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RESUMO

Objetivo: Estudos tém demonstrado que o probidtico Kefir apresenta efeitos
benéficos no tratamento da hipertenséo arterial. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a acdo do tratamento crénico com Kefir sobre o tdnus autondémico cardiaco e
o barorreflexo arterial de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Metodologia:
Ratos Wistar e SHR machos com 4 meses de idade foram divididos em 3 grupos
Wistar, SHR e SHR-Kefir tratados por 60 dias com Kefir (0,3ml/100g), por gavagem.
Os animais foram anestesiados e cateteres implantados na artéria e veia femoral para
injecdo de drogas e registro de pressao arterial pulsatil (PAP), presséo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC), respectivamente. A contribuicao relativa dos ténus
autondmicos cardiacos, parassimpatico e simpatico foi estimada em animais
acordados através de injecdes in bolus de N-metil-atropina (2mg/kg) e de atenolol
(2mg/kg), respectivamente. A frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) foi estimada apos
o duplo blogueio com os farmacos acima. A sensibilidade do barorreflexo foi testada
nos animais acordados por meio de aumentos ou diminui¢cdes da pressao arterial (25
mmHg), através de injecao in bolus de fenilefrina (5 pug/kg) e nitroprussiato de sodio
(40 ug/kg), sob blogueio da atropina e atenolol 24 e 48 h depois, respectivamente. As
analises da variabilidade da pressédo arterial (VPA) e variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC) foram feitas por meio de analise espectral, método autorregressivo,
no dominio do tempo (varidncia da pressao sistolica e dos intervalos R-R) e da
frequéncia (muito baixa, baixa e alta frequéncia, VLF, LF, HF, respectivamente). Ao
fim dos experimentos, o coracdo e rins foram retirados e pesados para andlise de
hipertrofia. Resultados: Como esperado o grupo SHR apresentou PAS, PAD, PAM e
FC (20448, 144+4,167+4 mmHg e 3559 bpm, p<0,05, respectivamente) elevadas,
guando comparados com ratos Wistar (14048, 88+2, 104+2 mmHg e 328+12 bpm,
respectivamente). O tratamento com Kefir atenuou significativamente esses
paradmetros (16948, 116+6, 134+6 mmHg e 324+12 bpm, respectivamente). O grupo
SHR mostrou hipertrofia ventricular esquerda (22+1,4 mg/mm, p<0,05) quando
comparado com ratos Wistar (17,1+1,4 mg/mm, p<0,05). E o tratamento com Kefir foi
capaz de reduzir essa hipertrofia quando normalizado pelo comprimento da tibia
(19+1,2 mg/mm, p<0,05) nos ratos SHR tratados. O tdnus vagal no grupo Wistar foi
de +120 bpm e +40 bpm no grupo SHR. O Kefir recuperou parcialmente o tdbnus vagal

(+90 bpm) dos ratos SHR tratados. O tdnus simpético no grupo wistar foi de -30 bpm



