PGD (DP1), receptor PGF (FP), receptor PGI
(IP) e TX receptor (TP). Os receptores EP1, FP e TP acoplados a proteina Gq
(ligado ao IP3), quando estimulados, controlam o aumento de Ca?* intracelular
e assim levam a vasoconstricdo. A ativagdo dos receptores EP3 e DP2 os
quais sdo acoplados a proteina Gi (inibitéria), promovem inibicdo da AC
diminuindo a formagéo de cAMP resultando também em vasoconstricdo (Funk,

2001; Wright et al., 2001; Ricciotti & FitzGerald, 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23741477
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Alguns estudos demonstram o efeito da deficiéncia ovariana na via da COX.
Dantas et al (2004) mostraram que o0 processo de ovariectomia conduz a
aumento de prostandides vasoconstritores que podem participar do prejuizo da
resposta vasodilatadora dependente do endotélio. Caliman et al (2013), nédo
conseguiu demonstrar a participacdo da via da COX na resposta
vasodilatadora da ACh em leito mesentérico isolado de fémeas wistar
ovariectomizadas, utilizando a inibicdo dupla com L-NAME mais indometacina.
Os dois ultimos trabalhos citados parecem divergir em relacdo aos seus
resultados encontrados, mas o estudo de Dantas et al (2004) foi realizado em
fémeas hipertensas e utilizaram diclofenaco de sédio como agente inibitorio da
sintese de prostandides, enquanto que o estudo de Caliman et al. (2013)
utilizou fémeas normotensas e indometacina para inibicdo da COX. Em outro
estudo, realizado em ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas com 6 meses de
idade, houve diminuicdo da resposta vasodilatadora induzida por PGl,, mas
aumento de sua liberacao pela ACh, uma vez que, esse prostandide € um dos
fatores que tem sua liberacédo estimulada pela ACh ao agir na célula endotelial
(Martorell et al, 2009). O mesmo estudo de Martorell et al.(2009), mostrou que
a expressao das enzimas COX e COX2 nao estava alterada no grupo OVX.
Esses resultados, pelo menos em parte, sdo semelhantes aos nossos, onde a
inibicdo com indometacina reduziu a resposta a ACh no grupo OVX, nao
alterando a resposta no grupo OVX-K. Um outro estudo em mesentéricas de
camundongos fémeas com 13-18 semanas na presenca de indometacina, os
vasos das OVX apresentaram atividade aumentada de PGI, sugerindo

aumento dessa via da PGIl, nesses animais (Yap et al., 2014), reforcando
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nossa hipotese que a OVX pode aumentar a liberacdo de PGIl, e que o kefir

normalizaria essa via.

Observando o resultado com indometacina, testamos a inibicdo especifica da
isoforma induzivel, COX2. A COX2 é indetectavel na maioria dos tecidos de
mamiferos, mas sua expressao pode ser induzida rapidamente em fibroblastos,
células endoteliais, mondcitos e foliculos ovarianos em resposta a fatores de
crescimento, promotores de tumores, hormonios, endotoxina bacteriana e

citocinas. (Smith et al., 1996).

Na presenca do NS 398, um inibidor especifico da COX2, foi observada menor
participacdo dessa via no grupo Kefir, o que pode estar relacionado com um
efeito antinflamatoério do tratamento. Apesar de nenhum estudo ainda ter
analisado a influéncia do Kefir na atividade da COX2, outros estudos
demonstraram o papel anti-inflamatério desse probidtico. Senol et al., 2015
demonstraram em seus estudos que o tratamento com kefir por 14 dias em
ratos wistar, foi capaz de diminuir os escores de colite, além de reduzir
significativamente o aumento de TNF-a evidenciando seu papel antinflamatorio.
Hadisaputro et al., 2012, concluiram com seus resultados que o uso de Kefir
por 30 dias em ratos wistar foi capaz de diminuir significativamente o nivel de
citocinas proé-inflamatérias (IL1,IL6) e reduzir também o nivel de TNF-a, além
de aumentar o nivel de citocina antinflamatoria IL10. Uchida et al., 2010
demonstraram a prevengdo no desenvolvimento de aterosclerose em coelhos
hipercolesterolémicos por sua acéao antinflamatoria. Contudo em nosso modelo,

o kefir ndo alterou a expresséo proteica do TNF-a.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hadisaputro%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22745139
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5.2. Viadas EROs e sistema antioxidante

