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RESUMO

A busca por medidas de prevencédo e controle para a aterosclerose, bem como
para seus fatores de risco, possui grande relevancia clinica, pelo fato dessa ser a
principal causa das doencgas cardiovasculares (DCVs). Com isso, ha grande interesse
em se identificar compostos naturais que atuem como agentes protetores. Nesse
contexto, o quefir, uma bebida fermentada pela acdo dos grdos de quefir (mistura de
bactérias e leveduras agrupadas em uma matriz polissacaridea), foi 0 objeto deste
estudo, por possuir alegacdes populares de varios beneficios a saude, algumas ja
relatadas na literatura. O presente estudo investigou os efeitos do quefir aquoso (em
solucdo de acgucar mascavo), uma forma popularmente consumida, no
desenvolvimento da aterosclerose e em seus fatores de risco (metabolismo lipidico e
estresse oxidativo). Para isso, a bebida preparada de forma caseira foi administrada a
camundongos APOE™ alimentados com dieta comercial, por 4 semanas. Os animais
foram divididos em grupo Controle e grupo Quefir, que recebeu o quefir (fermentado de
50g de graos de quefir/ 1L de solucdo de acUcar mascavo) em substituicdo a agua. A
ingestdo do quefir foi capaz de aumentar os niveis séricos de HDL, acarretando na
reducdo do indice aterogénico. Além disso, o quefir promoveu reducdo dos
triglicerideos séricos e houve uma tendéncia a aumento desses no figado. A
peroxidacdo lipidica e a atividade da enzima catalase no figado apresentaram-se
reduzidas no grupo Quefir. Em contrapartida, o quefir ndo interferiu na concentracao
sérica de anticorpos anti-LDL oxidada dos ApoE™, medida indireta da oxidacéo de LDL.
No desenvolvimento da placa aterosclerética, as areas de lesdo na valvula adrtica e na
aorta abdominal e toracica foram semelhantes entre o0s grupos. As lesbes
apresentaram grande acumulo de macréfagos, mostrado por imunohistoquimica, mas
também semelhantes em porcentagem de area entre 0s grupos. Assim, os resultados
apresentados nos levam a concluir que, embora alguns fatores de risco para a
aterosclerose apresentaram melhora com a ingestdo de quefir por 4 semanas, este
efeito ndo foi de intensidade suficiente para alterar o curso da doencga na raiz da valvula

ou na aorta especificamente.

Palavras-chave: Quefir; aterosclerose; perfil lipidico; estresse oxidativo.
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ABSTRACT

EFFECT OF KEFIR ON LIPID PROFILE, OXIDATIVE STRESS AND
ATHEROSCLEROSIS IN APOLIPOPROTEIN E KNOCKOUT MICE

The search for prevention and control for atherosclerosis, as well as its risk
factors, has great clinical relevance, because this is the main cause of cardiovascular
diseases (CVDs). Thus, there is a strong effort to identify natural compounds that act as
protective agents. In this context, kefir, a fermented drink generated by the action of
kefir grains (a mixture of bacteria and yeasts grouped in a polysaccharide matrix), was
the object of study, since popular consumption claims several health benefits, some
already reported in the literature. The present study investigated the effects of aqueous
kefir (solution of brown sugar), a form commonly consumed, in the development of
atherosclerosis and its risk factors (lipid metabolism and oxidative stress). For this, kefir
was administered to ApoE™ mice, fed by a commercial diet, for 4 weeks. The animals
were divided into Control group and Kefir group, which received kefir (50g kefir grains /
1L brown sugar’s solution) to replace the water. Ingestion of kefir was able to increase
serum levels of HDL, resulting in lower atherogenic index. In addition, kefir promoted
reduction of serum triglycerides and increasing those in the liver. Lipid peroxidation and
catalase activity in the liver was decreased in the Kefir group. In contrast, the kefir did
not affect the serum concentration of anti-oxidized LDL in ApoE™", indirect measurement
of LDL oxidation. The areas of atherosclerotic lesions in the aortic valve and thoracic
and abdominal aorta were similar between groups. The lesions showed a large
accumulation of macrophages, shown by immunohistochemistry, but also with a similar
percentage area between the groups. Thus, the results lead us to conclude that
although some risk factors for atherosclerosis improved with the ingestion of kefir for 4
weeks, this effect was not strong enough to alter the disease’s course at the root of the

aortic valve or at the aortic specifically.

Keywords: Kefir; atherosclerosis; lipid profile; oxidative stress.
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A aterosclerose € uma doenca vascular inflamatoria crénica e multifatorial que
acomete as médias e grandes artérias. Tem sido intensamente estudada por ser a
principal causa das doengas cardiovasculares (DCVs), e, consequentemente, de
morbidade e mortalidade nos paises ocidentais (LOSCALZO, 2005; RADER &
DAUGHERTY, 2008). As doencas cardiovasculares constituem um grupo de doencas
do coracgdo e vasos sanguineos que incluem hipertensdo, doenca coronariana, doenca
cerebrovascular, doenca vascular periférica, doenga reumatica do coracéo,
insuficiéncia cardiaca, doencas congénitas do coracdo e cardiomiopatias. Dados da
Organizacdo Mundial de Saude mostram que, em 2005, 30% dos o6bitos em todo
mundo foram decorrentes de DCVs, sendo que 80% desses 6bitos ocorreram em
paises em desenvolvimento (WHO, 2008).

O curso da aterosclerose envolve a formacdo de lesdes nas artérias que séo
caracterizadas por inflamacdo, acumulo de lipideos, células mortas e fibrose
(HANSSON & LIBBY, 2006). Assim, essa patologia é induzida por distlirbios do
metabolismo lipidico, do sistema imunoldgico e coagulacdo sanguinea, tendo como
principais fatores de risco a hipercolesterolemia, hipertenséo arterial, diabetes, histéria
familiar, idade, tabagismo, sedentarismo e obesidade (ALVAREZ-LEITE et al., 2003;
SCOTT, 2004).

A busca por medidas de prevencdo e controle da aterosclerose é crescente,
tanto pelo uso de drogas quanto por mudancas ambientais, incluindo as dietéticas.
Nesse contexto, alimentos que possam atenuar a dislipidemia, reduzir o estresse
oxidativo, assim como retardar o desenvolvimento da placa aterosclerética, sao de
grande interesse.

O quefir (kefir), conhecido ha milhares de anos, € uma bebida fermentada pelos
graos de quefir, que constituem uma mistura complexa de bactérias e leveduras
encapsuladas em uma matriz polissacaridea. Essa bebida é levemente gasosa, acida e
alcodlica (FARNWORTH, 2005; LOPITZ-OTSOA et al., 2006; SARKAR, 2007).
Segundo GARROTE (1997), o quefir originou-se nas montanhas Caucasianas da Asia,
Tibet e Mongdlia e se tornou popular em varios paises da Europa. Atualmente, é
consumido em todo mundo e pode ser preparado, de forma caseira, a partir da cultura
fresca. Historicamente, os graos de quefir eram um presente de Allah ao povo
caucasiano, transmitidos de geragdo para geracdo como uma riqueza de familia
(LOPITZ-OTSOA et al., 2006).

Nos graos de quefir podem estar presentes varias espécies de bactérias

(géneros Lactobacillus, Lactococci, Leuconostocs e Acetobacter), e leveduras (géneros
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Kluyveromyces, Candida, Torula, Saccharomyces) (OTLES & CADINGI, 2003), que
coexistem numa associagao simbidtica (LOPITZ-OTSOA et al.,2006).

O quefir preparado pela fermentagéo dos graos de quefir em solu¢cdo aquosa de
acucar mascavo € uma forma bastante consumida pela populacéo brasileira, mas suas
propriedades funcionais ainda séo pouco relatadas na literatura. A maioria dos estudos
utiliza o quefir tradicional, fermentado em leite (FARNWORTH, 2005; LOPITZ-OTSOA
et al.,2006; SARKAR, 2007).

De um modo geral, ha estudos mostrando os efeitos do quefir na regulacdo do
trato gastrointestinal, na intolerancia a lactose, na prote¢cdo ao cancer, nas atividades:
antimicrobiana, antioxidante, imunomodulatoria, antiinflamatoria, cicatrizante,
hipocolesterolémica, entre outras (FARNWORTH, 2005; LOPITZ-OTSOA et al.,2006;
SARKAR, 2007). Contudo, estudos que reportaram o efeito hipocolesterolémico do
quefir ainda ndo sdo conclusivos (TAMAI et al., 1996; St-ONGE et al., 2002; LIU et al.,
2006).

Nao ha trabalhos especificos na literatura sobre o papel do quefir na
aterosclerose, em que a hipercolesterolemia e 0 estresse oxidativo sdo importantes
fatores de risco. Dessa forma, o presente estudo se propds a investigar os efeitos do

quefir aquoso (em solucdo de agUcar mascavo) ha aterogénese.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do quefir (em solucdo de aclcar mascavo) ho metabolismo
lipidico, estresse oxidativo e desenvolvimento da aterosclerose em camundongos
ApoE™.

1.1.2 Objetivos Especificos

» Realizar contagem total de bactérias acido- laticas (BAL) e leveduras no quefir

preparado para o estudo;

» Avaliar a ingestdao do quefir e de dieta, bem como a evolucdo ponderal, dos

camundongos ApoE™;
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» Avaliar o efeito do quefir no perfil lipidico sérico (colesterol total, HDL, frac&o

aterogénica e triglicerideos) dos ApoE™;

» Verificar se a glicemia dos animais foi influenciada pelo consumo do quefir;
» Avaliar o efeito do quefir no perfil lipidico hepatico e cecal;

» Avaliar o efeito da administragdo do quefir no estresse oxidativo, pela
peroxidacdo lipidica (figado e rim), atividade de enzimas antioxidantes e

oxidac&o de LDL no soro;

» Avaliar o efeito da ingestdo do quefir sobre a formagao e composicao de placas
ateroscleroticas, pela analise morfométrica da lesdo na valvula aortica e nas

aortas abdominal e toracica;

» Caracterizar a placa aterosclerotica na valvula adrtica quanto ao infiltrado de

macréfagos.
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2.1 O Quefir

Quefir (ou kefir) € uma bebida fermentada pela acdo de bactérias e leveduras
gue estdo associadas simbioticamente nos chamados graos de quefir (FARNWORTH,
2005; LOPITZ-OTSOA et al., 2006; SARKAR, 2007). A bebida parece ter origem nas
montanhas Caucasianas da Asia e traz promessas de varios beneficios para a saude.
A palavra “kefir” é originaria do eslavo keif, que significa “bem-estar” ou “bem-viver”
(OTLES & CADINGI, 2003; LOPITZ-OTSOA et al., 2006; SARKAR, 2007).

O quefir € produzido tradicionalmente a partir do leite (FARNWORTH, 2005;
LOPITZ-OTSOA et al., 2006 ), mas também pode ser fermentado em agua acucarada,
suco de frutas (SALOFF-COSTE, 1986; SCHNEEDORF & ANFITEATRO, 2004) ou
leite de soja (LIU et al., 2006). O quefir em agua agucarada tem sido amplamente
consumido pela populagcdo, no entanto, as propriedades funcionais do produto
fermentado no meio aquoso ainda séo pouco relatadas na literatura (MOREIRA et al.,
2008). Nesse caso, utiliza-se principalmente o acucar mascavo, mel ou rapadura como
0 nutriente para o cultivo dos gréos de quefir na agua. A bebida fermentada aquosa é
conhecida popularmente por “quefir aquoso”, “tibico” ou “tibi”.

No Brasil, o quefir € consumido como um produto da cultura popular, embora a
literatura ja contemple efeitos probioticos relacionados a sua utilizacdo (SCHNEEDORF
& ANFITEATRO, 2004). Nao existe no mercado brasileiro esse produto industrializado,
e, atualmente, sua producao é caseira, sendo que os graos de quefir sdo doados por
seus usuarios, pois se multiplicam rapidamente a medida que séo cultivados. A bebida
pronta para consumo contém: &cidos latico, férmico, succinico e propiénico; COy;
etanol; diferentes aldeidos; e tracos de alcool isoamilico e acetona (GUZEL-SEYDIM et
al., 2000). As concentracdes de vitaminas B, B1,, K e &cido folico, bem como de calcio
e aminoacidos também sdo elevadas durante a fermentagdo do quefir (OTLES &
CADINGI, 2003). Esses compostos formados durante a fermentacdo conferem ao
quefir o sabor levemente &cido, gasoso e alcodlico (FARNWORTH, 2005; LOPITZ-
OTSOA et al., 2006).

Na literatura, o quefir € considerado um probiotico natural (FARNWORTH, 2005;
LOPITZ-OTSOA et al., 2006; SARKAR, 2007). Probiodticos sao definidos como
microorganismos vivos que, quando consumidos em quantidade adequada, conferem
beneficios a saude do individuo, complementares a nutricdo basica (FAO/WHO, 2002).
De acordo FARNWORTH (2005), os efeitos benéficos dos probioticos podem ser

provenientes de trés mecanismos distintos (Figura 1): efeito direto dos microrganismos;
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efeitos indiretos dos metabdlitos produzidos durante a fermentacdo desses
microrganismos (incluindo antibiéticos e bactericidas); ou por meio dos produtos
gerados na quebra da matriz alimentar, tais como peptideos. As trés vias influenciam
no aumento da populacdo microbiana intestinal, bem como no metabolismo e sistema

imunologico do individuo.

Produtosda
Fermentacio . " .
Digestdo, Metabolismo,
Estado Imune,
Resisténcia a Doencas
Probiético Bactériase
(Quefir) Leveduras
Populacdo Microbiana
. Intestinal
Metabdlitos

Figura 1: Efeitos dos probiéticos no metabolismo. Adaptado de FARNWORTH, 2005.

2.1.1 Graos de Quefir

Microscopicamente, os grdos de quefir sdo um conjunto complexo de vérias
cepas de bactérias e leveduras, encapsuladas por uma trama de polissacarideos
insollveis que séo secretados por algumas cepas. No caso da cultura lactea, o
polissacarideo predominante € denominado quefirano (kefiran). A Figura 2 apresenta
uma microscopia eletronica de varredura de grdos de quefir, mostrando na parte
interna dos gréos, os Lactobacillus (longos e curvos), leveduras e material fibrilar; e na
superficie externa, Lactobacillus curtos e leveduras (ZHOU et al., 2009).

Macroscopicamente, esses graos sao irregulares, de consisténcia gelatinosa e
sua coloracdo € dependente do substrato utilizado para cultivo (SCHNEEDORF &
ANFITEATRO, 2004; FARNWORTH, 2005). Os grdos sao amarelo claro e opacos
quando cultivados em leite; pardos e vitreos, se cultivados em aclcar mascavo; ou
purpureos, se cultivados em suco de uva (GUZEL-SEYDIM et al., 2000). A Figura 3
ilustra gréos de quefir cultivados em agua acucarada e em leite.

A microflora dominante encontrada em gréos de quefir apresenta bactérias dos

géneros Lactobacillus sp, Lactococcus sp, Leuconostocs sp, Acetobacter sp,
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Streptococcus sp, e leveduras dos géneros Kluyveromyces sp, Candida sp, Torula sp,
Saccharomyces sp (ANGULO et al., 1993; SCHNEEDORF & ANFITEATRO, 2004). A
composicdo da populagdo microbiana pode variar muito entre diferentes gréos de
quefir, dependendo de sua origem e meio de cultivo.

. N
mk .\'k

' 3 C‘JK"
1wy

Figura 2: Microscopia eletronica de gréos de quefir. ZHOU et al., 2009.
(A, C) Superficie interna do gréo de quefir. (B, D) Superficie externa do gréo de quefir.

Figura 3: Graos de Quefir cultivados em leite (A) e agua acucarada (B). www.kefir.com.br
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2.1.2 Estudos com o Quefir

Nas Ultimas décadas, diversos estudos tém investigado as propriedades
funcionais do quefir e seus graos, e atualmente de metabdlitos produzidos durante sua
fermentacdo. A grande maioria dos estudos utiliza o quefir fermentado em leite (quefir-
leite), sendo a pesquisa do quefir aquoso (em solugdo de aclUcar mascavo) bem
recente.