e -90 bpm no grupo SHR. Nos ratos SHR tratados com Kefir o tdnus simpatico foi
reduzido para -25 bpm. A sensibilidade do barorreflexo estava significativamente
diminuida no grupo SHR (reflexo de bradicardia ~50%) bem como a contribuicdo
relativa dos componentes vagal e simpatico cardiaco quando comparados com o
grupo Wistar. Nos ratos SHR tratados com Kefir, tanto o reflexo de bradicardia (~40%)
quanto o ganho (~35%) melhoraram significativamente. O bloqueio com atropina
basicamente aboliu o reflexo de bradicardia e o ganho do barorreflexo de maneira
semelhante nos 3 grupos. O grupo SHR mostrou diminui¢éo no reflexo de taquicardia
(38%, p<0,05) e reducao no ganho (32%, p<0,05), quando comparado com 0 grupo
Wistar. Nos ratos tratados com Kefir essas respostas melhoraram (~8% e ~12%,
p<0,05, respectivamente). O bloqueio com atenolol reduziu a taquicardia reflexa em
SHR quando comparado com Wistar e normalizou nos SHR tratados com Kefir (72,8,
14+2,4 e 12+2,4 bpm, respectivamente), efeito semelhante foi observado no ganho
(0,26+0,10, 0,53+0,11 e 0,46%0,12 bpm/mmHg, respectivamente). A VFC e a FC-LF
estavam maiores nos animais SHR (730+150 ms? e 82+10 ms?) quando comparadas
com ratos Wistar (247+46 ms? e 3949 ms?) e SHR tratados com Kefir (478+80 ms? e
56+10 ms?). Nao houve diferencas na comparacéo dos resultados de FC-HF entre os
trés grupos estudados. Tanto a VPA quanto a PA-LF aumentaram significativamente
nos ratos SHR (73+9 mmHg? e 13+2 mmHg?) quando comparados com ratos Wistar
(22+3 mmHg? e 3,7+0,4 mmHg?). O tratamento com Kefir reduziu esses valores (65+8
mmHg? e 8+2 mmHg?). Por fim, a andlise do barorreflexo espontaneo mostrou
diminuicdo significativa na sensibilidade do grupo SHR (1,36+0,09 ms?/mmHg)
quando comparado com o grupo Wistar (1,75+011 ms2/mmHg). O tratamento com
Kefir ndo melhorou esta sensibilidade (1,48+0,09 ms?/mmHg). Concluséo: Apds 60
dias de tratamento com Kefir, os animais SHR apresentaram diminui¢cdo da PAS, PAD
e PAM, além de reducédo da hipertrofia cardiaca. Além disso, o tratamento com Kefir
também reverteu parcialmente a perda do tonus vagal, o aumento do ténus simpatico

e a disfuncao barorreflexa dos animais hipertensos.

Palavras chave: 1. hipertensao arterial 2. kefir 3. barorreflexo 4. tdnus autonédmico

cardiaco 5. variabilidade da pressao arterial 6. variabilidade da frequéncia cardiaca



ABSTRACT

Objective: Studies have shown that the probiotic Kefir has beneficial effects on the
treatment of hypertension. The aim of this study was to evaluate the effect of chronic
treatment with Kefir on cardiac autonomic tone and arterial baroreflex in spontaneously
hypertensive rats (SHR). Methods: Male Wistar and SHR rats at 4 months of age,
were separated into 3 groups Wistar, SHR and SHR-Kefir treated for 60 days with Kefir
(0,3ml/100g) by gavage. The animals were anesthetized and catheters were implanted
in the femoral artery and vein for drugs injection and pulsatile arterial blood pressure
(PAP), mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) records, respectively. The
relative contribution of parasympathetic and sympathetic cardiac autonomic tone, were
estimated in conscious animals via bolus injections of N-methyl-atropine (2 mg/kg) and
atenolol (2mg/kg), respectively. The intrinsic heart rate (IHR) was estimated after
double blockade with the drugs cited above. The baroreflex sensitivity was tested in
concious animals through increases or decreases in blood pressure (25 mmHg) by
bolus injections of phenylephrine (5 mg/kg) and sodium nitroprusside (40 mg/kg) under
atropine and atenolol blockade 24 and 48 h later. The analysis of blood pressure (BPV)
and heart rate variability (HRV) was performed through spectral analysis,
autoregressive method in the time domain (variance of systolic pressure and RR
intervals) and frequency domain (very low, low and high-frequency, VLF, LF, HF,
respectively). At the end of experiment, the heart and kidneys were removed and
weighed to hypertrophy analysis. Results: As expected the SHR group had higher
levels of SBP, DBP, MAP and HR (20448, 144+4, 167+4 mmHg and 3559 bpm,
p<0.05, respectively) compared to Wistar rats (140+8, 88+2 and 104+2 mmHg 328+12
bpm, respectively). Kefir treatment significantly attenuated these parameters (169+8,
11646, 134+6 mmHg and 324+12 bpm, respectively). SHR group showed left
ventricular hypertrophy (22+1.4 mg/mm, p<0.05) when compared with Wistar rats
(17.1+1.4 mg/mm, p<0.05). And treatment with Kefir reduced this hypertrophy when
normalized by tibia length (19+1.2 mg/mm, p<0.05) in SHR. The vagal tone in Wistar
group was +120 bpm and +40 bpm in SHR group. Kefir partially recovered vagal tone
(+90 bpm) in treated SHR. The sympathetic tone in Wistar group was bpm -30 and -
90 bpm in SHR group. In Kefir treated SHR rats sympathetic tone was reduced to -25
bpm. The baroreflex sensitivity was significantly decreased in SHR group (bradycardic