As EROs nos vasos sanguineos sao produzidas por varios sistemas
enzimaticos como a NADPH oxidase, xantina oxidase, eNOS desacoplada e a
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (Dikalov, 2011). Em
contrapartida, a parede vascular é protegida por um sistema de enzimas
antioxidantes incluindo superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa
peroxidase. Antioxidante é qualquer substancia que, reduz, atrasa ou previne
efeitos nocivos dos radicais ou EROs de maneira eficaz (Sies & Stahl,
1995).Esses sistemas em situacdo fisiolégicas normais, demonstram pleno
equilibrio, porém, em algumas disfuncbes como  hipertenséao,
hipercolesterolemia e deficiéncia de estrogénio ocorre aumento na geracao de
EROs, resultando em aumento do estresse oxidativo, que, refere-se ao
desequilibrio entre producédo de espécies reativas e defesa antioxidante (Li et
al., 2014; Oliveira et al, 2014; Goettems et al., 2019). Um dos produtos da acéo
da NADPH oxidase, o anion superoxido, pode sofrer dismutacdo (reacdo de
oxidacdo-reducdo) da enzima SOD para formar o peroxido de hidrogénio. O
anion superéxido ainda pode reagir com o Oxido nitrico diminuindo a
biodisponibilidade deste por formar peroxinitrito, reduzindo o relaxamento
vascular (Arnal et al.,, 1996; Friques et al., 2015; Kruger et al., 2015).
Paradoxalmente o0 estresse oxidativo pode aumentar a vasodilatacdo via
producdo de perdxido de hidrogénio em algumas situacbes (Oliveira et al,

2014).

Nossos resultados mostraram que ao inibir com apocinina umas das principais
fontes de geracdo de anion superéxido vascular, a NADPH oxidase, que

consequentemente reduz o substrato (anion superoxido) para a producdo de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goettems-Fiorin%20PB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31104233
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H.0O,, ndo houve alteracdo da resposta a ACh no grupo OVX e no grupo OVX-
K. Adicionalmente, analisamos a expressao proteica da SOD, enzima que
converte o anion superoxido em H,O, a mesma ndo foi alterada pelo

tratamento com kefir.

Trabalhos anteriores j& relacionaram a perda da fungdo ovariana com o
aumento na formacdo de anion superoxido (Sagredo, 2007, Martorell, 2009;
Caliman et al, 2013; Oliveira et al, 2014). Ndo encontramos na literatura
avaliacdo do Kefir em ratas ovariectomizadas, entretanto, trabalho anterior
realizado na aorta de ratos SHR tratados com Kefir por 60 dias, mostrou que o
tratamento atenuou a disfungcdo endotelial, diminuiu a producédo de EROs e
consequentemente, restaurou a disponibilidade de NO intravascular (Friques et

al., 2015).

Dando continuidade ao estudo, decidimos entdo investigar melhor a
participacdo do H,O, na resposta vasodilatadora a ACh. Para isso, utilizamos a
catalase, enzima responsavel pela degradacdao do H,0O,, o que reduz a
disponibilidade dessa substancia que dependendo da concentracdo, pode

induzir vasodilatacdo nos vasos de resisténcia (Félétou, 2009).

Na presenca da catalase, observamos menor resposta a ACh no grupo OVX,
podendo representar uma maior participacdo dessa via. De forma semelhante
no grupo OVX-K também houve uma reducdo na resposta ao relaxamento na
curva dose-resposta ap0s o0 uso da catalase, porém, em menor magnitude,
demonstrando que o tratamento com o Kefir, parece ter reduzido a
disponibilidade de H,0O,. Esses resultados, até o0 momento, podem apontar um

efeito antioxidante do tratamento com Kefir no modelo estudado. Reforgando
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esse mecanismo, nossos resultados demonstraram aumento na expressao da
enzima antioxidante catalase no grupo tratado com Kefir em comparagdo ao
grupo OVX. Estudos como o de Ceravolo et al., 2013 e Almeida et al., 2018
mostram redugdo na expressdo proteica da catalase em ratas
ovariectomizadas comparada com o grupo SHAM, o que pode sugerir que o
Kefir pode reverter essa alteracdo. Barboza e colaboradores (2018) de forma
semelhante observaram que o tratamento com o Kefir levou a menor formacao
de perdxido de hidrogénio de forma sistémica em camundongos machos. Além
disso, um estudo também encontrou reducao significativa de H,O, nas células

endoteliais de animais tratados com Kefir (Friques et al, 2015).