Na literatura, ha trabalhos reportando efeitos benéficos do quefir-leite: na
atividade antitumoral (HOSONO et al., 1990, KUBO et al., 1992, LIU et al., 2002); como
antialérgico (LEE et al., 2007); na melhora da digestdo e tolerancia a lactose
(HERTZLER & CLANCY, 2003); na inibicho de microorganismos patogénicos pela
secrecdo de acidos organicos secretados pelas bactérias acido-laticas presentes nos
graos de quefir (GARROTE et al., 2000).

O efeito hipocolesterolémico do quefir também vem sendo estudado, e a maioria
dos trabalhos aponta para resultados positivos. TAMAI et al. (1996) investigaram 0s
efeitos de um quefir- leite produzido por 10 tipos de bactérias &acido-laticas e
Saccaromyces cerevisae nha concentracdo sérica e hepatica de lipideos em ratos
alimentados com uma dieta rica em colesterol. O colesterol total e os niveis de
fosfolipideos séricos reduziram significativamente nos ratos suplementados com o leite
fermentado.

Entretanto, no estudo de St-ONGE et al. (2002) com humanos, o quefir (leite)
nao afetou as concentracdes de colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos (TG) no
sangue dos individuos apés 4 semanas de tratamento.

LIU et al. (2006) investigaram o efeito hipocolesterolémico do quefir fermentado
em leite e em leite de soja em hamsters. Os hamsters receberam dieta livre de
colesterol ou rica em colesterol acrescidas de 10% de leite desnatado, quefir-leite, leite
de soja ou quefir-leite de soja por 8 semanas (8 grupos). Houve melhora significativa do
perfil lipidico dos animais com a diminuicdo do colesterol total sérico e hepético, dos
triglicerideos séricos e aumento da excrecdo de esterOis neutros e sais biliares,
principalmente no grupo quefir-leite de soja.

Alguns autores ja relataram acGes do quefir no sistema imune (THOREUX &
SCHMUCKER, 2001, UMEDA et al., 2005, VINDEROLA et al., 2005 e VINDEROLA et
al., 2006; LEE et al., 2007). Por exemplo, VINDEROLA et al. (2005) verificaram o0s
efeitos do quefir comercial e do quefir pasteurizado, em diferentes concentracdes, na

capacidade imunomodulatoria da mucosa intestinal em camundongos. Ambos foram
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capazes de modular o sistema imune da mucosa dependendo da dose administrada. O
quefir comercial foi administrado 10 vezes mais diluido que o pasteurizado, contudo
induziu uma resposta imunomodulatéria de igual magnitude, indicando a importancia da
viabilidade celular. Assim, os resultados sugeriram que uma resposta Thl foi
controlada por citocinas e uma resposta Th2 induzida pela ingestdo do quefir comercial,
enquanto o quefir pasteurizado induziu ambas as respostas, Thl e Th2.

O potencial antioxidante do quefir ja foi investigado por alguns autores em
estudos in vitro e in vivo. NAGIRA et al. (1999) demonstraram num estudo in vitro, que
utilizou células de melanoma humano submetidas a irradiacdo ultra- violeta (UV) e
incubadas com quefir (leite), acdo desse na protecdo aos danos oxidativos causados
pelas ERO ao DNA, a proteinas e lipideos.

GUVEN et al. (2003a) realizaram um estudo em camundongos albinos swiss
alimentados com dieta rica em colesterol suplementados com quefir- leite (30 mL/KQ), e
observaram reducdo dos niveis de MDA no plasma dos animais, indicando menor
peroxidacgéo lipidica. A atividade das enzimas antioxidantes glutationa reduzida (GSH),
glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase, medidas nas hemacias, ndo foi modificada
pela ingestdo de quefir. GUVEN et al. (2003b) também testaram o potencial
antioxidante da suplementacdo com quefir (30mL/Kg) na peroxidacao lipidica hepética
e renal em camundongos, por meio da producdo ndo enzimatica de radicais livres
(induzida por tetracloreto de carbono), bem como compararam essa acdo com a
vitamina E. Os grupos quefir e vitamina E apresentaram niveis de MDA no figado e rim
reduzidos, sendo que o poder antioxidante do quefir foi superior ao da vitamina E. Em
relacdo as enzimas antioxidantes avaliadas, a ingestao de quefir promoveu aumento da
atividade de GSH, GSH-Px, Glutationa- S- transferase e ndo modificou a catalase.

No trabalho de CENEZIS et al. (2008), realizado em camundongos swiss com
criptas aberrantes colbnicas (induzidas por azoximetano), o quefir- leite (diluido 50%
em agua, dado ad libidum) preveniu a peroxidacdo lipidica no figado e cdélon dos
animais.

Estudos com o quefir aquoso, em solugdo de agulcar mascavo, mostraram o
efeito antiinflamatorio e cicatrizante da solugdo em uso topico, como no estudo de
RODRIGUES et al. (2005), em que a atividade cicatrizante e antimicrobiana do quefir
foram testadas utilizando-se um gel de quefir 70% em ratos albinos com ferida dorsal
infectada com Staphylococcus aureus e a cicatrizacdo foi melhor nesses animais em
relacdo ao grupo controle, tratado com 5mg/Kg de neomicina-clostebol. MOREIRA et

al. (2008) também observaram efeitos cicatrizante e antinflamatério da fragdo de
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carboidrato extraida de quefir aqguoso (em solucéo de acucar mascavo) em edema da

pata de ratos.

2.2 Metabolismo Lipidico

Os lipideos definem um conjunto de substancias quimicas que, ao contrario das
outras classes de compostos organicos, ndo sdo caracterizadas por algum grupo
funcional comum, e sim pela sua alta solubilidade em solventes orgéanicos e
insolubilidade em &gua. Os lipideos mais importantes, do ponto de vista fisiolégico e
clinico, sdo os acidos graxos, os triglicerideos, os fosfolipideos e o colesterol. Os
acidos graxos podem ser saturados, mono ou poliinsaturados, sendo os ultimos
precursores de biomoléculas importantes como as prostaglandinas e com inameras
funcbes sobre contratilidade do musculo liso e modulagdo de recepgdo de sinal
hormonal. Os triglicerideos (TG) sdo a forma de armazenamento energético mais
importante no organismo, enquanto os fosfolipideos formam a bicamada lipidica,
estrutura basica das membranas celulares; e o colesterol é precursor dos hormdnios
esteroides, dos &cidos biliares e da vitamina D, além de ter importantes funcbes nas
membranas celulares, influenciando a sua fluidez e o estado de ativacdo de enzimas
(CHAMPE et al, 2007).

Devido a natureza hidrofobica dos lipideos, seu mecanismo de transporte e
distribuicdo no plasma nao seria possivel sem alguma forma de adaptacao hidrofilica.
Assim, as lipoproteinas sao responsaveis pelo transporte de lipideos no sangue,
especialmente colesterol e TG, cujo metabolismo esta intimamente relacionado com a
iniciacdo e progressdo da aterosclerose (FRANSSEN et al.,, 2008; RADER &
DAUGHERTY, 2008). Sao constituidas por um nucleo de lipideos (TG, colesterol
esterificado e vitaminas lipossollveis) e uma camada externa de fosfolipideos e
proteinas (ALVAREZ-LEITE et al., 2003). De acordo com sua origem, composi¢ao,
densidade e tamanho, as lipoproteinas podem ser classificadas em: quilomicrons (QM),
lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (RADER & WILSON, 1995). As lipoproteinas mais abundantes no
plasma s&o as LDLs e HDLs (RADER & DAUGHERTY, 2008). A Figura 4 ilustra o
metabolismo de lipoproteinas: inicialmente, a gordura dietética € absorvida pelo
intestino delgado, e associada as apolipoproteinas Apo-B, E, Al e C, formam os QM

(lipoproteinas grandes, ricas em TG), que serdo transportados para os tecidos
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periféricos através da corrente sanguinea. Nos tecidos muscular e adiposo, a enzima
lipase lipoprotéica cliva os QM, e os acidos graxos liberados atravessam a membrana
desses tecidos. A hidrélise dos triglicerideos pela lipase lipoprotéica depende da
presenca do seu ativador/co-proteina (Apo-Cll) na superficie do QM. Os QM
remanescentes (TG e éster de colesterol) sdo removidos da circulacdo pelo figado
(RADER & DAUGHERTY, 2008).

O figado empacota os lipideos e os secreta diretamente na corrente sanguinea
na forma de VLDL, cuja principal apoproteina ¢ a Apo-B100; a VLDL sofre lipdlise pela
lipase lipoprotéica para formar as LDLs (RADER & DAUGHERTY, 2008). Os
remanescentes de VLDL sdo chamados de IDL, que contém quantidades semelhantes
de colesterol e TG, e as principais apolipoproteinas presentes sdo Apo-B100 e Apo-E.
Cerca de 50% das particulas de IDL sao removidas da circulacao pelo figado. Os 50%
restantes sdo convertidos em LDL pela lipase lipoprotéica ou transformados em LDL no
plasma apds a perda de Apo-E, dentre outras modificacbes (ALVAREZ-LEITE et al.,
2003).

A LDL é a principal condutora de colesterol na circulacdo humana. Transporta
ésteres de colesterol e vitamina E para os tecidos periféricos, cujas membranas
apresentam os receptores de LDL (LDLr) que reconhecem a ApoB-100. Além disso,
uma quantidade significativa de LDL do plasma é eventualmente removida da
circulacao pelo figado, também por interacdo ApoB-100/ LDLr. Assim, a Unica molécula
de Apo-B100 contida na LDL é reconhecida, pelos LDLr, tanto no figado quanto nos
tecidos extra-hepéticos (ALVAREZ-LEITE, 1995). A entrada de LDL na célula é seguida
por um ataque lisossomal, com consequente hidrélise da ApoB-100 e do colesterol
esterificado. O aumento da concentracdo intracelular de colesterol livre apresenta os
seguintes efeitos regulatorios: 1) inibicdo da enzima hidroximetilglutaril-CoA (HMG-
CoA) redutase, impedindo a sintese de colesterol; 2) inibicdo da sintese de receptores
de LDL; 3) estimulo da enzima acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT) para
esterificacdo do colesterol citoplasmatico (ALVAREZ-LEITE et al. , 2003).

Em contrapartida, as HDLs sdo geradas pelo intestino e figado através da
secrecdo de Apo-Al livre de lipideos, que entdo recruta colesterol desses orgaos por
meio do transportador ABCA1 (ATP binding cassette transporter Al), formando as
HDLs nascentes. Este mecanismo protege as Apo-Al de serem rapidamente
degradadas nos rins. Nos tecidos periféricos, as HDLs nascentes promovem o efluxo
de colesterol dos tecidos, inclusive de macrofagos, mediado por agdes da ABCA-1. As

HDLs maduras também promovem este efluxo, mas por acées do ABCG1 (ATP binding
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cassette transporter G1). O colesterol livre (ndo esterificado) em contato com HDLs
nascentes é esterificado a éster de colesterol pela acdo da enzima lecitina: colesterol
acil transferase (LCAT), formando as HDLs maduras (aumento da particula). O
colesterol nas HDLs retorna ao figado diretamente, através da expressao do receptor
scavenger tipo B, classe | (SR-BI), e, indiretamente, por transferéncia para as
lipoproteinas que contém apo-B (LDLs e VLDLS) por acdo da proteina de transferéncia
de éster de colesterol (CETP). O conteudo lipidico das HDLs ¢é alterado pelas enzimas
lipase hepatica e lipase endotelial, bem como pelas CETPs e proteina de transferéncia
fosfolipidica (PLTP), o que afeta o catabolismo da HDL. Nos macréfagos, o receptor
nuclear LXR regula positivamente a produgdo de ambos transportadores ABCALl e
ABCG1 (RADER & DAUGHERTY, 2008).

A remocéao do excesso de colesterol livre dos tecidos periféricos e lipoproteinas,
e subsequente depdsito no figado, para posterior secrecao através da bile, € chamado
transporte reverso de colesterol. Esse processo é mediado pela HDL e suas principais
fontes sdo o figado, intestino e os remanescentes de lipoproteinas (ALVAREZ-LEITE,
1995). A HDL é considerada uma lipoproteina ateroprotetora.

A dislipidemia, caracterizada por niveis elevados de LDL e/ou reduzidos de HDL
circulantes, é um pré-requisito absoluto para a iniciagdo da lesdo aterosclerédtica e
progresséo da doenca. (BINDER et al., 2002; ALVAREZ-LEITE et al., 2003).
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Figura 4: Metabolismo de Lipoproteinas. RADER & DAUGHERTY, 2008.

VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade; IDL: lipoproteina de densidade intermediéria;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta densidade; LCAT: lecitina:
colesterol aciltransferase; CETP: proteina de transferéncia de éster de colesterol; PLTP:
proteina de transferéncia fosfolipidica; ABCA-1: ATP binding cassette transporter Al; ABCG1.:
ATP binding cassette transporter G1.

2.3 Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca inflamatoria crbnica, caracterizada pelo acamulo
de lipideos, células (macréfagos, células T, B, musculares lisas e dendriticas) e
elementos fibrosos na parede das médias e grandes artérias (LIBBY, 2002; LUSIS,
2005; HANSSON & LIBBY, 2006; GALKINA & LEY, 2009). Regi6es de ramificacdes e
de forte curvatura das artérias, onde ha aumento da forca de cisalhamento (shear
stress) e da turbuléncia do fluxo, sdo as areas mais propensas a formacdo da
aterosclerose (HANSSON & LIBBY, 2006).

O dano vascular causado na aterosclerose pode resultar da interacdo de varias
forcas. Entre elas, incluem-se anormalidades metabdlicas e nutricionais, tais como
hiperlipidemias, forcas mecanicas associadas com a hipertensdo arterial, toxinas

exdgenas (como aquelas encontradas no tabaco), proteinas anormalmente glicadas
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associadas com o diabetes mellitus, lipideos ou proteinas modificadas oxidativamente
e, possivelmente, infec¢des virais (ALVAREZ-LEITE et al., 2003).

O primeiro passo no desenvolvimento da aterosclerose é a retencéo de LDLs na
parede arterial. Este processo inicia-se quando ha niveis elevados dessa lipoproteina
na corrente sanguinea (hipercolesterolemia), o que facilita sua migracdo por diapedese
através das células endoteliais e sua retencdo na parede do vaso parece envolver
interacbes entre a apo-B, que faz parte da sua constituicdo, e 0s proteoglicanos que
estdo presentes na camada intima das artérias. Uma vez retida no espacgo
subendotelial, a LDL podera sofrer oxidacdo por espécies reativas de oxigénio,
produzidas por células endoteliais, macréfagos residentes e células musculares lisas,
modificando sua estrutura (STEFFENS & MACH, 2004), formando a LDL oxidada
(LDLoX).

Com isso, as LDLs oxidadas ativam a sintese de moléculas quimiotaticas para
mondcitos (MCP1) e a expressao de moléculas de adesao celular como P-Selectina, E-
selectina, PECAM, VCAM-1 e ICAM-1. Assim, mondcitos sdo recrutados para a lesao,
aderem-se firmemente as demais moléculas de adesdo do endotélio e migram para a
camada intima do vaso (CASOS et al., 2008). Esses mondcitos diferenciam-se, entao,
em macrofagos, que fagocitam as LDLs oxidadas por ligacdo aos receptores
scavengers CD36 e SR-A, culminando na formacéo de células espumosas (foam cells),
devido ao acumulo de lipideos nessas células. Isso ocorre porque esses receptores
nao sofrem regulacédo negativa, ou seja, sua expressao nao é dependente do conteddo
intracelular de colesterol (MANNING-TOBIN et al., 2009). A ativacdo do macréfago
também promove a liberacdo de citocinas, quimiocinas, proteases e radicais de
oxigénio, que piora o quadro de inflamacdo e dano ao tecido, contribuindo para o
desenvolvimento da les&o. O resultado desse processo é a origem da estria gordurosa,
primeira lesdo da aterosclerose (Figura 5).