reflex ~50%) as well as the relative contribution of vagal and cardiac sympathetic



components when compared to the Wistar group. In the SHR rats treated with Kefir
both bradycardic reflex (~40%, p<0.05) and the gain (-35%,) were significatively
improved. Atropine blockade abolished the bradycardic reflex and baroreflex gain
equally in the 3 groups. The SHR group showed a decrease in tachycardic reflex (38%,
p<0.05) and gain deacrese (32%, p<0.05) when compared with Wistar group. In Kefir
treated rats these responses were improved (~8% and ~12%, p<0.05, respectively).
Atenolol blockade reduced reflex tachycardic in SHR when compared with Wistar and
SHR treated with Kefir the normalized (7+2.8, 14+2.4 and 12+2.4 bpm), similar effects
were observed in gain (0.26+0.10, 0.53+0.11 and 0.46+0.12 bpm/mmHg, respectively).
HRV and HR-LF were higher in SHR (730150 ms? and 82+10 ms?) when compared
with Wistar (247+46 ms? and 39+9 ms?) and SHR rats treated with Kefir (478+80 ms?
and 56+10 ms?). There were no differences when comparing the FC-HF results among
the three groups. Both VBP and BP-LF showed a significant increase in SHR group
(73+9 mmHg?, 13+2 mmHg?) when compared to Wistar rats (223 mmHg? and 3.7+0.4
mmHg?). Kefir treatment reduced these values (65+8 mmHg? and 8+2 mmHg?). Finally,
analysis of spontaneous baroreflex showed a sensitivity decrease in the SHR group
(1.36+0.09 ms?/mmHg) compared with Wistar group (1.75+0.11 ms?/mmHg). Kefir
treatment did not improve this sensitivity (1.48+0.09 ms?/mmHg). Conclusion: After
60 days with Kefir treatment, SHR animals showed decreased SBP, DBP and MAP,
besides a reduction of cardiac hypertrophy. In addition, Kefir treatment partially
reversed the loss of vagal tone, the sympathetic tone increase and baroreflex

dysfunction of hypertensive animals.

Keywords: 1. hypertension 2. kefir 3. baroreflex 4. cardiac autonomic tonus 5. blood
pressure variability 6. heart rate variability
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Figura 14. Resumo dos efeitos benéficos da administracdo cronica de Kefir no

controle autondmico e disautonomia cardiovascular em SHR.
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1 INTRODUCAO
1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares (DCV) séao a principal causa de morte no mundo, estimando 31%
das mortes anuais (WHO, 2013). Dentre os fatores de risco para as DCV, a
hipertenséao arterial sistémica (HAS) se destaca por ser um dos mais importantes
(Kearney et al., 2005). Cerca de 40% da populacdo mundial, aproximadamente 1
bilhdo de pessoas, foram diagnosticados com hipertensdo em 2008 (WHO, 2013). No
Brasil, 29,4% das mortes registradas em 2007 foram devidas as DCV, sendo que
12,8% foram causadas por HAS (figura 1) (SBC, 2010).

31,4% 30,0%
25,1%

12,8%

[ Doengas cardiovasculares (DCV)
Bl Outras causas

AVE DIC HAS QOutras
causas

Figura 1. Taxas de mortalidade por DCV e suas diferentes causas no Brasil, em 2007. AVE: Acidente
Vascular Encefalico; DIC: Doenca Isquémica do coracdo; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica. Fonte:
SBC, 2010.