Assim, o tratamento com Kefir parece aumentar a degradacéo de H,O, em H,0O
e O, pelo aumento na expressdo da catalase nas ratas ovariectomizadas,
demostrando ser um produto antioxidante. Em estudo randomizado, o uso de
probiético Lactobacillus casei, foi capaz de aumentar a atividade da catalase
plasmatica em mulheres que consumiram capsulas contendo o probidtico
durante 7 semanas, e que a capacidade antioxidante total aumentou no grupo
de estudo em comparacdo com o grupo controle apdés a administracdo dos

probioticos (Kleniewska et al., 2016).

A fluorescéncia emitida pelo dihidroetideo na artéria mesentérica, indica os
niveis de EROs produzidos. Demonstramos que nos animais tratados com
Kefir, esse probibtico foi capaz de prevenir o estresse oxidativo dos vasos

desses animais. Apesar de ndo termos realizado a andlise nos vasos de
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animais sham para compararmos com os dados dos animais OVX, dados da
literatura demonstram maior estresse oxidativo em vasos de ratas
ovariectomizadas, como estudos que mostraram em aorta toracica (Camporez
et al.,, 2011) e em leito mesentérico (Caliman et al, 2013) de fémeas
ovariectomizadas, por meio da fluorescéncia emitida pelo DHE, maior producéo
de EROs. Outro estudo mostrou a producdo de &anion superdxido medida
utilizando quimioluminescéncia nas artérias basilares de ratas OVX, que foi
significativamente maior do que os niveis gerados por artérias de fémeas
intactas (Miller et al., 2007). Adicionalmente, a ovariectomia levou a uma
amplificacdo do estresse oxidativo em ratos sensiveis ao sal, quando
alimentados com uma dieta rica em sal, por aumento no sistema de geracao de
EROs (Zhang et al, 2007). Quanto ao Kefir, seu papel antioxidante tem sido
descrito por estudos (Punaro, 2014; Friques et al., 2015) que mostram reducéo
do estresse oxidativo. Nossos resultados demonstram pela primeira vez, efeito
antioxidante em vasos de ratas OVX, podendo indicar que o Kefir possa ser
considerado como alternativa potencial de tratamento antioxidante, pelo menos
em parte, por reduzir a producdo de H,O, ao aumentar a expressao proteica da
catalase. Os antioxidantes protegem as células por meio de um sistema de
defesa que pode atuar como detoxificadora do agente antes que ele cause
lesdo. Nesta linha se inclui a catalase, que ao degradar o H,O, evita possiveis

lesBes celulares causada por este agente (Ferreira & Matsubara, 1997).

Alguns estudos mostram que a ovariectomia aumenta a expressao proteica
da NADPH oxidase na aorta e artérias cerebrais (Zhang et al, 2007; Miller et al,
2007, Ceravolo et al, 2013). As NADPH-oxidases sdo fonte importante de

espécies reativas de oxigénio no endotélio. Sob condic¢des fisiologicas, essas
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enzimas sdo expressas em niveis relativamente baixos nas membranas do
reticulo endoplasmatico e nucleo onde contribuem para processos de
sinalizacao redox intracelular. No entanto, em diversas configuragdes de risco
como hiperlipidemia, hipertensdo, diabetes e aterosclerose, a expressdo
endotelial de NOX-2 e, em menor grau, NOX-1, parece ser aumentada,
resultando em excesso de geracdo de superoxido. (Miller 2007; Drummond et
al., 2014). Entretanto, nossos dados mostraram que o tratamento com Kefir ndo
exerceu influéncia na expressdo proteica da NOX-2, apesar de termos
observado reducéo significativa da producdo de anion superoxido pelo método

do DHE.

Esses dados podem indicar que o kefir possa alterar a atividade da NOX-2 e
Nao a sua expressao proteica, entretanto, estudos mostram que a reacédo do
DHE pode nédo ser especifica para detectar a producdo de anion superéxido
somente e que o substrato diidroetideo pode reagir com peroxido de hidrogénio
(Kobzik et al, 1990; Fidler et al, 1987). Como demonstramos, o kefir possui a
capacidade de reduzir a producao de H,0O, o que poderia reduzir a reagdo com

o0 DHE e reduzir a fluorescéncia, como mostrado no nosso estudo.
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5.3. Mecanismos adicionais do Kefir