O acumulo de lipideos na camada intima da artéria ocorre durante o primeiro
estagio de formacdo da placa. Estrias gordurosas sdo prevalentes em individuos
jovens, nunca causam sintomas e podem progredir para uma lesdo aterosclerotica
madura ou desaparecer com o tempo (HANSSON & LIBBY, 2006; RADER &
DAUGHERTY, 2008).

Na evolucdo da placa aterosclerética ocorre a transigdo da estria gordurosa para
a lesdo intermediaria, fibrogordurosa. Esta fase da leséo é influenciada por interacfes
entre monaocitos/macrofagos e ceélulas T, que resultam em caracteristicas de estado

inflamatorio crénico. Também ocorre a migracdo de células musculares lisas da
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camada média da parede arterial para a intima arterial. Essas células podem proliferar
e também captar lipoproteinas modificadas formando células espumosas. As células
musculares lisas sintetizam proteinas da matriz extracelular, como colageno, elastina e
proteoglicanos, e levam a formacdo da capa fibrosa (HANSSON e LIBBY, 2006;
MALLIKA et al., 2007; RADER & DAUGHERTY, 2008).

As placas ateroscleréticas maduras ou fibrosas apresentam uma estrutura mais
complexa. No centro da placa, estdo presentes células espumosas, lipideos
extracelulares e células necrdticas, envolvidos por uma capa de células musculares
lisas e fibras de colageno. Outros tipos celulares que formam a placa sao células
dendriticas, mastocitos, poucas células B, e provavelmente células natural killer (NK).
Na interface da capa e do centro da placa, apresentam-se macréfagos e células T em
abundéancia (HANSSON & LIBBY, 2006) (Figura 6). Calcificacbes sdo encontradas
préximas ao centro necrotico. A capa fibrosa pode variar de espessura sendo mais
delgada nas regides laterais e margens da lesdo. A formacao de lesGes avancadas é
usualmente associada a uma continua diminuicdo na espessura da camada média da
artéria, resultante da migracdo de células musculares lisas para a camada intima
durante a progressdo da doenca (MALLIKA et al., 2007; RADER & DAUGHERTY,
2008).

Embora lesbes avangcadas possam proporcionar sintomas de isquemia (fluxo
sangilineo insuficiente para oOrgdos e tecidos) como resultado de estreitamento
progressivo do lumen do vaso, o mais grave evento clinico que pode ocorrer € a
ruptura da placa. Esta ruptura expde material pro-trombdtico na corrente sanglinea,
formando um trombo no lumen. Se o trombo for suficientemente grande, causa oclusao
trombdtica da artéria, o que leva a sindrome coronéria aguda ou ao infarto do miocardio
(HANSSON & LIBBY, 2006; RADER & DAUGHERTY, 2008).
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Figura 5: Eventos iniciais no desenvolvimento da aterosclerose. SCOTT, 2004.

A LDL é submetida a modificacdes oxidativas no espaco subendotelial, progredindo de LDL
minimamente oxidada (LDLmm) para extensivamente oxidada (LDLox). Mondcitos aderem as
células endoteliais que foram induzidas a expressarem moléculas de adesdo por LDLmm e
citocinas inflamatoérias. Monécitos aderidos migram para o0 espaco subendotelial e se
diferenciam em macréfagos. As LDLox séo capturadas por macréfagos via receptores
scavengers e o colesterol contido nelas é esterificado e estocado em gotas lipidicas (células
espumosas), podendo ser convertido em formas mais sollUveis, ou exportado para HDL
extracelular via transportadores de colesterol, tais como ABCA-1.
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2.4 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo estd associado a processos fisiologicos, como o
envelhecimento, e doencas cronicas, tais como aterosclerose, diabetes e cancer. Pode
ser definido como resultado do desequilibrio entre a producéo de espécies oxidantes e
a defesa do sistema antioxidante do organismo (GOETZ & LUCH, 2008; STEPHENS et
al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) exercem um papel importante no
estresse oxidativo. As ERO, que podem ser radicais livres ou ndo (como os peréxidos),
sdo espécies de oxigénio que estdo em um estado mais reativo que 0 Oxigénio
molecular, ou seja, o oxigénio pode ser reduzido em diferentes graus. Dentre as
espécies radicais mais importantes no contexto biolégico estdo os ions superoxido,
hidroxil e 6xido nitrico. As espécies ndo-radical principais sao peroxido de hidrogénio,
acido hipocloroso e oxigénio singlet (MONAGHAN et al., 2009).

Um grave desequilibrio redox pode resultar na morte celular, apés oxidacéo
generalizada de macromoléculas (lipideos, proteinas), embora modificacées oxidativas
sutis parecam desempenhar papel na modulacdo de vias de sinalizagcdo, também
causando efeitos adversos (STEPHENS et al., 2009).
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Para minimizar os danos causados pela acdo das ERO e, consequentemente,
pelo estresse oxidativo, um sistema antioxidante bem organizado trabalha de forma
coordenada. O termo antioxidante € amplamente definido como qualquer substancia
que retarda ou evita a oxidacdo de um substrato. Quando este é suficiente em
balancear o ataque das ERO, o organismo reduz o estresse oxidativo (MONAGHAN et

al, 2009; POWERS & JACKSON, 2008).

2.4.1 Espécies Reativas de Oxigénio

O anion superéxido (O, ") constitui a ERO primaria, pois é formado em sistemas
biologicos pela primeira redugdo do oxigénio molecular, numa reagdo catalisada pela
enzima NADPH oxidase (GENESTRA, 2007). Essa reacdo ocorre geralmente nas
membranas mitocondriais. E formado principalmente como um intermediario nas
reacbes bioquimicas. Uma vez gerado, o O, pode agir com um radical livre fraco,
como elétron redutor ou elétron oxidante. Possui uma longa meia-vida que permite sua
difusdo para o interior da célula e, consequentemente, 0 aumento do niumero dos seus
potenciais alvos (Figura 7). Como uma espécie redox ativa, o superéxido pode reduzir
alguns materiais biolégicos, como o citocromo c, e oxidar outros, como o0 ascorbato
(GOETZ & LUCH, 2008; POWERS & JACKSON, 2008).

- - transformado pela catalase ou glutationa peroxidase

- inativacdo enzimatica
- liberacdo de Fed+
- peroxidacdo lipidica

I - promove apoptose

= NO
agn e

F

- ataca DMA&, lipidios e
proteinas
- citotoxicidade

Figura 7: Anion superoxido e seus derivados (adaptado de AFONSO et al, 2007).

O pero6xido de hidrogénio (H.0;) € um composto reativo que pode faciimente

gerar radicais livres como o radical hidroxil (OH) em circunstancias especificas. Pode
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ser gerado a partir da acdo de uma enzima antioxidante, a superéxido dismutase
(SOD). O peroxido de hidrogénio é estavel, permeavel as membranas, e tem uma
meia-vida relativamente longa no interior da célula. E citotdxico, mas € considerado um
agente oxidante relativamente fraco (GOETZ & LUCH, 2008; POWERS & JACKSON,
2008). Por sua vez, os radicais hidroxil (OH) sao altamente reativos com forte poder
oxidante e resultam da transferéncia de elétrons entre peréxido de hidrogénio e metais
de transicdo. Sdo as ERO mais prejudiciais, visto que interagem com biomoléculas
imediatamente apds sua geracdo. Pressupde-se que o radical OH contribua para
varios processos fisiopatoldgicos, como envelhecimento, cancer, diabetes, sindrome de
isquemia e reperfusdo (GOETZ & LUCH, 2008; POWERS & JACKSON, 2008).

O oxigénio singlet é outra forma reativa de oxigénio que pode ser gerado em
alguns materiais biolégicos. Tem meia vida muito curta, mas é capaz de difusdo pelas
membranas. E produzido durante a contracdo esquelética muscular no exercicio
(POWERS & JACKSON, 2008).

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado a partir da arginina pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), a qual ocorre em trés tipos principais: NOS endotelial (eNOS), NOS
neuronal (NNOS) e NOS indutivel (iNOS). Em condi¢cdes fisiologicas, o NO é um
potente vasodilatador. Em situacdes de desequilibrio do seu metabolismo, o NO
(agente redutor fraco) reage com o0 oxigénio ou com o superdxido, produzindo
peroxinitrito. Este Ultimo e o NO séo classificados como espécies reativas ao nitrogénio
(GOETZ & LUCH, 2008; POWERS & JACKSON, 2008). Assim, NO pode ter efeitos
benéficos, mas quando produzido em grandes quantidades pela INOS é pré-
inflamatoério na aterosclerose, contribuindo para o desenvolvimento da lesdo (ZHANG
et al., 2001).

O peroxinitrito (ONOQO") ou sua forma protonada (ONOOH) é formado a partir da
reacdo do superdxido com o NO. E um forte oxidante e pode levar ao esgotamento de
grupos tiol, causando danos ao DNA e nitracao de proteinas (GOETZ & LUCH, 2008;
POWERS & JACKSON, 2008).

O hipoclorito (HOCI) é formado pela acdo da mieloperoxidase (MPO) utilizando o
peréxido de nitrogénio. E predominantemente formado por neutréfilos e pode, na sua
forma acida (acido hipocloroso), atravessar membranas celulares e causar
fragmentacao e agregacédo de proteinas (POWERS & JACKSON, 2008).
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2.4.2 Estresse Oxidativo e Aterosclerose

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo das ERO (lipideos,
proteinas, DNA), porém a membrana celular € um dos mais atingidos em decorréncia
da peroxidacao lipidica, que acarreta alteracbes em sua estrutura e permeabilidade. A
oxidacgdo dos lipideos insaturados da membrana celular pode modular diversas vias de
sinalizagdo. Com isso, 0 estresse oxidativo pode levar a varios eventos celulares, tais
como inativacdo de oxido nitrico (NO), modificacbes oxidativas de DNA e proteinas,
oxidacdo lipidica, aumento da proliferacdo e apoptose de células vasculares, e
aumento da expressdo e ativacdo de genes redox-sensiveis, como 0 receptor para
LDLox, moléculas de adesdo, fatores quimiotaticos, citocinas pré-inflamatodrias,
metaloproteinases de matriz (Figura 8). Varios fatores de risco cardiovascular estédo
associados com 0 estresse oxidativo e desregulacdo da expressdo e atividade de
enzimas oxidantes e antioxidantes, incluindo hipertensao, hipercolesterolemia, diabetes
mellitus e fumo (WASSMANN et al., 2004; STEPHENS et al., 2009).

Assim, a producdo exacerbada de ERO esta intimamente relacionada com a
aterosclerose por induzir uma ativacéo crénica do endotélio vascular e componentes do
sistema imune. As ERO do endotélio vascular sdo provenientes de enzimas como
NADPH oxidase, MPO, xantina oxidase, lipoxigenases, NO sintases. Além disso, uma
disfuncdo da cadeia respiratéria mitocondrial pode ter grandes efeitos na producéo de
ERO (GALKINA & LEY, 2009). Em humanos, a expressao elevada de subunidades
protéicas de NADPH oxidase esta associada a aumento da producdo de ions
superéxido (O,) e da severidade da aterosclerose (SORESCU et al., 2002).
Camundongos com deficiéncia genética de apo-E e NADPH oxidase apresentaram
menor desenvolvimento de aterosclerose que os animais somente ApoE” (BARRY-
LANE et al., 2001). As plaquetas também produzem ERO, e a producao de superoxido
induzida por NADPH resulta em maior disponibilidade de ADP livre e amplificacdo do
recrutamento de plaquetas (FREEDMAN, 2008).

Outra consequéncia do estresse oxidativo aumentado € a oxidacdo das LDL,
evento crucial para o desenvolvimento da aterosclerose, como ja citado anteriormente
(HEISTAD, 2006; KATO et al., 2009).
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Figura 8: Fisiopatologia do estresse oxidativo e DCVs. WASSMANN et al., 2004.

Fatores de risco que predispbem a aterogénese estdo associados com o estresse oxidativo.
Varios agonistas e condi¢cdes patologicas levam a desregulagdo da expressdo e funcdo de
enzimas oxidantes e antioxidantes, resultando em aumentos de radicais livres no sistema
vascular. O estresse oxidativo promove eventos celulares patolégicos, que estdo envolvidos no
desenvolvimento e progresséo da aterosclerose em todos os estagios da doenca. LDLox indica
LDL oxidada; MMP, metaloproteinase de matriz; CMLV, células musculares lisas vasculares.
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2.4.3 Sistemas de Defesa Antioxidante

O sistema antioxidante do organismo é composto por antioxidantes enzimaticos
e ndo enzimaticos, que atuam como uma unidade complexa na regulacdo das ERO
(POWERS & JACKSON, 2008). O sistema enzimatico inclui diversas enzimas, tais
como superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSH-Px).

A enzima superéxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa
contra os radicais superoxido (O2*), transformando-os em H,O, e oxigénio (reacdo de
dismutacéo). Existem trés isoformas dessa enzima nos mamiferos, sendo todas ligadas
a um metal de transicdo no sitio ativo para realizar sua acdo. A CuZnSOD esta
localizada no citoplasma, a MnSOD na mitocondria e a SOD extra celular (ecSOD)
localiza-se no espaco extra celular e também apresenta como cofator Cu e Zn. As trés
isoformas também sédo conhecidas como SOD1, SOD2 e SOD3, respectivamente
(HEISTAD et al., 2006; AFONSO et al., 2007; POWERS & JACKSON, 2008).

A catalase € uma enzima antioxidante intracelular (hemeproteina) localizada
principalmente em peroxissomas celulares, e, em menor extensdo, no citosol, que
catalisa a reacdo de decomposicdo do peroxido de hidrogénio, formando &agua e
oxigénio molecular (2H,0, - 2H,O + O,). Ao remover peroxidos de hidrogénio, a
catalase age indiretamente contra os radicais superéxido, que sdo convertidos em
perdxido de hidrogénio pela SOD. A enzima também possui atividade de peroxidase e
reage com peroxidos organicos e doadores de hidrogénio, formando agua e alcoois
organicos. A catalase € muito eficaz em alto nivel de estresse oxidativo, protegendo as
células do H,O, produzido em seu interior. A enzima torna-se especialmente
importante no caso de quantidade limitada de glutationa ou atividade reduzida da GPX
e desempenha um papel significativo no desenvolvimento de tolerancia ao estresse
oxidativo na resposta adaptativa das células (WASSMANN et. al., 2004; POWERS &
JACKSON, 2008; STEPHENS et al., 2009).

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reducdo de peroxidos de hidrogénio ou
hidroperoxidos orgénicos para agua e éalcool, na mitocéndria. A reducdo do H,0O.,
ocorre pela conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSH), que
é catalisada pela GPx (POWERS & JACKSON, 2008; TRACHOOTHAM et al., 2008).

Além dessas enzimas, ha diversos antioxidantes ndo enzimaticos nas ceélulas,
como a glutationa, acido Urico, bilirrubina, vitaminas C e E (POWERS & JACKSON,
2008), como também compostos exdégenos, como flavondides e carotendides
(STEPHENS et al., 2009).
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2.5 Modelos Murinos de Aterosclerose

Camundongos selvagens sdo altamente resistentes ao desenvolvimento de
aterosclerose (BRESLOW, 1996; JAWIEN et al., 2004, CASOS et al., 2008),
principalmente por transportarem maior parte do colesterol sanguineo em HDL (mais
de 85%) e possuirem baixos niveis de colesterol em VLDL e LDL, caracterizando um
perfil lipidico significativamente diferente do perfil humano, em que as LDL sao as
principais carreadoras de colesterol sanguineo (65-85%) (BRESLOW, 1996, HOFKER
et al.,, 1998; NEUZIL et al., 1998; FAZIO & LINTON, 2001). Apesar das diferencas,
camundongos e humanos possuem, com poucas exce¢des, 0 mesmo conjunto de
genes que controlam o metabolismo de lipoproteinas (HOFKER et al., 1998).