A HAS é uma doenca crénica determinada por elevados niveis de pressdo sanguinea
nas artérias, fazendo com que o coracgao exerca um esforco maior do que o normal
para bombear o sangue através dos vasos sanguineos (Anadon et al., 2010). E
causada pela interacéo de diversos fatores que envolvem a funcéo cardiaca, o volume
sanguineo, a regulacao de sal, o tdnus vascular periférico e a fungéo endotelial (Varin
etal., 2000; Chapman et al., 2004) e é caracterizada por niveis elevados e sustentados
de PA (Presséo Sistdlica 2 140 mmHg; Presséo Diastdlica = 90mmHg) (SBC, 2010).

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da hipertenséo arterial, tem-se a
idade, o género, a etnia, a obesidade, a taxa de ingestéo de sal, 0 consumo de bebidas
alcoolicas, o sedentarismo, fatores socioecondémicos e o tabagismo (SBC, 2010;



16

WHO, 2013). O aumento da pressdo sanguinea torna-se entdo um importante fator
de risco para doenca cerebrovascular, doenca arterial coronéria, insuficiéncia renal
cronica e doenca vascular de extremidades (SBH, 2004). Essa multiplicidade de
consequéncias caracteriza a HAS como uma das causas de maior reducdo da

expectativa e da qualidade de vida dos individuos (Duncan et al., 2006).

Muitas pessoas ndo sao diagnosticadas nas fases iniciais da doengca, mesmo ja
apresentando a presséao arterial elevada e sustentada, pois a HAS raramente causa
sintomas nessas fases. Além disso, muitos pacientes ndo conseguem controlar com

éxito a doenca em longo prazo por ndo terem acesso ao tratamento (Bernatova, 2014).

Apesar dos esforcos na tentativa de desvendar os mecanismos envolvidos na
patogénese da HAS, sua causa permanece desconhecida em 90 a 95% dos pacientes
que apresentam pressao arterial elevada, caracterizando a hipertensdo como
essencial ou priméaria. Quando a pressao arterial € elevada secundéria a algum fator
conhecido, é caracterizado como hipertensdo arterial secundaria, apresentando
prevaléncia de 5 a 10% (Lewandowski, 2003; Yan et al., 2014).

Pessoas com hipertensdo essencial apresentam uma média aumentada de 40 a 60%
da PA e aumento da resisténcia vascular periférica total, fluxo sanguineo renal
diminuido com a progressao da doenca, aumento na resisténcia ao fluxo sanguineo
renal (apesar da filtracdo glomerular se encontrar proxima ao normal) e prejuizo na
excrecdo renal de sal e agua. Outros fatores ainda podem ocorrer com o
desenvolvimento da doenca, como a ativacdo do sistema renina angiotensina-
aldosterona (SRAA), aumento do estresse oxidativo decorrente do excesso da
producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), diminui¢cdo na producao de 6xido
nitrico (NO), reducéo das vias antioxidantes fisioldgicas, além de haver alteracfes no
controle reflexo fisiolégico da PA (Montezano & Touyz, 2012; Botelho-Ono et al.,
2011).

Por causa da similaridade na fisiopatogenia com a hipertenséo essencial primaria no
homem, ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tém sido utilizados como uma
ferramenta importante para a compreenséao da hipertenséo arterial e outras disfungcdes
cardiovasculares, bem como para a identificagcdo de agentes alternativos ou nao-
farmacoldgicos para a prevencao/tratamento destas doencas (Monteiro et al., 2012;
Friques et al, 2015; Barbosa Neto et al, 2013; Ceroni et al., 2009).
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A hipertensd@o no SHR se desenvolve apos 12-14 semanas de vida, e esta associada
a um aumento da resisténcia periférica total e débito cardiaco normal ou diminuido.
Estudos mostraram que nos SHRs as alteracbes das propriedades funcionais
precedem o desenvolvimento da hipertensdo arterial e que a reducdo da
distensibilidade e complacéncia vascular nos animais jovens resultam em uma
hipertrofia da camada média, em vez de alteragbes intrinsecas das propriedades
elasticas dos vasos (Fazan et al., 2001; Doggrell & Brown, 1998). Outra caracteristica
relevante deste modelo de hipertensédo essencial € um controle nervoso autbnomo
anormal da frequéncia cardiaca (FC) e PA (Monteiro et al, 2012; Barbosa Neto et al.,
2012; Ceroni et al., 2009), que esté estreitamente correlacionada com lesdo de 6rgéos
alvos (Su et al., 2005; Abboud 2010; Abboud et al., 2012).