Adicionalmente, em relacdo a expressédo proteica da ECA, que estava
aumentada nos vasos do grupo OVX-K, acreditamos que seja por um
mecanismo compensatorio, uma vez que o kefir possui inUmeros peptideos
inibidores da ECA (Friques et al, 2015). Aprodugcdo de uma
enzima (transcricao e traducao dos genes que codificam a enzima) pode ser
aumentada ou diminuida pela célula em resposta a mudangas no ambiente
celular. Esta forma de regulacdo genética € designada como inducdo ou
inibicdo da expressdo enzimatica, neste sentido, pelo fato do Kefir possuir
capacidade de inibir a ECA, devido a essa inibicdo, pode ter existido aumento

da expresséao protéica para compensar, ha situacdo dos nossos experimentos.

Parece paradoxal, substancias que inibem a ECA, aumentar a expressao ou
atividade dessa enzima, mas Pedraza-Chaverri et al., 1992, demonstraram em
ratos com um tipo de doenca renal e tratados com captopril, um inibidor da
ECA (IECA), apresentaram aumento na expressao tecidual e na atividade da
ECA plasmatica, mas este efeito ndo foi observado em ratos controles. Por
outro lado, em relacéo a expresséo da ECA, o tratamento crénico com enalapril
em ratas com deficiéncia de estrogénio foi capaz de reverter os niveis
aumentados de ECA e angiotensina Il (Ang Il) em relacdo as da aorta de ratos
que passaram por cirurgia ficticia (Yung et al, 2011), o que é controverso aos
nossos dados. Adicionalmente, Marchon et al., (2015) demostraram em ratas
castradas, que a analise da expressdo da ECA na aorta é aumentada, mas a
producdo de Ang Il ndo é alterada. Portanto, a expressdo da ECA pode estar
aumentada, mas nao necessariamente estaria levando ao aumento do seu

produto, que seria a Ang Il.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Transcri%C3%A7%C3%A3o_(gen%C3%A9tica)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tradu%C3%A7%C3%A3o_(gen%C3%A9tica)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gene
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3digo_gen%C3%A9tico
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Estudo com criangcas com nefropatia por IgA tratadas com inibidores da ECA
apresentaram um declinio significativo nos indicadores de estresse oxidativo
produtos de proteinas de oxidacdo avancadas ( AOPP) e malonaldeido (MDA)
e um aumento na SOD (Pei, et al, 2016). Como j& é conhecido, quando a
concentracdo dos produtos das reacdes de oxidacdo aumenta ou quando a
atividade das enzimas antioxidantes (como SOD, catalase) diminui, 0s niveis
de estresse oxidativo aumentam. Desta forma, nossos dados parecem
corroborar os resultados do estudo citado anteriormente, ou seja, o kefir que
possui propriedades inibidoras da ECA, pode ter reduzido, pelo menos em
parte, 0o estresse oxidativo e aumentado a defesa antioxidante, que estavam

alteradas na rata com deficiéncia de estrogénio.

Portanto, pelo menos em parte, os efeitos do kefir observados no presente
estudo podem estar relacionados ao seu efeito iECA. E descrito o efeito de
IECA (enalapril) em reverter aumento do estresse oxidativo, diminuicdo da
biodisponibilidade do oOxido nitrico e disfuncdo endotelial em situacdo de
deficiéncia de estrogénio (Yung et al, 2011). Inclusive, podemos especular que
por possuir efeito IECA, o kefir possa ter aumentado a via do NO nas ratas
OVX-K, substituindo o papel vasodilatador do H,O, nas ratas OVX. A avaliacéo
desta via serd uma das perspectivas futuras do presente estudo, para melhor

entendimento dos resultados.

Dessa forma, o Kefir demonstrando possuir efeito antioxidante vascular em
modelo de privacdo de hormonios sexuais ovarianos, pode ter potencial de

prevenir alteragdes vasculares em mulheres na fase p6s-menopausa.
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6. Conclusao

Como conclusdes do presente estudo podemos destacar que o Kefir em ratas
ovariectomizadas reduz a participacdo de via oxidativa (H»O,), aumenta via
antioxidante (catalase) e reduz uma via inflamatéria (COX-2) na resposta a
ACh em vasos de resisténcia de ratas OVX quando comparadas ao grupo nao
tratado, o que pode demonstrar ser um produto benéfico no tratamento

preventivo da disfuncao vascular que ocorre no periodo da pés-menopausa.
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