Duas linhagens de camundongos modificados geneticamente sao
particularmente utilizadas para o estudo da aterosclerose, os deficientes em apo- E
(ApoE™) e os deficientes no receptor de LDL (LDLr"), pela delecdo dos respectivos
genes (knockout), que leva ao desenvolvimento de placas ateroscleréticas nesses
animais (MEIR & LEITERSDORF, 2004; HANSSON & LIBBY, 2006). Essas lesoes ja
foram extensivamente caracterizadas e apresentam semelhancas com as encontradas
em humanos (PALINSK et al., 1994).

O camundongo deficiente do receptor de LDL (LDLr") possui elevadas
concentracfes plasmaticas das lipoproteinas aterogénicas LDL e IDL, uma vez que o
clearence de LDL, IDL e VLDL esta reduzido nesse animal (BRESLOW, 1996). O peffil
lipidico do plasma desses camundongos é similar ao de humanos com hiperlipidemia,
mais do que o modelo Apo E” (OHASHI et al., 2004).

Em resposta a uma dieta normolipidica, os camundongos LDLr” desenvolvem
hipercolesterolemia moderada e ndo desenvolvem lesfes aterosclerdticas avancadas
(ISHIBASHI et al.,, 1994). A ingestdo de dieta aterogénica, no entanto, leva-os ao
desenvolvimento de hipercolesterolemia grave e lesdes ateroscleréticas avancadas
(FAZIO & LINTON, 2001; HANSSON & LIBBY, 2006). Esta condicao, provavelmente,
esta relacionada ao fato de que, diferentemente dos humanos, os camundongos
sintetizam duas isoformas da apoproteina B, a apo B-100 e a apo B-48, sendo ambas
incorporadas em VLDL. As VLDL contendo apo B-48 geram remanescentes que por
aceitarem apo- E tornam-se capazes de se ligar a receptores de quilomicrons e serem
rapidamente retiradas da circulacdo. Portanto, uma dieta comercial ou normolipidica
para esse modelo murino ndo € capaz de elevar os niveis séricos de colesterol a

concentracbes encontradas na hipercolesterolemia familiar homozigoética. As demais
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particulas de VLDL que apresentam apo B-100 (caracteristica comum em humanos e
camundongos) formam remanescentes de IDL, também contendo a apo B-100, que
séo retiradas do plasma pelos receptores de LDL que reconhecem essa apoproteina.
Vale ressaltar que, em humanos, as apo B-48 sdo secretadas apenas no intestino
compondo os QM (ISHIBASHI et al., 1994).

Camundongos deficientes em apo-E (ApoE™) apresentam niveis elevados de
colesterol devido a auséncia do clearence das lipoproteinas remanescentes. Logo, o
acumulo de remanescentes de QM e de VLDL no plasma constitui o estimulo
aterogénico nestes animais (ZHANG et al.,, 1992; BRESLOW, 1996). Estes animais
apresentam lesbes similares as observadas durante a formacdo da aterosclerose
humana, tornando-se um modelo importante para o estudo dos varios fatores que
controlam ou influenciam o desenvolvimento da placa aterosclerética. (MEIR e
LEITERSDORF, 2004). As lesbes sdo exacerbadas pelo consumo de dietas
aterogénicas, ricas em gorduras e colesterol (BRESLOW, 1996; HANSSON & LIBBY,
2006).
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3.1 Preparacéo do Quefir

Para o preparo do quefir, foram utilizados gréos de quefir gentiimente doados
pela Universidade José do Rosario Velano (UNIFENAS-MG). A composicédo
microbioldégica desses grdos foi previamente determinada, e as espécies
predominantes de bactérias e leveduras (acima de 10° UFC/mL) encontradas estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Microorganismos predominantes nos graos de quefir utilizados no estudo.

Bactérias Leveduras
Lactobacillus satsunensis Zygosaccharomyes fermentati
Lactobacillus casei Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus plantarum Torulaspora delbrueckii

Lactobacillus nagelei

Resultados obtidos na pesquisa de RAIMUNDO, 2009 (Dados néo publicados).

O quefir utilizado nos experimentos foi obtido pela fermentacdo dos graos de
qguefir em agua com acucar mascavo, conforme € consumido popularmente no Brasil.

Os graos de quefir foram adicionados a uma solucdo de agua filtrada com 30g
de aclucar mascavo, na concentracdo de 50g/L (50g de gréos de quefir/ 1L de solucéo
de aclUcar mascavo) em um recipiente de vidro limpo, de acordo com MOREIRA et
al.(2008). A mistura ficou em repouso por 24 horas a temperatura ambiente para
fermentacao dos gréaos. O recipiente foi tampado, mas ndo hermeticamente, devido a
producdo de gases. Apds a fermentacdo, os graos foram cuidadosamente coados,
lavados e transferidos para outro recipiente. Somente utensilios ndo- metéalicos foram
utilizados no preparo do quefir (SCHNEEDORF & ANFITEATRO, 2004).

O liquido fermentado foi administrado ad libitum aos camundongos do grupo
Quefir e os graos foram reaproveitados para nova fermentacédo. Os animais consumiam
o mesmo quefir por 48 horas, quando uma nova bebida era oferecida. O pH do quefir
foi medido a cada fermentacdo em pH-metro, sendo que a média + desvio padrdo de
pH foi 4,17 + 0,6, durante todo o estudo. O grupo Controle recebeu agua filtrada (ad

libitum) no mesmo pH do quefir, corrigido com solugédo de HCI 0,01mol/L.
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3.2 Contagem Total de Microorganismos no Quefir

O quefir preparado artesanalmente para o presente estudo (secdo 3.1) foi
submetido a andlise microbiolégica para contagem total de bactérias acido- laticas
(BAL) e leveduras. Para isso, foram utilizadas amostras do fermentado aquoso apés 24
horas de fermentacao pelos graos de quefir. Para producdo das amostras, foi utilizado

um pool dos graos de quefir cultivados em diferentes momentos durante o estudo.

3.2.1 Contagem de Bactérias Acido Lacticas

A contagem de BAL foi realizada pelo método de plaqueamento em superficie a
partir de diluicdes decimais seriadas. Na superficie de cada placa contendo Agar de
Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Acumedia, Michigan, EUA) acrescido de cicloheximida
(Sigma, St. Louis, EUA) na concentragdo de 100 mg/L foi inoculado 0,1 mL das
diluicdes decimais (10°, 10° 107). As placas foram incubadas em condicdes de

anaerobiose por 72 horas, em temperatura ambiente.

3.2.2 Contagem de Leveduras

A contagem de leveduras foi realizada pelo método de plagueamento em
superficie a partir de diluicbes decimais seriadas. Na superficie de cada placa contendo
15 a 20 mL do meio &gar extrato de malte-extrato de levedura (YM, Difco, Detroit, EUA)
suplementado com cloranfenicol (INLAB) na concentracdo de 200mg/L foi inoculado 0,1
mL das diluicdes decimais (1073, 10®, 10°). As placas foram incubadas em aerobiose

por 72-96 horas em temperatura ambiente.

3.3 Animais

No presente estudo foram utilizados camundongos deficientes do gene da apo-E
(ApoE™) obtidos no Biotério Enio Cardillo Vieira da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os animais foram mantidos nesse mesmo local, em gaiolas coletivas
(capacidade maxima para 6 animais), todos com livre acesso a dieta e agua (ou liquido
experimental), em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00h) e

temperatura controlada (20 a 24°C).
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
UFMG (CETEA/UFMG), protocolo n° 224/2008.

3.4 Delineamento Experimental

Em experimentos iniciais (Apéndice 1), realizados com animais LDLr™"
alimentados com dieta aterogénica, recebendo o quefir ou agua por 6 semanas, com 0s
mesmos objetivos do presente estudo, verificou-se que 0s animais atingiram niveis
elevados de colesterol sanguineo e fracbes e o quefir ndo mostrou nenhum efeito no
metabolismo lipidico, estresse oxidativo ou desenvolvimento da placa aterosclerdtica.
Considerando que os tratamentos alimentares sdo mais benéficos em hiperlipidemias
leves a moderadas, resolveu-se testar as propriedades terapéuticas do quefir em niveis
intermediarios de colesterol total sérico. Assim, foram utilizados camundongos também
susceptiveis a aterosclerose por modificacdo genética (ApoE™), porém alimentados
com uma dieta normolipidica por menor periodo experimental. Esses animais, quando
recebendo dieta comercial (isenta de colesterol) apresentam niveis intermediarios de
colesterolemia, o que poderia deixar mais evidente os possiveis efeitos benéficos do
quefir.

Para isso, vinte e trés camundongos ApoE” fémeas, de 9 a 11 semanas de
idade, homogéneas quanto ao peso e colesterol total sérico foram divididas em dois
grupos: grupo “Controle” (n=11), que recebeu agua filtrada pura no mesmo pH do
quefir; e grupo “Quefir’ (n=12), que recebeu o quefir (50g/L) em substituicdo a agua. O
experimento teve a duracdo de 4 semanas e ambos os grupos foram alimentados com
dieta comercial para roedores Labina®, cujos ingredientes (fornecidos pelo fabricante)
estdo no Anexo |. A Tabela 2 apresenta a composi¢ao centesimal de macronutrientes e

densidade calérica da dieta comercial.
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Tabela 2 - Composicao centesimal das dieta comercial

Macronutriente Dieta Comercial®
Carboidrato 50,3%
Proteina 41,9%
Lipideo 7,8%
Densidade calérica 2,18 kcal/g

& Composicao fornecida pelo fabricante da racdo comercial Labina®

3.5 Controle Ponderal, Alimentar e Liquido

Os animais tiveram a ingestao alimentar e peso corporal aferidos semanalmente,
utilizando-se balanca semi-analitica.

Para quantificacdo da ingestdo alimentar, a dieta ofertada foi pesada e, no final
de cada semana, foi quantificado o restante de dieta, dado pela soma da sobra (que
fica na grade da gaiola) e o resto no fundo da gaiola (obtido por peneiracdo da
maravalha). Dessa forma, a diferenca entre dieta ofertada e o restante ndo consumido
forneceu o consumo semanal de dieta. Assim, o consumo alimentar semanal por
animal pode ser obtido pela divisdo do consumo semanal da gaiola pelo nimero de
animais presentes nela.

O controle de liquido ingerido foi realizado a cada 48 horas, sendo que a
quantificacdo foi obtida pela diferenca entre o peso do bebedouro com o liquido (aAgua

ou quefir) inicial e o peso do mesmo com o restante do liquido apds dois dias.

3.6 Amostras de Sangue e Tecidos

No inicio do experimento, apds jejum de 12 horas, foram coletadas amostras de
sangue da cauda dos animais, em microtubos com heparina (anticoagulante), para
dosagem do colesterol total, com o objetivo de homogeneizar os grupos controle e
experimental.

Ao término das semanas experimentais, 0s animais, em jejum de 12 horas,

foram anestesiados intraperitonealmente com uma solugao de Ketamina (70 mg/kg) e
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Xilazina (11,5 mg/kg) (preconizado pelo CETEA/ UFMG) e sacrificados por
exanguinacdo do plexo inguinal. Posteriormente, as amostras de sangue (sem
anticoagulante) foram centrifugadas em centrifuga de mesa (Fanem Centrimicro 243) a
6.000rpm durante 5 minutos. O soro foi, entdo, armazenado a -80°C para as analises.
Apés o sacrificio dos animais, também foram coletados figado, rins, ceco,
coracdo e aorta. Primeiramente, esses 6rgaos foram perfundidos com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), e, em seguida, foram armazenados a -80°C. O
conteudo cecal foi retirado, seco em estufa a 60°C e, posteriormente, armazenado a -
80°C. As amostras utilizadas para avaliacdo do estresse oxidativo (secdo 3.8) foram
borrifadas com nitrogénio gasoso e envoltas em papel aluminio antes do

congelamento.
3.7 Avaliacao do Perfil Lipidico e Glicemia

3.7.1 Determinacéo dos Niveis de Colesterol Total

Os niveis de colesterol total foram determinados por método enzimatico
(colesterol oxidase) colorimétrico (ALLAIN et al., 1974), utilizando-se kit comercial
(Labtest, Brasil). O método consiste na hidrolise de ésteres de colesterol pela colesterol
esterase, produzindo &cidos graxos e colesterol livre. Este Ultimo, em presenca da
colesterol oxidase e de oxigénio, produz peroxido de hidrogénio, que, pela acdo da
peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-
avermelhado (antipirilguinonimina), que apresenta absor¢do méaxima de 500nm. A
intensidade da cor formada € diretamente proporcional a concentracao de colesterol na
amostra.

Dessa forma, o ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos (FAZIO et al,
1997), e 5uL das amostras de soro ou plasma foram diluidas em &gua deionizada
(1:200), a fim de que as leituras de absorbancia fossem adequadas a variacao linear do
teste. Em seguida, 100uL do reagente de cor (kit Labtest) foram adicionados a 100uL
do soro diluido. Apos um periodo de incubacéo de 15 minutos a 37°C, a absorbancia
foi lida a 492nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max
Plus). As dosagens foram realizadas em duplicata.

Uma curva padréo foi construida, sendo o resultado obtido pela equacéo da reta,
e multiplicado pelo fator de diluicéo.
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3.7.2 Determinacao dos Niveis de HDL- colesterol

Os niveis de HDL no soro foram determinados utilizando-se o kit enzimatico
Labtest (Brasil), cujo principio se baseia na precipitacdo seletiva e quantitativa das
lipoproteinas LDL e VLDL pelo acido fosfotungstico e cloreto de magnésio. Apoés
centrifugacdo (12.000rpm por 4 minutos), o colesterol ligado as HDL fica no
sobrenadante.

Dessa maneira, o sobrenadante foi plaqueado (10uL) em duplicata em uma
microplaca de 96 pocos (FAZIO et al, 1997); em seguida, foram adicionados 200uL do
reagente de cor Colesterol Liquiform - Labtest (Brasil). Apds incubacao de 15 minutos a
37° C, a absorbancia foi lida a 492nm.

Para a determinacdo do padrao foi substituido 10uL de sobrenadante de HDL
por 10uL de padrdo. Para o calculo da concentracdo de HDL, primeiramente foi

determinado o fator de calibrac&o pela seguinte equacéo:

F (Fator de calibracdo) = 40 / média da Absorbancia do Padréao

HDLc= Absorbancia da amostra x F
3.7.3 Determinacg&o da Fracdo Aterogénica e do indice Aterogénico

O colesterol da fracdo aterogénica (LDL, VLDL e IDL) foi calculado pela
diferenca entre o colesterol total e o HDL. O indice aterogénico foi obtido pela razdo

entre a fracdo aterogénica e o HDL.

3.7.4 Determinacdo dos Niveis de Triglicerideos

Os niveis de triglicerideos séricos foram determinados por método enzimatico
colorimétrico (FOSSATI & PRENCIPE, 1982), utilizando-se kit comercial (Doles, Brasil).
O método consiste na hidrolise dos triglicerideos do soro pela enzima lipase
lipoprotéica, produzindo glicerol livre, que é fosforilado pela enzima glicerol quinase,
cujo produto sofre a acdo da glicerol-P-oxidase, a qual em presenca de oxigénio,
produz peroxido de hidrogénio. Este, sob acdo da peroxidase, em presenca de um
reagente fenolico (4-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto roseo
avermelhado, com maximo de absorgédo a 510nm.

As dosagens e a curva padrao foram feitas em microplacas de 96 pocos (FAZIO

et al, 1997). A diluicdo utilizada foi de 5uL de soro em 245uL de agua deionizada
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(1:100), e 100ul de reagente de cor foram adicionados aos 100ul de soro diluido. Apds
um periodo de incubacdo de 15 minutos a 37°C, a leitura foi realizada em 492nm. O
calculo foi semelhante ao de colesterol total.