A importancia do sistema nervoso no desenvolvimento do SHR foi demonstrada por
meio da reducdo da pressdo arterial, em resposta a ablacdo cirdrgica ou
farmacolégica do sistema nervoso autbnomo simpatico, da prevencdo do
desenvolvimento da hipertenséo por imunossimpatectomia, da simpatectomia quimica
e outros métodos. Existe, portanto, uma ampla documentacdo de uma hiperatividade
simpatica no modelo SHR (Fazan et al., 2001; Doggrell & Brown, 1998).

Apesar de algumas discrepancias, uma série de estudos sobre a variabilidade da FC
e da PA, por meio de analise espectral, demonstraram no SHR um ténus
parassimpatico cardiaco (vagal) diminuido, um tdnus simpatico cardiaco aumentado
e um ténus vasomotor simpético aumentado quando comparados com ratos Wistar
normotensos (Ceroni et al., 2009; Barbosa Neto et al., 2013; Silva et al., 2009;
Hayward et al., 2012).

Também tem sido demonstrado que a sensibilidade barorreflexa esta diminuida em
modelos experimentais de hipertensdo essencial (Barbosa Neto et al., 2013) e

secundaria (Moysés et al., 1994a; Campagnaro et al., 2012).
1.2 REGULACAO DA PRESSAO ARTERIAL

A PA é caracterizada pela for¢a exercida pelo sangue contra as paredes dos vasos e
é responsavel pela manutencéo da perfusio sistémica adequada. E determinada pela
combinacao entre o débito cardiaco e a resisténcia vascular periférica. O gradiente de

pressao é o que impulsiona o sangue ao longo da circulacdo. Entdo, a pressdo que o
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sangue exerce sobre as paredes dos vasos depende do volume de sangue a ser
ejetado e da resisténcia encontrada na circulacdo (Silva, 2010).

E importante manter a PA dentro de uma faixa de normalidade, e isso depende de
variacbes no débito cardiaco, na resisténcia vascular periférica, ou de ambos.
Diferentes mecanismos de controle participam ndo s6 na manutencdo como ha
variacio momento a momento dos niveis pressoricos, regulando o calibre e a

distribuicdo de fluidos nos vasos e o débito cardiaco (Irigoyen et al., 2001).

A regulacdo neural autonébmica da circulacdo através do sistema simpético e
parassimpatico fornece para os 6rgdos uma perfusao ideal, de acordo com as suas
necessidades metabdlicas (Vasquez et al., 2012). No coracdo podem ser liberadas
tanto noradrenalina como acetilcolina, modificando o débito cardiaco por alterar a
forca de contracdo das fibras miocéardicas e a frequéncia cardiaca (FC). Nos vasos de
resisténcia, a noradrenalina modifica o estado contratil do musculo liso vascular, ou

seja, a resisténcia vascular periférica (Silva, 2010).

Os mecanismos neurais sdo de grande importancia na regulacdo da funcéo
cardiovascular. O sistema nervoso simpatico exerce uma acao excitatéria no coracao
€ vasos sanguineos, enquanto que a inervacao parassimpdatica cardiovagal exerce
uma acao inibidora sobre o coragcdo (Campagnaro, 2012). A manutencao
(componente tdnico) bem como a variagdo momento a momento (componente fasico)
dependem de mecanismos complexos que determinam ajustes apropriados da
frequéncia e contratilidade cardiaca, do estado contratil dos vasos de resisténcia e de
capacitancia e da distribuicdo de fluido dentro e fora dos vasos sanguineos (Mengal,
2015).

Nesse contexto, sabe-se que trés reflexos neurais estdo envolvidos na modulagao
autondmica cardiovascular. Estes reflexos detectam e corrigem as alteragbes na
presséao arterial sanguinea (reflexo barorreceptor), do volume de sangue (receptores
cardiopulmonares) e alteracdes especificas do oxigénio, da tenséo de dioxido e do pH
(quimiorreceptores arteriais) (Irigoyen et al., 2003; Vasquez et al., 1997).