3.7.5 Determinacdao dos Lipideos Totais, Colesterol Total e Triglicerideos
Hepéticos e Cecais

Os lipideos totais hepéticos e do contetudo cecal foram extraidos com o uso de
solventes organicos de acordo com o método de FOLCH et al. (1957). Resumidamente,
0 seguinte procedimento foi realizado: 100mg de tecido hepatico foram
homogeneizados, em tubo de vidro, com 1900uL de solug&o cloroférmio: metanol (2:1).
Foram adicionados 400uL de metanol, jato forte, e os tubos centrifugados a 3000rpm,
por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo previamente pesado, onde
se adicionou 800uL de cloroformio e 640uL de NaCl 0,73%, jato forte. Apoés
homogeneizagéo lenta, os homogenatos foram centrifugados durante 5 minutos, a
3000rpm. A fase superior foi desprezada e a parede do tubo foi lavada 3 vezes com
600pL solucdo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de agua destilada e
2% de NaCl 0,2%) e colocados para secar em estufa, a 60°C. A quantidade de lipideos
extraida foi calculada por diferenca de peso entre o tubo ap6s secagem (com lipideos)
e o tubo vazio.

Para obtencdo dos lipideos totais do contetudo cecal foram utilizados 25mg de
conteudo, aproximadamente, com as quantidades proporcionais de reagentes, e 0
mesmo procedimento acima.

Os extratos lipidicos foram suspensos novamente em 500uL de isopropanol para
a determinacao dos niveis de colesterol total e triglicerideos, prosseguindo-se com 0s

métodos enzimaticos ja descritos nos itens 3.7.1 e 3.7.4.

3.7.6 Determinacao da Glicemia

A glicemia foi determinada por meio de ensaio enzimatico (kit Labtest, Brasil),
cujo principio consiste na oxidacdo da glicose a acido glucénico pela acdo da enzima
glicose oxidase, com liberacdo de perdéxido de hidrogénio. Este, pela acdo da
peroxidase, em presenca de fenol e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-

avermelhado com absor¢cdo maxima de 520nm.
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O sangue foi coletado utilizando-se o fluoreto como antiglicolitico, sendo 2uL de
plasma transferido para uma microplaca de 96 pocos (FAZIO et al, 1997), onde foram
adicionados 200uL do reagente de cor, em duplicata. Para a leitura do padrao,
procedeu-se da mesma forma, 2uL de padrdo e 200uL do reagente de cor. Apoés
incubacdo de 15 minutos a 37° C, a absorbéancia foi lida a 492nm em leitor de
microplaca (Thermo Plate).

Para o célculo da glicemia em mg/dL foi utilizada a seguinte formula (indicada no
kit Labtest): Média da absorbancia da amostra / média da absorbéancia do padrdo x
100.

3.8 Avaliacéo do Estresse Oxidativo

3.8.1 Avaliagcao da Peroxidagéo Lipidica por TBARS

A geracao de radicais livres e a peroxidacao lipidica sdo reacdes extremamente
rapidas, que, geralmente, sdo mensuradas pelos seus produtos, principalmente as
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), entre as quais o malondialdeido
(MDA) € o principal. A formagéo do MDA pela quebra de acidos graxos poliinsaturados
€ um indice conveniente para se determinar o grau de peroxidacdo lipidica
(PATOCKOVA et al., 2003).

A mensuracao dos metabdlitos reativos ao acido tiobarbitarico foi realizada em
microplacas de 96 pocos pelo método descrito por BUEGE e AUST (1978). Os tecidos
hepéticos e renais (100mg de tecido acrescido de 1,0mL de PBS) foram triturados com
um homogeneizador (Euro Turraz T20b, IKA labortechnik) e mantidos no gelo. O
volume de 500uL do homogenato de cada amostra foi colocado em tubos de ensaio,
onde foi adicionado 1mL de solucdo contendo acido tricloroacético (TCA 15%), acido
tiobarbittrico (TBA 0,0375%) e HCI 0,25N. As amostras foram mantidas em banho-
maria fervente por 15 minutos e entédo colocadas sob agua corrente até esfriarem. Foi
adicionado aos tubos 1,5mL de alcool butilico, que foram, entdo, vigorosamente
agitados. Apo6s uma centrifugacdo a 3000rpm por 10 minutos em centrifuga de mesa
(Fanem Excelsa Baby, mod. 205N), o sobrenadante foi recolhido e plaqueado em
duplicata; sendo a leitura realizada a 535nm. Uma curva padrdo com o MDA foi

construida.
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O resultado foi normalizado pelo teor de proteinas dos tecidos, mensurado pela
técnica de Lowry (1951), utilizando a albumina como padrdo. Assim, o resultado final foi

expresso em umol de MDA/g de proteina.

3.8.2 Dosagem da Concentracdo de Hidroperoxidos

O ensaio da oxidacao ferrosa do composto xilenol orange consiste basicamente
na oxidacdo de fons ferrosos (Fe?") a férricos (Fe**) sob condicbes acidas pelos
hidroperéxidos (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 2002). O indicador
xilenol orange liga-se aos ions férricos, produzindo um cromoéforo azul-arroxeado, com
coeficiente de extincdo de 1,5 x 10*M?*cm® a 560nm. A concentracdo de
hidroperéxidos pode ser estimada, uma vez que o coeficiente de extingdo dos
hidroperoxidos é de 4,3 x 10*M™*cm™ a 560nm. Concentracées inferiores a 1pM podem
ser detectadas.

Assim, o0s homogenatos preparados para a técnica de TBARS foram
centrifugados a 12000rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi utilizado para anélise de
hidroperoxidos. A mensuracéo foi realizada em microplaca de 96 pocos (FAZIO et al,
1997). No momento da realizacdo do ensaio, uma parte da solucdo FOX (mistura da
solucdo 1mM de xilenol orange em H,SO, e da solucdo 2,5mM do sulfato ferroso
amoniacal em H,SO,) foi diluida em 9 partes da solucdo 4,4mM de BHT em metanol
(grau-HPLC), obtendo-se o reagente FOX-2.

Para as dosagens foram retirados 20uL do sobrenadante dos homogenatos de
tecidos hepéticos e renais (preparados para a analise de TBARS) e foram adicionados
180uL do reagente FOX-2, diretamente na microplaca, em duplicata. Para fazer o
branco, foram utilizados 20uL de agua deionizada. Em seguida, a microplaca foi
mantida em temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, a absorbancia foi
lida a 560nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

Paralelamente, foi realizada a redugdo dos hidroperdxidos com trifenilfosfina
(TPP) (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994; BANERJEE et al., 2002). Em 15uL do
sobrenadante do homogenato (preparado para a analise de TBARS) foram adicionados
5uL de TPP 10mM em metanol, diretamente na microplaca, em duplicata, e mantida
em temperatura ambiente por 30 minutos. Logo apés, foram adicionados 180uL do
reagente FOX-2 em cada pogo. O branco utilizado foi agua deionizada (15uL). Em

seguida, a microplaca foi mantida em temperatura ambiente por 30 minutos.
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Posteriormente, a absorbancia foi lida a 560nm em um leitor de microplaca (Modelar
Devices, modelo Spectra Max Plus).

A concentracdo dos hidroperéxidos da amostra foi obtida pelo calculo seguinte:
Quantidade de hidroperéxidos= Absorbancia sem TPP — Absorbancia com TPP.

O resultado foi expresso em pmolar, normalizado pelo teor de proteinas,
determinado pela técnica de LOWRY (1951).

3.8.3 Atividade da Enzima Catalase

A enzima catalase é responséavel pela decomposi¢édo do H,0,: 2H,0, > 2H,0 +
O,. Essa reacao pode ser observada diretamente pela diminuicdo da absorbancia em
240nm. Assim, a medida da atividade de catalase baseia-se nesse decaimento da
absorbancia em 240nm, sendo a quantificacdo feita pela diferenca na absorbancia por
unidade de tempo (AEBI, 1984).

Resumindo, homogenatos com 100mg de tecido hepatico e renal foram
preparados em tampao fosfato 50mM e centrifugados a 12000rpm por 10 minutos
(centrifuga Fanem Excelsa Baby, mod. 205N); em seguida, 25uL do sobrenadante
diluido (1:25) foram colocados em 1mL de tampé&o fosfato 50mM, em uma cubeta de
quartzo. Foram adicionados 25uL de solucdo de H,O, 0,3M e lida a absorbancia em
240nm durante 1 minuto em espectrofotdbmetro (modo cinético). Os calculos foram
feitos pela diferenca de leitura no tempo final pelo tempo inicial, multiplicado pelo fator
de diluicdo e dividido pelo volume (mL) da amostra. O resultado foi expresso por

concentracdo de proteina (mg/mL), dosada pelo método de LOWRY (1951).

3.8.4 Atividade da Enzima Superéxido Dismutase (SOD)

A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do radical
superéxido (O7) em H,O, e O,. A medida da atividade da SOD é baseada nessa
habilidade de consumir o radical O,", diminuindo a razdo de autoxidagdao do pirogalol
(1,2,3- trihidroxibenzeno) (adaptado de DIETERICH et al., 2000).

A técnica consistiu em: 100mg de tecido hepatico e renal foram homogeneizados
com 1mL de tampédo fosfato (50mM), centrifugados a 12000rpm por 10 minutos
(centrifuga Fanem Excelsa Baby, mod. 205N); em seguida, 30uL do sobrenadante
foram pipetados diretamente em placa de 96 pocos e foram acrescentados: 99uL de

tampao fosfato, 6uL de MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15uL de
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pirogalol. Para o branco, o pirogalol foi substituido por tampéao fosfato e para o padrao,
a amostra foi substituida por tampao fosfato. Apds 5 minutos de incubacédo a 37°C, a
reacao foi interrompida com 150uL de DMSO (dimetil sulfoxido) e a absorbancia foi lida
em 570nm.

Para o calculo do resultado foi considerado que uma unidade de SOD ¢é capaz
de evitar a autoxidacdo de 50% de pirogalol do padrdo. O resultado foi expresso em
unidades de SOD por mg de proteina (dosada de acordo com LOWRY, 1951).

3.8.5 Dosagem de Anticorpos Anti-LDL oxidada

Para determinacdo de anticorpos anti-LDL oxidada no soro, as seguintes etapas

foram realizadas:
a) Separacao da LDL

ApoOs a coleta de 10mL do sangue de individuo saudavel (voluntario) nao
fumante, em tubo vacutainer com EDTA 10%, procedeu-se a centrifugacdo a 3000rpm
por 10 minutos, em centrifuga de mesa (Fanem Excelsa Baby, modelo 205N). O soro
foi separado e nele foram adicionados 0s conservantes: aprotinina, benzamidina, azida
sodica 5% com EDTA 5% e clorafenicol 0,1%, PMSF 0,5mM em DMSO. O soro teve
sua densidade elevada para 1,21 com solucdo de brometo de potassio (KBr). Em
seguida, 3mL deste soro foram colocados em tubos de polipropileno, com volume total
de 10mL, préprios para ultracentrifuga Sorvall Ultra pro-80/Du Pont, utilizando o rotor
875T. ApoOs o soro, foi adicionada a solucdo de KBr de densidade 1,006 até completar
o volume total do tubo, formando assim o gradiente descontinuo de densidade de duas
camadas. Os tubos devidamente equilibrados foram colocados para centrifugacao por
2,5 horas a 50.000rpm/ 4°C, para separacéo das lipoproteinas. Apés a centrifugacéo, a
camada composta pela LDL foi retirada e submetida a dialise em solugdo de tampéo
fosfato (PBS), por 24 horas a 4°C, com 3 trocas do tampé&o durante esse periodo. Por
altimo, o material foi filtrado e guardado estéril em recipiente protegido de luz e sob
atmosfera de nitrogénio a 4°C (CHUNG et al., 1986).
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b) Oxidag&o da LDL

Para a oxidagdo da LDL foi adicionado CuCl, 1mM, para concentragcao final de
5uM. Apds 3,5 horas de oxidacado, a 37°C, sob agitacdo constante, e envolto em papel

aluminio, a reacao foi finalizada com EDTA 0,5M (proporcéao de 2 EDTA: 1 CuCly).

c) Quantificacéo dos anticorpos anti - LDL oxidada

Os anticorpos foram dosados por ELISA (LEE et al., 1999), em ensaio realizado
resumidamente da seguinte forma: microplacas de poliestireno (Nunc, Maxisorp,
Denmark) foram incubadas com 100uL por poco de solugcédo do antigeno (LDL oxidada e
nativa, com 50ug/mL de proteina) diluido em salina fisiologica, por 24 horas, em
temperatura ambiente. Ap6s o periodo de sensibilizacéo, as placas foram incubadas por
uma hora, com 200uL de uma solucdo BSA 1,0% em PBS, por poco, para bloqueio, a
37°C. A solucéo de blogueio foi desprezada, as placas foram lavadas 5 vezes com salina
fisiolégica contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA Chemical Co., St Louis, MO, USA) e
incubadas a temperatura ambiente, overnight, com 100uL por poc¢o do soro diluido 1:10.
As placas foram lavadas 5 vezes com salina-Tween 0,05% e incubadas, por 2 horas a
37°C, com 100uL de uma solucéo de IgG peroxidase, na diluicdo 1:5000. As placas, apos
serem lavadas 5 vezes com salina-Tween, foram incubadas no escuro, com 100uL de
uma solucdo 10mL de tampéo citrato (pH=5,0) contendo 40ul de H,O, e 10mg de
ortofenileno-diamino (OPD) para o desenvolvimento de cor, por reacdo enzimaticamente
catalisada. Apés 30 minutos de incubacao, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 30uL
por poco de H,SO4 1:20. A absorbancia a 492 nm foi lida em leitor automéatico (Model 450
microplate Reader, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Os resultados foram obtidos pela diferenca entre LDL oxidada e LDL nativa.

3.9 Avaliacéo do Desenvolvimento da Aterosclerose

3.9.1 Area de Les3do na Aorta Toracica e Abdominal

A lesdo aterosclerdtica (deposicéo lipidica) nas aortas foi analisada apos
coloragdo com corante Sudan IV. Para tanto, cada aorta foi cuidadosamente retirada,

dissecada e toda a camada adventicia foi retirada, na extensdo da valvula aortica até a
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bifurcacdo iliaca; em seguida, foi lavada em PBS e armazenada a —80°C, para
posterior quantificacéo da placa.

Para a coloracdo, as aortas foram abertas longitudinalmente e fixadas em
solucéo de formol-sacarose (4% paraformaldeido, 5% de sacarose, 20umol/L de BHT,
e 2umol/l EDTA, pH 7,4) a 4°C, por 12 horas. Depois de fixadas, as aortas foram
deixadas em etanol 70% durante 5 minutos para desidratacdo e, posteriormente,
coradas por 10 minutos sob agitacdo em uma solucao filtrada contendo 0,5% de Sudan
IV, 35% de etanol, e 50% de acetona. Em seguida, as aortas foram descoradas por 5
minutos em etanol 80%, afim de que apenas as placas de gordura permanecessem
coradas, devido a afinidade do Sudan IV por lipideos (PALINSKI et al., 1994).

As imagens das aortas coradas com Sudan IV foram capturadas por scanner e
digitalizadas em computador. O programa analisador de imagens Image-Pro Plus
versao 6.3 (Image-Pro Plus Software, Bethesda Maryland - USA) foi utilizado para
obtencado das medidas.

O resultado foi expresso em porcentagem da lesdo aterosclerética em relacdo a

area total da aorta, de acordo com o calculo:

Area da les&o aterosclerética (%) = area da lesdo aterosclerotica x 100

area total da aorta

3.9.2 Histologia da Valvula Aodrtica

Os coracgbes foram retirados e cortados na linha mediana, sendo utilizada a
parte proximal, onde se localiza a valvula aodrtica. Essa foi primeiramente fixada em
solucédo de formol 10% por 5 horas e, em seguida, transferida para uma solucdo de
sacarose a 30% em PBS por 24 horas, para desidratacdo do tecido. O tecido foi, entao,
incluido em Tissue Freezing Medium ou OCT (Jung Tissue Freezing Medium; Leica
Microsystems, Wetzlar - Germany) e cortados em criostato (sec¢des de 10um). Os
cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina, codificados e submetidos a anélise
morfométrica das lesbes. Foram selecionados 10 cortes, amostrando uma extenséo
média de 250-300um (PAIGEN et al., 1987), de acordo com as estruturas anatbmicas
referenciais da valvula aortica. Os cortes foram fotografados com camera (modelo PL-
A662- MediaCybernetics®) acoplada a microscépio (aumento de 100x) e a medida das
areas de lesédo feita com o auxilio do software analisador de imagens Image-Pro Plus

versao 6.3 (Image-Pro Plus Software, Bethesda Maryland- USA).
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O célculo da lesdo média por animal foi feito somando-se todas as medidas dos

10 cortes, representando o valor da area total de leséo.

3.9.3 Imunohistoquimica para Macrofagos

Cortes histolégicos (seccdes de 10um) da raiz aértica em OCT (Jung Tissue
Freezing Medium; Leica Microsystems, Wetzlar - Germany) foram fixados em acetona
gelada por 10 minutos para remocdo do OCT. O segundo passo foi a inibicdo da
peroxidase enddgena, em que os cortes foram incubados com 0.3% de H,O, em
solucéo de 70% metanol/PBS durante 20 minutos. Apds uma lavagem com PBS (pH
7,4) por 2 minutos, os cortes receberam o bloqueio com NGS (soro normal de cabra)
diluido 1:50 (2%) em PBS/BSA 1% e foram incubados por 30 minutos em camara
umida. Em seguida, 40uL do anticorpo primario de rato anti-macrofagos de
camundongo MCA519G (MOMA) diluido 1:100 em PBS/BSA 1% foram adicionados
aos cortes, exceto no controle negativo, onde foi colocado apenas PBS/BSA 1%. Estes
foram incubados por 1 hora, a temperatura ambiente, em camara Umida. Apos 3
lavagens com PBS 1x (3 minutos cada), foram pipetados 40uL do anticorpo secundario
de cabra anti- IgG de rato (HRP) (Serotec STAR72) diluido 1:200 em PBS/BSA 1% em
todos os cortes, que foram incubados durante 40 minutos na camara umida. Os cortes
foram novamente lavados 3 vezes com PBS 1x (3 minutos cada) e foi aplicada a
solucéo diluida de diaminobenzidina (Sigma) (40 pL/corte) ao lado do microscopio para
checar a coloracéo do corte, em que os macrofagos sdo corados de marrom (GIJBELS
et al., 1999). As laminas foram contra coradas com hematoxilina.

Para quantificacdo da area da placa aterosclerética ocupada por macréfagos, os
cortes foram fotografados com camera (modelo PL-A662 - MediaCybernetics®)
acoplada a microscopio (aumento de 100x) analisadas pelo software Image-Pro Plus
versao 6.3 (Image-Pro Plus Software, Bethesda Maryland - USA). O resultado expresso

como porcentagem da area total da placa.

3.10 Analises Estatisticas

Para verificagdo da normalidade dos dados, foram utilizados os testes
D’agostino and Pearson e Kolmogorov-Smirnov. Para deteccao de outliers foi realizado
o teste de Grubbs (dados paramétricos). A comparacao entre 0S grupos experimentais
foi feita pelo teste t de Student, para dados paramétricos, e pelo teste Mann Whitney,
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no caso de dados ndao paramétricos. As analises foram feitas no software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego California — USA). Os resultados foram
expressos em média + erro padrdo ou mediana (minimo-maximo), sendo considerado

um nivel de significancia de 5% (p< 0,05).
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4.1 Contagem Total de BAL e Leveduras no Quefir

A Tabela 3 apresenta os resultados da contagem total microbiolégica de BAL e
leveduras no quefir preparado para o estudo, 24 horas apds a fermentacédo da solucéo
acucarada pelos graos de quefir.

Tabela 3 — Contagem total de microorganismos (BAL e leveduras) na amostra de quefir
utilizada no estudo.

Microorganismos Contagem?® (UFC/mL)
BAL 4,3 x10°
LEVEDURAS 6,6 x 10°

& 24h apo6s fermentagéo da solugéo nutriente pelos graos de quefir.

4.2 Ingestao Dietética e de Liquido

O consumo meédio de dieta e liqguido por animal, ao longo das 4 semanas
experimentais, estdo apresentados na Tabela 4. A ingestdo da dieta comercial pelos
ApoE™ foi similar nos dois grupos em todas as semanas experimentais. O quefir,
portanto, ndo interferiu no consumo alimentar dos camundongos.

Em relacdo a aceitabilidade do liquido experimental, o quefir dado em
substituicdo a agua (controle) foi bem tolerado pelos animais, visto que também nao

houve diferenca significativa no consumo de liquido entre os grupos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Ingestéo dietética e de liquido (Agua ou quefir) diaria por animal.

Ingestao diaria/ animal Controle (agua) Quefir
Dieta (g) 2,97 £0,10 2,89+0,14
Liquido (mL) 3,41+0,14 3,46 £ 0,29

Dados apresentados como média + erro padrao.

4.3 Evolucao Ponderal

De acordo com a afericdo semanal do peso dos animais ApoE”, verificou-se que
o crescimento de ambos os grupos foi semelhante ao longo das semanas
experimentais (Figura 9). Portanto, a ingestdo do quefir ndo influenciou no ganho de
peso dos camundongos ao longo do periodo experimental.

%~ Controle
22- -@- Quefir

Semanas

Figura 9: Evolugido ponderal de camundongos APOE™ alimentados com dieta comercial,
recebendo quefir ou agua por 4 semanas. Controle: n=11 e Quefir: n=12. Resultados estdo
expressos em média do peso em gramas; teste t de Student, p>0,05.

4.4 Efeito do Quefir no Metabolismo Lipidico e Glicemia

A investigacdo do metabolismo lipidico é essencial no estudo da aterosclerose,
visto que a dislipidemia constitui fator desencadeante da doenca e importante em seu
desenvolvimento. Além disso, a hiperglicemia também é um fator de risco para a

aterosclerose.
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4.4.1 Perfil Lipidico Sérico

Em relagdo ao perfil lipidico dos camundongos ApoE™, ndo foi observada
diferenca estatistica entre a colesterolemia inicial (Controle= 375,8mg/dL + 16,9;
Quefir= 358,9mg/dL + 14,6) e final (Controle= 358,7mg/dL + 16,1; Quefir= 341,1mg/dL
* 13,2) dos animais (p>0,05). A dieta comercial oferecida nao contribuiu para aumento
dos niveis colesterolémicos.

Os parametros lipidicos deste experimento, apds as 4 semanas, estao
apresentados na Tabela 5. A concentracdo de colesterol total sérico e a fracao
aterogénica foram semelhantes entre os grupos. No entanto, a ingestdo do quefir nesse
periodo foi capaz de elevar significativamente os niveis de HDL, acarretando na
reducdo do indice aterogénico, que representa uma melhora no risco de
desenvolvimento da aterosclerose.

Além disso, houve reducéo significativa dos niveis de triglicerideos séricos do

grupo Quefir em relacéo ao Controle.

Tabela 5: Perfil lipidico sérico apés 4 semanas de camundongos APOE™ alimentados com

dieta comercial, recebendo guefir ou égua.

Parametro Controle Quefir p

Colesterol total (mg/dL)? 358,7 £+ 16,1 341,1+13,.2 0,40
HDL (mg/dL)® 11,2 (5,7 - 47,6) 21,3 (10,2 - 62,9)* 0,04

Fracdo aterogénica
339,1+19,8 308,8 + 14,4 0,22

(mg/dL)?

indice aterogénico® 31,9+6,3 16,1 + 3,3* 0,02
Triglicerideos (mg/dL)*¢ 113,3+9,1 85,7 £9,7* 0,05

®Resultados expressos como média + erro padréo, teste t de Student.
Resultado expresso como mediana (minimo — maximo), teste Mann Whitney, *p<0,05.
‘n=11 por grupo, demais parametros- Controle: n=11 e Quefir: n=12.

4.4.2 Perfil Lipidico Hepatico e Cecal

A ingestdo do quefir por 4 semanas ndo modificou a quantidade de lipideos
totais, colesterol e triglicerideos no figado e no conteudo cecal dos camundongos

APOE" comparado ao grupo Controle (Tabela 6).
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Tabela 6 - Perfil lipidico hepatico e cecal de camundongos APOE™ alimentados com dieta
comercial, recebendo quefir ou agua por 4 semanas.

Parametro (mg/g) Controle Quefir p
Lipideos totais hepaticos® 1140+ 7,7 126,3+ 11,9 0,40
Colesterol total hepético® 3,09 + 0,26 2,99 + 0,34 0,71
Triglicerideos hepaticos® 12,54 + 0,31 13,61 £ 0,47 0,07

Lipideos totais cecais® 94,10 £ 5,12 78,54 £ 11,88 0,27
Colesterol total cecal 3,88 £ 0,87 4,71 + 0,66 0,45
Triglicerideos cecais® 4,65+ 0,87 3,76 £ 0,60 0,42

Dados apresentados como média + erro padrao, teste t de Student, p>0,05.
%Controle: n=11 e Quefir: n=12; PControle: n=10 e Quefir: n=9; “Controle e Quefir: n=10;
Controle: n=9 e Quefir: n=12.; ®Controle e Quefir: n=5.

4.4.3 Glicemia

A dosagem da glicemia ao final do periodo experimental ndo evidenciou

diferenca significativa entre os grupos, conforme mostrado na Figura 10.
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Figura 10: Glicemia apés 4 semanas de camundongos APOE’ alimentados com dieta
comercial, recebendo quefir ou 4gua; grupo Controle: n=11 e Quefir: n=12, p=0,91. Resultados
expressos em média + erro padrao, teste t de Student.
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4.5 Efeito do Quefir no Estresse Oxidativo

4.5.1 TBARS em Tecido Hepéatico e Renal

O quefir ndo alterou a peroxidacéo lipidica (avaliada pela técnica de TBARS) em
relacdo ao grupo Controle, no figado e rim dos animas APOE™ (Figura 11).
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Figura 11: Peroxidacéo lipidica avaliada pela dosagem de TBARS em figado (A) e rim (B) de
camundongos APOE™ alimentados com dieta comercial, recebendo quefir ou agua por 4
semanas, Controle: n=11 e Quefir: n=12. (A) Resultados expressos em média + erro padrao;
teste t de Student, p=0,60. (B) Resultados expressos em mediana, teste Mann Whitney,
p=0,41.

5.2 Hidroperéxidos em Tecido Hepatico e Renal

Os animais APOE” alimentados com dieta comercial, que receberam o quefir
por 4 semanas, apresentaram uma menor concentracdo de hidroperdxidos no figado
(p=0,02) comparada ao grupo Controle (Figura 12A), indicando uma menor
peroxidacgédo lipidica nesse 6rgdo. No rim, esse parametro ndo diferiu entre os grupos
(Figura 12B).
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Figura 12: Avaliacdo do estresse oxidativo pela concentracdo de Hidroperoxidos em
camundongos APOE™ alimentados com dieta comercial, recebendo quefir ou agua por 4
semanas. (A) Tecido hepético, Controle: n=11 e Quefir: n=9. Resultados expressos em média +
erro padrdo; teste t de Student, *p=0,02. (B) Tecido renal, Controle: n=11 e Quefir: n=12.
Resultados expressos em média * erro padrao; teste t de Student, p=0,83.

4.5.3 Enzimas Antioxidantes em Tecido Hepético e Renal

Como visto na secdo anterior, o quefir mostrou-se eficaz em reduzir o estresse
oxidativo no figado dos animais APOE”. Assim, a etapa seguinte consistiu na
avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e catalase no mesmo 6rgéo,
sendo que a ultima também foi avaliada no rim.

A atividade da SOD no figado nédo foi alterada pela ingestdo de quefir por 4

semanas (Figura 13).
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Figura 13: Atividade da enzima antioxidante Superoxido dismutase (SOD) em tecido hepatico
de camundongos APOE” alimentados com dieta comercial, recebendo quefir ou a4gua por 4
semanas. Controle: n=6 e Quefir. n=7. Resultados expressos em média + erro padréo, teste t
de Student, p=0,89.

Em contrapartida, o quefir foi capaz de reduzir a atividade da catalase no figado
com forte tendéncia a significancia estatistica (p=0,056), como pode ser observado na
Figura 14. No rim, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 14: Atividade da enzima antioxidante Catalase em figado (A) e rim (B) de camundongos
APOE™ alimentados com dieta comercial, recebendo quefir ou &gua por 4 semanas.
Resultados expressos em média * erro padrdo. (A) n=10, teste t de Student, p= 0,06. (B) n=6,
teste t de Student, p= 0,46.
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4.5.4. Anticorpos Anti-LDL oxidada Séricos

A quantidade de imunoglobulinas anti-LDL oxidada n&o diferiu entre os grupos,
como pode ser observado na Figura 15. Logo, o quefir ndo exerceu efeito sobre a

oxidac&o das LDL.
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Figura 15: Imunoglobulinas anti-LDL oxidada no soro de camundongos APOE™ alimentados
com dieta comercial recebendo 4gua ou quefir por 4 semanas, n=10. Resultados expressos em
média + erro padrao, teste t de Student, p= 0,46.

4.6 Efeito do Quefir no Desenvolvimento da Aterosclerose

4.6.1 Area da Lesdo Aterosclerética na Aorta Toracica e Abdominal

A area de lesdo aterosclerotica na aorta toracica e abdominal dos camundongos

APOE™, ap6s as 4 semanas experimentais, foi similar entre os grupos (Figura 16).
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Figura 16: Area de lesdo nas aortas toracica e abdominal dos camundongos ApoE™
alimentados com dieta comercial, recebendo agua ou quefir, apdés 4 semanas. (A) Foto das
aortas coradas com Sudan IV.(B) Porcentagem da area de lesédo. Os valores sédo apresentados
como média * erro padrao (n=10), teste t de Student. p=0,76.
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4.6.2 Area da Lesdo Aterosclerotica na Raiz Aértica

Na raiz aortica, especificamente na valvula aodrtica, a é&rea de leséo
aterosclerética mensurada nos animais ApoE” ndo diferiu significativamente entre os
grupos, sugerindo que o consumo do quefir por 4 semanas nao exerceu efeito sobre a

placa (Figura 17).
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Figura 17: Area de lesdo aterosclerética na vélvula aértica de camundongos ApoE™
alimentados com dieta comercial, recebendo quefir ou 4gua por 4 semanas, n=6. (A) e (B)
Histologia das valvulas aérticas mostrando caracteristicas das lesdes dos grupos Controle e
Quefir, respectivamente. Cortes histoldgicos corados em Hematoxilina-Eosina, aumento de
100x. A seta indica a leséo, a estrela indica a referéncia anatdmica. (C) Representacao grafica
da area de lesdo. Resultados expressos em média + erro padrao, teste t de Student, p= 0,59.

4.6.3 Imunohistoquimica para Macrofagos

Pela imunohistoquimica realizada na valvula adrtica, ndo se observou diferenca
significativa na porcentagem de macréfagos da area total da placa aterosclerética entre

0 grupo que recebeu o quefir e o grupo Controle (Figura 18).
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Figura 18: Imunohistoquimica para macréfagos na placa aterosclerética da valvula aértica em
camundongos ApoE” alimentados com dieta comercial, recebendo quefir ou agua por 4
semanas. n=5 por grupo. (A) Macréfagos corados em marrom na placa, aumento de 100x.
Contra- coloragdo com hematoxilina. Seta aponta regido de macréfagos na leséo. Referéncia
anatdémica indicada pela estrela (B) Representacéo gréafica da area ocupada por macrofagos na
lesdo. Resultados expressos em média + erro padrao, teste t de Student, p=0,42.
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Efeitos do Quefir no Perfil lipidico, Estresse Oxidativo e Aterosclerose de
Camundongos deficientes em Apolipoproteina E
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Conhecido ha milhares de anos, o quefir € uma bebida fermentada constituida
de bactérias e leveduras simbiontes, metabolitos produzidos durante a fermentacao,
além de polissacarideos, lipideos, proteinas e restos celulares (SCHNEEDORF &
ANFITEATRO, 2004). No Brasil, o consumo do quefir é baseado em alegacfes
populares de uma bebida milagrosa que traz saude e longevidade. De fato, véarias
propriedades probioticas do quefir ja foram relatadas na literatura e ha trabalhos que
avaliaram seus efeitos como agente hipocolesterolémico, antioxidante ou
antiinflamatério, contudo os resultados ainda ndo s&o conclusivos. Diante da
possibilidade desse alimento apresentar as propriedades terapéuticas citadas,
despertou-se 0 interesse em pesquisar se sua ingestdo exerceria algum efeito na
aterosclerose, uma doenca inflamatéria, que tem a hipercolesterolemia, assim como
inflamacéo e o estresse oxidativo como importantes fatores de risco.