O reflexo barorreceptor arterial (ou barorreflexo) € um dos mecanismos mais
poderosos e rapidos para controlar PA, promovendo momento a momento uma

regulacéo do tipo retroalimentagdo negativa da PA e opondo-se, assim, a grandes
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flutuagbes ou labilidade da PA e as consequéncias adversas de tais flutuagcées. Um
aumento imediato na PA provoca um aumento reflexo da atividade vagal cardiaca e
uma diminuicdo da atividade simpatica cardiaca e vascular, resultando em uma
diminuicdo da FC e na correcdo da PA. Por outro lado, em resposta a uma queda da
PA, a atividade cardiovagal € inibida e a atividade simpatica cardiaca e vascular é
aumentada, causando um aumento da FC e um ajuste da PA (Vasquez, et al., 2012).

Os reflexos cardiopulmonares tém como estimulo tanto a distenséo cardiaca, como
também agente quimicos. Os receptores destes reflexos estéo localizados nos étrios,
ventriculos, vasos pulmonares e parénquima pulmonar. O reflexo de Bainbridge é
caracterizado por um aumento simultaneo da FC e da PA apés uma hipervolemia. Ja
o reflexo de Bezold-Jarisch é caracterizado por bradicardia e hipotensao simultaneas
devido ao aumento da atividade vagal para o coracdo, e acompanhada de retirada do
simpatico para 0s vasos, com consequente queda do débito cardiaco e da resisténcia

vascular periférica (Meyrelles et al, 1994).

Os reflexos dos quimiorreceptores periféricos controlam a respiracdo e a circulacéo.
Durante a hipéxia, a ativacao de quimiorreceptores periféricos localizados nos corpos
carotideos levam a ajustes autondmicos e respiratérios que funcionam para restaurar
0s niveis de oxigénio a faixa fisiolégica normal, primeiramente realizando alteracées
adequadas da ventilacdo e em seguida aumentando a PA e FC através da estimulacéo

simpética (Braga et al., 2008).

Além das rapidas respostas neurais (segundos), o organismo também possui 0
controle humoral da circulacdo que é feito pela liberacdo de varios hormonios
(paracrinos ou autbécrinos) ou agentes quimicos de acao local que participam na
manutencdo dos valores basais da PA, interferindo principalmente na modulacdo do
tono arteriolar. Quando ha uma queda sustentada da PA, por exemplo, irA ocorrer
maior liberacdo de epinefrina e norepinefrina pela medula adrenal, maior liberacdo de
vasopressina pela neuro-hipofise e aumento dos niveis plasmaticos de renina. Esses
sistemas hormonais prolongam por minutos ou até mesmo horas as respostas
cardiovasculares comandadas pelos barorreceptores (Irigoyen et al., 2001; Zhuo et
al., 2013).

Apesar da eficiéncia dos mecanismos neurais e humorais em realizar ajustes

apropriados e regularem os parametros pressoricos, em alguns disturbios, como na
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hipertensao, quando suprimidos ou hiperestimulados, podem contribuir para a génese

e manutencao dos altos niveis pressoricos.
1.3 BARORREFLEXO

Os barorreceptores arteriais sdo o mais importante mecanismo de controle reflexo,
momento a momento, da PA. S&o mecanorreceptores localizados no arco aértico e
seio carotideo, que séo locais estratégicos, pois se encontram na saida do coracao e
entrada do cérebro e sédo especializados em detectar flutuagdes da PA (figura 2, parte

superior) (Vasquez et al., 2012; Irigoyen et al., 2001).

A cada sistole cardiaca, a PA gerada deforma as paredes desses vasos, levando a
uma despolarizacdo do baroreceptor, o que leva ao aumento da frequéncia
de potenciais de acéo transmitidos pelas fibras aferentes dos nervos depressor aértico
e sinusal, 0s quais se unem respectivamente aos nervos vago e glossofaringeo,
fazendo sinapse no nucleo do trato solitario (NTS), localizado no bulbo dorsal
(Chapleau et al., 1995; Irigoyen et al., 2001; Silva, 2010).