A bebida preparada pela fermentacédo dos graos de quefir em solugéo aquosa de
acucar mascavo é uma forma bastante consumida pela populagdo brasileira. A
producdo é caseira, e o tempo de fermentacdo dos graos em solucédo é de 24 horas a
temperatura ambiente. O quefir deve ser consumido até 48 horas apoés a retirada dos
graos, segundo receitas populares. No presente trabalho, esse procedimento foi
utilizado para preparacéo do quefir, que foi oferecido aos camundongos por 48 horas,
e, entdo, era substituido por um quefir novo. Pesquisas sobre as propriedades
funcionais do quefir aquoso sdo bem recentes e ainda escassas na literatura. Assim, o
intuito do presente estudo foi verificar se o quefir aquoso ingerido por camundongos
ApoE” (que desenvolvem aterosclerose espontaneamente) durante 4 semanas,
exerceria efeito no metabolismo lipidico, estresse oxidativo e desenvolvimento da placa
aterosclerotica.

Os graos de quefir utilizados neste estudo foram previamente analisados quanto
a sua composicdo microbiolégica em bactérias e leveduras (concentracdo acima de
10°UFC/mL) (Tabela 1). As bactérias predominantes foram do género Lactobacillus,
enquanto trés diferentes géneros de leveduras foram encontrados. A composicdo
microbioldgica de gréos de quefir € bastante variavel em numero e espécies de
microorganismos, como mostram diversos estudos da literatura (ANGULO et al., 1993;
SIMOVA et al., 2002; LIU et al., 2004; WITTHUHN et al., 2004; SEYDIM et al., 2005;
YANG et al., 2007; ZHOU et al., 2009), e varia de acordo com a origem dos gréaos e
sua forma de cultivo. O leite € um meio mais rico em nutrientes do que a solugdo com

acucar mascavo, o que influencia diretamente na diversidade da microbiota dos gréos
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de quefir. Mas vale ressaltar que, assim como nos graos deste estudo, bactérias acido-
laticas e leveduras sempre sao encontradas nos graos de quefir.

A contagem total de bactérias acido-laticas (BAL) e leveduras no quefir
produzido no presente estudo mostrou que o fermentado aquoso possuia uma
quantidade expressiva desses microrganismos apO0s a fermentacdo de 24 horas
(Tabela 4). Embora ndo existam especificacdes para o quefir aguoso em nenhuma
legislacdo, comparando a contagem obtida com a definicdo do quefir (leite fermentado)
descrita pela FAO/WHO (2001), em que a soma total de microrganismos especificos
constituintes da cultura mae do quefir deve ser no minimo 10°UFC/g e de leveduras, no
minimo, 10*UFC/g, os valores encontrados estdo coerentes. Na legislacdo brasileira
(ANVISA, 2010), a quantidade minima viavel para os probio6ticos deve estar situada na
faixa de 10® a 10°UFC na recomendac&o diaria do produto pronto para o consumo.
Nesse caso, sdo consideradas determinadas espécies de bactérias, em sua maioria do
género Lactobacillus, inclusive o L. casei, que também foi identificado nos gréos de
quefir utilizados neste estudo. Assim, a contagem total de microrganismos do quefir
aguoso utilizado nos experimentos parece satisfatoria para considera-lo um probidtico,
se seus efeitos benéficos a salude forem comprovados.

Muitas bactérias acido-laticas sdo probioticos ja conhecidos por seus beneficios
ao trato intestinal, como balancear a microbiota, melhorar a imunidade e o trofismo das
células (LEE et al., 2009), mas também pode exercer efeito hipocolesterolémico, ja
demonstrado por diversos estudos (USMAN & HOSONO, 2000; CHIU et al., 2006; JAIN
et al., 2009; LEE et al., 2009; WANG et al., 2009). Assim, como o quefir utilizado neste
estudo apresentou uma elevada concentracdo de BAL, também poderia exercer
atividade hipocolesterolémica. Os possiveis mecanismos pelos quais as bactérias
acido- laticas exerceriam essa atividade hipocolesterolémica seriam: (a) ligacdo direta
das células bacterianas ao colesterol e sua assimilacdo, impedindo sua absorcao pelo
organismo (GILLILAND et al., 1985); (b) desconjugacéo dos sais biliares e producéo de
acidos biliares livres, que sdo mais susceptiveis a excrecdo, diminuindo a reabsorgéo
dos mesmos via entero- hepatica e favorecendo a utilizagdo de colesterol para sintese
de novos sais biliares (St-ONGE et al., 2002; XIAO et al., 2003); (c) inibicao da HMG-
CoA redutase (sintese de colesterol) por alguns metabdélitos das bactérias acido-laticas,
como o 4cido propidnico (FUKUSHIMA & NAKANO, 1996).

A bactéria Lactobacillus plantarum, identificada nos gréos de quefir do presente

trabalho, apresenta grande potencial em melhorar o perfil lipidico, como foi constatado
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num estudo recente realizado por WANG et al. (2009). Os autores avaliaram os efeitos
da L. plantarum MA2 isolado de grdos de quefir do Tibet (dose de 10''cels/dia/animal)
no metabolismo lipidico de ratos alimentados com dieta rica em colesterol por 5
semanas. No grupo que recebeu a L. plantarum, houve reducdo dos niveis séricos de
colesterol total, LDL e triglicerideos, bem como dos niveis hepéticos de colesterol total
e triglicerideos, além de aumento na excrecéao fecal de colesterol e acido propibnico.

No presente estudo, a ingestdo dietética e, especialmente, a ingestdo de quefir
foram semelhantes entre os grupos, indicando boa aceitacdo da bebida fermentada
pelos camundongos ApoE”". A evolugdo ponderal também n&o foi influenciada pela
ingestao do quefir. Isso mostra que o uso do quefir, na forma que foi administrada, néo
influenciou no crescimento dos animais.

A investigacdo de possiveis efeitos do quefir no metabolismo lipidico, estresse
oxidativo e desenvolvimento da placa aterosclerética foi realizada inicialmente em
experimentos com camundongos LDLr"" submetidos & dieta aterogénica (Apéndice A),
mas nenhum parametro avaliado foi modificado pela ingestdo da bebida fermentada.
Houve apenas uma discreta tendéncia a elevacdo dos niveis de HDL (p=0,09). Esta
tendéncia, porém, ndo refletiu na fracdo aterogénica nem no indice aterogénico,
provavelmente devido aos niveis muito elevados de colesterol total sérico atingidos
apos as 6 semanas experimentais, demonstrando a influéncia da dieta aterogénica e
da modificacdo genética desses camundongos no desenvolvimento de
hipercolesterolemia grave (FAZIO & LINTON, 2001; HANSSON & LIBBY, 2006). A
partir desses resultados prévios e considerando-se que a maioria dos estudos que
obtiveram efeitos positivos do quefir como agente hipocolesterolémico foi realizada em
animais que ndo desenvolvem hipercolesterolemia (TAMAI, 1996; PEREIRA, 2007; LIU
et al., 2006), o presente estudo foi desenhado para verificar os efeitos do quefir (na
mesma concentracdo do estudo piloto) em outro modelo animal de aterosclerose que
apresenta hipercolesterolemia intermediaria (ApoE™).

A avaliacdo do perfil lipidico dos camundongos ApoE” alimentados com dieta
comercial, mostrou que o quefir foi capaz de elevar a concentracao sérica de HDL,
reduzir a fracdo aterogénica, bem como os niveis de triglicerideos, apds as 4 semanas
experimentais. Somente dois estudos foram realizados com o quefir aquoso no perfil
lipidico de animais experimentais. Os resultados do presente trabalho estdo em
concordancia com aqueles encontrados por PEREIRA (2007), que também constatou
elevacdo dos niveis séricos de HDL, diminuicdo dos niveis de triglicerideos e de VLDL,
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em ratos tratados com dieta hiperlipidica que receberam 1,5mL por dia (8,6g/Kg) de
quefir em solucdo de acucar mascavo na mesma concentracdo deste estudo (50g/L)
durante 21 dias. Entretanto, esses achados ndo concordam com BISSOLI (2005), em
que a suplementacao dietética (4%) de quefir em solucdo de aclcar mascavo (200g de
graos de quefir/ 400mL solucdo nutriente/ 48horas) durante 30 dias em coelhos néo
promoveu alteracao no perfil lipidico sérico dos animais. Somente o grupo de coelhos
que foi suplementado com os graos de quefir na dieta (4%) apresentou niveis
significativamente elevados de colesterol total e HDL.

Outros estudos com quefir no leite também mostraram melhora do perfil lipidico,
(TAMAI et al., 1996), caracterizado por diminuicdo dos niveis de colesterol total e
fosfolipideos séricos no grupo de ratos alimentados com dieta hiperlipidica
suplementada com o quefir. Nesse caso, diferentemente do presente estudo, o quefir
ndo promoveu alteracdo nos niveis séricos de HDL e de triglicerideos entre os grupos.
LIU et al. (2006), realizaram um trabalho com 8 grupos de hamsters que receberam
dieta livre ou rica em colesterol acrescida de 10% de leite em p6 desnatado, quefir-
leite, leite de soja ou quefir-leite de soja (os trés ultimos liofilizados) por 8 semanas. Os
animais suplementados com o quefir (leite e leite de soja) apresentaram diminuigéo do
colesterol total e de triglicerideos séricos, além de aumento de HDL sérico, parametros
gue levaram a reducédo do indice aterogénico, resultados semelhantes aos obtidos no
presente trabalho. Em contrapartida, o Unico estudo realizado com humanos foi
controverso, pois individuos ligeiramente hipercolesterolémicos que ingeriram quefir
(leite) por 4 semanas néo tiveram o perfil lipidico sérico (colesterol total, LDL, HDL e
triglicerideos) modificado pela bebida fermentada (St-ONGE et al., 2002).

Em resumo, os resultados de melhora no perfil lipidico sérico dos camundongos
obtidos no presente trabalho, corroboram com a maioria dos estudos encontrados na
literatura, seja com o quefir aquoso ou a bebida lactea, sugerindo um papel adjuvante
desse probidtico na prevencao das doencas cardiovasculares (DCVs) em condi¢des de
hipercolesterolemia moderada. Niveis elevados de HDL plasmaticos estao
inversamente relacionados com o risco de desenvolvimento da aterosclerose, como ja
mostrado em diversos estudos (NCEP Ill, 2002; LIMA & COUTO, 2006; TALL, 2008;
LOWENSTEIN & CAMERON, 2010; TSOMPANIDI et al., 2010). A HDL, além de
realizar o clearance de colesterol do organismo, tem propriedades antioxidante,
antiinflamatoria, vasodilatadora (producdo de NO) e antitrombdtica. Contudo, é

provavel que seu principal papel anti-aterogénico seja a capacidade de remover
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colesterol e oxiesterdis das células espumosas (macréfagos repletos de colesterol na
placa aterosclerotica), das células musculares lisas e das células endoteliais na parede
arterial, bem como neutralizar fosfolipideos oxidados (TALL, 2008). Estudos também ja
demonstraram que a HDL fornece protecéo direta ou indireta contra a oxidacao de LDL.
A HDL pode inibir a oxidagcdo da LDL quando causada por ions de metais de transi¢éo
e prevenir a formacao de peroéxidos lipidicos pela lipoxigenase (NAVAB et al., 2000;
FREDENRICH & BAYER, 2003).

Para avaliacdo de possiveis alteracfes na absorcdo e/ou excrecdo de lipideos
foi avaliado o perfil lipidico hepatico e cecal dos animais. Os resultados sugerem uma
discreta elevacdo dos niveis de triglicerideos hepaticos com o consumo do quefir
(p=0,07), contudo os niveis de lipideos totais e colesterol total hepaticos ndo foram
modificados. O perfil lipidico do conteddo cecal também nado foi modificado pela
ingestdo do quefir. No presente estudo, a ingestdo do quefir reduziu os niveis
sanguineos de triglicerideos, e aumentou os niveis de HDL. Como o0s principais
carreadores de TG sdo VLDL e QM, um mecanismo proposto para os resultados
obtidos seria: quando TG de VLDL e QM sao hidrolisados pela lipase lipoprotéica nos
capilares, a concha externa destas lipoproteinas dé origem as HDL nascentes, que, por
sua vez, fardo o transporte reverso de colesterol. Assim, a reducdo de TG no sangue
(causada pela atuacao da lipase) esta relacionada com um aumento de HDL.

A hiperglicemia também pode contribuir, por meio de diferentes mecanismos, no
agravamento da aterosclerose. A glicose pode aumentar o estresse oxidativo e a
geracdo de espécies reativas de oxigénio pelas células endoteliais, contribuindo,
inclusive, para a oxidacdo da LDL. (MARITIM et al., 2003). Além disso, a molécula de
glicose pode se ligar de forma ndo enzimatica a proteinas, levando a formacédo de
proteinas glicadas e produtos avancados de glicacdo, que estdo correlacionados
positivamente com doencas vasculares (DUAN et al., 2005). No presente estudo, os
niveis glicémicos dos animais APOE” ndo foram alterados pela ingestdo do quefir apés
as 4 semanas experimentais. Entéo, o fato do quefir ter sido preparado em solucao de
agucar mascavo nao elevou a glicemia nestas condigdes experimentais.

Um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
capacidade antioxidante do organismo caracteriza o estresse oxidativo. Por isso, a
proxima etapa do estudo foi a investigagdo de possiveis efeitos do quefir no estresse
oxidativo dos animais ApoE™". Assim, a avaliacdo da peroxidacéo lipidica foi realizada
por dois métodos, dosagem de TBARS e concentracdo de hidroperoxidos, ambos em
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tecido hepatico e renal. Esse ultimo constitui um método mais especifico, visto que, no
método de TBARS, varios produtos primarios e secundarios de outros componentes
(como proteinas e carboidratos) podem reagir com o acido tiobarbitarico, mascarando o
resultado da oxidacdo de lipideos (ARAUJO, 2001). Os resultados obtidos mostraram
que a ingestdo do quefir por 4 semanas foi capaz de reduzir a concentracdo de
hidroperoxidos no figado dos animais. A relevancia desse resultado esta no fato de o
figado ser um o6rgdo metabolicamente ativo, com alta producdo de ERO, e o quefir
mostrou-se eficaz em reduzir o estresse oxidativo neste 6rgédo. Essa reducéo, porém,
ndo foi detectada no rim por ambas as técnicas, tampouco no figado pela técnica de
TBARS.

Visto que o quefir reduziu a peroxidacéo lipidica no figado, o préximo passo foi a
avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e
catalase, que constituem sistemas de defesa do organismo contra o estresse oxidativo.
Estas enzimas decompdem as ERO, sendo a SOD conversora de radicais superéxido
(0%) em H,0, e O,, e a catalase responsavel pela decomposicéo do H.O, em H,O e
O, (AFONSO et al., 2007; POWERS e JACKSON, 2008). De acordo com os resultados
obtidos, o quefir ndo exerceu acdo sobre a atividade da SOD no figado, no entanto,
houve forte tendéncia estatistica a reducdo de atividade da catalase nesse 6rgéo
(p=0,06).

Em sintese, o quefir promoveu reducéo da peroxidacéo lipidica e da atividade de
catalase no figado. A catalase é uma enzima que se adapta a situacdo de estresse
oxidativo estabelecida (WASSMANN et al., 2004), entdo nesse caso, sua diminuic¢ao foi
um efeito positivo do quefir, pois os animais ApoE™ ja possuem um maior estresse
oxidativo, pois a ApoE é antioxidante, além da hipercolesterolemia e aterosclerose, que
também contribuem para aumento dessa condi¢do. Assim, 0 meio ja era pré- oxidante
e exigia uma maior atividade da enzima, e o quefir mostrou um papel antioxidante.

Alguns estudos ja demonstraram o potencial antioxidante do quefir. NAGIRA et
al. (1999), em um estudo in vitro, mostraram acdo do quefir na protecdo aos danos
oxidativos causados pelas ERO ao DNA, a proteinas e aos lipideos. GUVEN et al.
(2003a) realizaram um estudo em camundongos albinos swiss com quefir-leite, e
observaram menor peroxidacao lipidica no plasma dos animais. Contudo, a atividade
das enzimas antioxidantes glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GSH-Px)
e catalase, medidas nas hemacias, ndo foi modificada pela ingestdo de quefir. De
acordo com nossos resultados, GUVEN et al. (2003b) também obtiveram diminuicdo da
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peroxidacdo lipidica no figado e o poder antioxidante do quefir foi superior ao da
vitamina E. Em relacdo as enzimas antioxidantes, os autores verificaram que a
ingestdo de quefir promoveu aumento da atividade de GSH, GSH-Px, glutationa- S-
transferase (GST), mas sem modificacdo da atividade da catalase, diferente do
resultado obtido no presente estudo. CENEZIS et al. (2008), também observaram
menor peroxidacdo lipidica no figado em camundongos swiss com criptas aberrantes
colénicas (induzidas por azoximetano).

O estresse oxidativo também contribui para aumento na oxidagdo de LDLs,
formando as LDLs oxidadas, que desempenham um importante papel na iniciagao e
progressao da aterosclerose. A oxidacao de LDL leva a formacao de epitopos, como
resultado da decomposicdo oxidativa dos &cidos graxos, levando a producédo de
anticorpos anti-LDL oxidada (TUOMINEN et al., 2006). A deteccdo de anticorpos anti-
LDL oxidada no soro, portanto, € uma medida indireta da oxidacdo de LDL. Como o
quefir teve acdo antioxidante no figado e aumento de HDL, que também possui acédo
antioxidante, esperava-se uma diminuicdo na oxidacao de LDL, entretanto esse efeito
nao foi constatado. O consumo por 4 semanas de quefir ndo interferiu na quantidade
sérica de anticorpos anti-LDL oxidada dos ApoE™. N&o h& estudo na literatura que
correlaciona o consumo de quefir com a presenca de anticorpos anti-LDL oxidada,
todavia, CAVALLINI et al. (2009) avaliaram os efeitos de um iogurte de soja puro ou
fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 (probidtica) na concentracdo de
anticorpos anti-LDL oxidada, em coelhos com hipercolesterolemia induzida. Os autores
mostraram que somente 0 grupo que recebeu o iogurte de soja apresentou reducéo
dessa medida, ndo sugerindo efeito da bactéria probidtica. A falta de resultados
positivos do quefir na oxidacdo de LDL pode ser devido a presenca de inumeros
antioxidantes no soro, o que torna dificil a deteccdo de um possivel efeito do quefir.
Além disso, estas modificagdes sédo discretas, ocorrendo muitas vezes pelo efeito de
glicacdo das apolipoproteinas (DUAN et al., 2005). Como a glicemia néo foi alterada
pelo quefir, pode ser que o efeito de sua suplementacéo ndo tenha sido suficiente para
reverter ou minimizar os efeitos da glicacao e oxidagao das LDL circulantes.

ApoOs a investigagdo do papel do quefir no metabolismo lipidico e estresse
oxidativo, ambos fatores de risco para a aterosclerose, e nos quais a bebida
fermentada exerceu efeitos protetores, o préximo procedimento foi investigar se a
melhora destes fatores proporcionou diminuicdo da lesdo aterosclerética em diferentes

sitios. Os resultados mostram que as areas de leséo aterosclerotica na valvula aortica
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e nas aortas abdominal e toracica foram semelhantes entre os grupos. Como mostrado
na imunohistoquimica utilizando anticorpo anti-macrofagos de camundongo MOMA, as
lesbes ateroscleréticas na valvula adrtica apresentaram grande acumulo de
macréfagos, mas que foram semelhantes em porcentagem de &rea entre 0s grupos.
Nas aortas abdominal e toracica dos animais ApoE™, notou-se a presenca das lesdes
nas regides de ramificacbes, em que h& uma forca de cisalhamento sanguineo (shear
stress) oscilatério, que danifica o endotélio. Desse modo, esse fator hemodinamico esta
fortemente correlacionado a formacdo de placas aterosclergticas, uma vez que a
disfuncdo endotelial, em conjunto com outros fatores, € responsavel pelo inicio do
processo aterosclerdtico (CHENG et al., 2006).

Em um estudo semelhante a este, porém com utilizacdo de uma bactéria
isolada, PORTUGAL et al. (2006) investigaram a influéncia da ingestdo de
Lactobacillus delbrueckii (10**UFC/mL em solucédo salina) no desenvolvimento da
aterosclerose em camundongos ApoE” com dieta comercial por 6 semanas. Em
concordancia com nossos resultados, nenhuma reducdo na area de lesdo na valvula
aortica foi observada com a ingestao da bactéria.

Nem sempre a melhora de alguns fatores de risco da aterosclerose refletira
sobre a reducdo de formacdo de lesdo em curto prazo, isso pode ocorrer apds um
periodo mais longo. Nao se pode descartar a possibilidade de que, em um tratamento
mais prolongado, o aumento de HDL induza a reducdo na velocidade de formacéo da
lesdo. Entretanto, quatro semanas € um periodo relativamente longo, uma vez que
camundongos ApoE™ desenvolve placas ap6s este periodo, o que corresponderia a
mais de 10 anos em humanos. Por outro lado, a LDL oxidada, essencial para a
captacado pelos macrofagos e desenvolvimento de aterosclerose, ndo foi alterada o que
estd em concordancia com a falta de efeitos do quefir na aterogénese.

Embora existam relatos na literatura do efeito de quefir em dislipidemias, este é
o primeiro estudo desenhado para verificar os efeitos do quefir, ndo sé nos fatores de
risco, como principalmente no evento final, a aterosclerose. Os resultados
apresentados nos levam a concluir que, embora haja uma melhora em alguns fatores
de risco, este efeito ndo foi de intensidade suficiente para alterar o curso da doencga

aterosclerética na raiz da valvula ou na aorta especificamente.
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Anexo

Anexo A — Dieta LABINA

LABINA

Indicagéo do produto:

Produto destinado para a alimentacao de ratos, camundongos e hamsters de laboratorio.

Compeosicgéao basica do produto:

MILHO INTEGRAL MOIDO, CLORETO DE SODIO (SAL COMUM), ADITIVO ANTIFUNGIVO
FUNGISTATICO, CLORETO DE COLINA, Premix Vitaminico Mineral, FENO DE ALFAFA, FOSFATO
BICALCICO, SOJA INTEGRAL MOIDA (TRAT. POR PRESSAQ), CALCARIO CALCITICO, FARELO

DE SOJA, FARINHA DE PEIXE, FARELO DE TRIGO, REMOIDO DE TRIGO

Eventuais substitutivos:

LISINA, CASCA DE ARROZ MOIDA, TREONINA, TRIPTOFANO, OLEO DE SOJA DEGOMADQ,
HIDROXIDCO DE TOLUENO BUTILADO (B.H.T.), FARELO DE ARROZ, ARROZ QUEBRADO,
CAULIM, CASCA DE SOJA MOIDA, METIONINA, OLEQ DE SOJA REFINADO, FARELO DE GLUTEN
DE MILHO - 60, ETOXIQUIN, FARINHA DE TRIGO, SOJA INTEGRAL EXTRUSADA, FARELO DE
GLUTEN DE MILHO 21, FARINHA DE CARNE, GERMEN DE MILHO

Enriguecimentos por quilograma do produto:

Colina 2.800,0000 mg
Vitamina A 25.577.0000 Ul/kg
Biotina 0.1600 mg
Acido Folico 13,0000 mg
Todo 1,0000 mg
Ferro 180,0000 mg
Manganes 110,0000 mg
Sodio 2,8000 g
Magnesio 1,7000 g

Acido Propionico

Vitamina E

Vitamina B12

Vitamina K

Niacina

Acido Pantotenico

Piridoxina - Vitamina B6 HCl
Vitamina D3

1.540.0000 mg
82.0000 mg
40,0000 meg

6,4000 mg
2200000 mg
90.0000 mg
11,0000 mg
4.000,0000 Ulkg
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Apéndice A — Resultados do Experimento com Animais LDLr™"
A.1 Animais e Grupos

Vinte animais LDLr" fémeas, de 9 a 11 semanas de idade, homogéneas quanto
ao peso e colesterol total sérico, foram divididos em dois grupos: grupo “Controle”, que
recebeu agua filtrada pura no mesmo pH do quefir; e grupo “Quefir’, que recebeu o
quefir (50g/L) em substituicdo a agua. Os dois grupos foram alimentados com dieta
hiperlipidica, que foi preparada no Laboratério de Aterosclerose e Bioquimica
Nutricional da UFMG e oferecida na forma de pellets aos camundongos. A Tabela 7
apresenta os ingredientes dessa dieta e a Tabela 8 mostra sua composicdo em
macronutrientes.

Antes de iniciar o experimento, 0os animais receberam a dieta mencionada

durante 3 dias, para adaptacao. O experimento teve a duracao de 6 semanas.

Tabela 7 - Ingredientes da dieta ocidental

Nutriente Quantidade (g/Kg)
Caseina 195.00
DL- Metionina 3.00
Acucar Refinado 341.46
Amido de Milho 150.00
Manteiga sem sal 210.00
Colesterol 1.50
Celulose 50.00
Mistura de Minerais 35.00
Carbonato de Calcio 4.00
Mistura de Vitaminas 10.00
Antioxidante (BHT) 0.04
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Tabela 8 - Composicdo centesimal da dieta ocidental

Macronutriente

Dieta Ocidental®

Carboidrato

Proteina

Lipideo

Densidade calodrica

25,1%

17,9%

36,7%

4,5 Kcallg

& Composicao calculada pela tabela TACO (2006).

A.2 Resultados

A.2.1 Ingestdo Dietética, de Liquido e Evolucéo ponderal

Tabela 9 - Ingestao dietética e de liquido (Agua ou quefir) diaria por animal.

Ingestao diaria/ animal Controle (dgua) Quefir
Dieta () 2,30 + 0,08 2,24 + 0,10
Liquido (mL) 3,22+0,13 3,17 + 0,17

Dados apresentados em média + erro padrao.
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Figura 19: Evolugdo ponderal de camundongos LDLr" alimentados com dieta ocidental,
recebendo quefir ou a4gua por 6 semanas, grupos Controle e Quefir, n=10. Resultados
expressos em média do peso em gramas; teste t de Student, p>0,05.

A.2.2 Perfil Lipidico Sérico

Em relagdo ao perfil lipidico sérico dos animais LDLr"", ao final das 6 semanas
experimentais, a dieta ocidental (hiperlipidica), associada a modificacdo genética dos
camundongos, contribuiu para o aumento significativo (p< 0,0001) dos niveis de
colesterol total (Controle= 1088,0mg/dL + 87,6 e Quefir= 1048,0mg/dL + 55,4) em
relacdo aos valores iniciais, que eram similares entre os grupos (Controle= 486,0mg/dL
+ 54,8 e Quefir= 558,3mg/dL * 45,8, p>0,05). A Tabela 10 apresenta 0os parametros
lipidicos mensurados no final do periodo experimental, demonstrando que o quefir ndo

promoveu alteragdo nos mesmos, comparados ao grupo Controle.
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Tabela 10 - Perfil lipidico sérico, apés 6 semanas, de camundongos LDLr" alimentados com

dieta ocidental, recebendo guefir ou égua.

Parametro Controle Quefir p
Colesterol total (mg/dL)? 1088,0 £+ 87,6 1048,0 + 55,4 0,71
HDL (mg/dL) 743+5,6 90,6 £6,9 0,09
Frac&o aterogénica (mg/dL)® 1003,0 +87,7 971,5+ 16,9 0,78
indice aterogénico 13,0+ 1,6 10,2+0,8 0,13
Triglicerideos (mg/dL) 189,4 + 26,8 180,4 + 26,4 0,81

Dados apresentados como média + erro padrao, teste t de Student, p>0,05.
4Controle: n=10 e Quefir: n=9.
®Controle: n=10 e Quefir:n=6; demais: n=10 por grupo.

A.2.3 Perfil Lipidico Hepético e Cecal

Tabela 11 - Perfil lipidico hepético e cecal de camundongos LDLr” alimentados com dieta
ocidental, recebendo quefir ou agua por 6 semanas.

Parametro (mg/g) Controle Quefir p
Lipideos totais hepéaticos 148,0 £ 23,1 137,0+£ 16,3 0,70
Colesterol total hepatico 15,22 + 1,33 17,32 +1,51 0,31
Triglicerideos hepéticos 12,26 + 1,03 12,64 + 1,03 0,80

Lipideos totais cecais? 80,23+ 12,52 97,55+ 12,56 0,35
Colesterol total cecal 10,30+ 1,14 12,41 +1,05 0,19

Dados apresentados como média * erro padrdo, teste t de Student, n=10, exceto em ?Controle:
n=10 e Quefir: n=9.

98



Apéndice

A.2.4 Glicemia
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Figura 20: Glicemia ap6s 6 semanas de camundongos LDLr" alimentados com dieta ocidental,
recebendo quefir ou agua, n=10; p= 0,54. Resultados expressos em média * erro padréo, teste

t de Student.

A.2.5 TBARS em Tecido Hepatico e Renal

0.025-
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Figura 21: Dosagem de TBARS em camundongos LDLr-/- alimentados com dieta ocidental,
recebendo quefir ou agua por 6 semanas, n=10. Resultados expressos em média + erro
padrao; teste t de Student. (A) Tecido hepatico, p= 0,80. (B) Tecido renal, p= 0,42.
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A.2.6 Hidroperdxidos em Tecido Hepéatico e Renal
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Figura 22: Avaliacdo do estresse oxidativo pela concentracdo de Hidroperoxidos em
camundongos LDLr" alimentados com dieta ocidental, recebendo quefir ou agua por 6
semanas. Resultados expressos em média + erro padréo; teste t de Student. (A) Tecido
hepatico, n=10 por grupo, p= 0,82. (B) Tecido renal, Controle: n=9 e Quefir: n=10, p= 0,23.

A.2.7 Area da Lesédo Aterosclerética na Aorta Toracica e Abdominal

Area de lesio (%) / Area total da aorta

Figura 23: Area de lesdo nas aortas toracica e abdominal dos camundongos LDLr"
alimentados com dieta ocidental, recebendo quefir ou agua, apés 6 semanas.
Os valores sao apresentados como média + Erro padrao (n=10). p= 0,14.

100



Apéndice

A.2.8 Area da Lesédo Aterosclerdtica na Raiz Aértica
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Figura 24: Area de lesdo aterosclerética na véalvula aértica de camundongos LDLr"
alimentados com dieta ocidental, recebendo quefir ou agua por 6 semanas.
Controle: n=7 e Quefir: n=8. Resultados expressos em mediana, teste Mann Whitney, p= 0,45.

A.2.9 Imunohistoquimica para Macrofagos

40-
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Figura 25: Area de macrofagos na placa aterosclerética da valvula adrtica (imunohistoquimica)
em camundongos LDLr” alimentados com dieta ocidental, recebendo quefir ou &gua por 6
semanas. Controle: n=6 e Quefir: n=8. Resultados expressos em média + erro padréao, teste t
de Student, p= 0,59.
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