Os neurGnios sensoriais fazem sinapse com neurbnios do NTS, que excitam
neurdnios pré-ganglionares do parassimpatico localizados no nucleo dorsal motor do
vago (NDMV) e no ndcleo ambiguo (NA), que por sua vez se projetam (eferentes
vagais) aos neurbnios pos-ganglionares intramurais situados no coracao.
Simultaneamente, neurbnios provenientes do NTS se dirigem para o bulbo
ventrolateral caudal (CVLM), o qual envia estimulos inibitérios que irdo se projetar
para o bulbo ventrolateral rostral (RVLM), que sao projetados aos neurbnios

simpaticos da coluna intermédio lateral (Irigoyen et al., 2001; Vasquez et al., 1997).

Durante elevacdes da PA, ha grande deformacdo da parede e ativacdo dos
barorreceptores que geram potenciais de acdo que sao conduzidos para o NTS,
aumentando a estimulagéo no NA e NDMV, desencadeando um aumento da atividade
parassimpatica. Simultaneamente, existe uma estimulacdo aumentada sobre o CVLM,
aumentando a inibicdo sobre RVLM, que reduz a atividade simpética. Essas respostas
determinardo o aumento da atividade vagal cardiaca, levando a diminuicéo da FC, da
contratilidade cardiaca, da resisténcia vascular periférica e do retorno venoso,
diminuindo a PA reflexamente (figura 2, parte inferior) (Irigoyen et al., 2001; Vasquez
et al., 1997, Silva, 2010).
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Figura 2. llustragao esquematica das principais aferéncias, eferéncias e érgédos-alvo do controle neural

da circulagdo. Painel superior: barorreceptores localizados nos seios cardtideos e arco aértico e
quimiorreceptores localizados nos corpos carotideos. O painel inferior mostra uma ilustragdo
esquematica de avaliacdo da sensibilidade barorreflexo por meio de agentes vasoativos. Fonte:
Vasquez et al., 2012.

O oposto acontece frente a reducdes nos niveis da PA. Se houver uma diminui¢do da
PA, hd uma menor deformacéo da parede, que geram menos potenciais de acdo que
sao conduzidos para o NTS, havendo uma inibicdo do NA e NDMV, desencadeando
uma diminuicdo da atividade parassimpatica cardiaca. Simultaneamente, CVLM
estara menos estimulado, diminuindo a inibicdo sobre RVLM, que aumenta a atividade

simpética cardiaca e vascular. Consequentemente ocorrerda uma diminuicdo da
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atividade vagal, um aumento da FC, da contratilidade cardiaca, da resisténcia vascular
periférica e do retorno venoso, aumentando a PA reflexamente (figura 2, parte inferior)
(Irigoyen et al., 2001; Vasquez et al., 1997; Silva, 2010).

Este reflexo tem sido classicamente avaliado através de abordagens invasivas usando
vasoconstritores e vasodilatadores (Moysés et al., 1994a; Campagnaro et al., 2012)
e, mais recentemente, através de abordagens nédo-invasivas por meio da analise
espectral (Dias da Silva Valdo et al., 2002; Chapleau & Sabharwal, 2011).

A manutencédo da regulacdo da PA momento a momento na hipertenséo € possivel
porque 0s barorreceptores se adaptam aos niveis elevados de pressao. No entanto,
sua eficacia em normotenséo para corrigir os desvios para mais e para menos da PA
€ maior do que em hipertensédo. Durante um aumento sustentado da PA, a atividade
dos barorreceptores aumenta inicialmente, mas diminui ou se adapta ao longo do
tempo, quando a pressao elevada é mantida. Por outro lado, depois de um periodo de
hipertensdo aguda, a atividade do barorreceptor é suprimida (depressdo poés
excitatéria) e o limiar de pressdo é aumentado em relagcdo a qualquer novo nivel
sustentado de pressao arterial (reset). A adaptacao e o reajuste ocorrem rapidamente
dentro de segundos a minutos apds 0 aumento da pressdo (Chapleau et al., 2001,
Aires, 2012).

A regulacdo da PA é uma das funcdes fisiol6gicas mais complexas do organismo,
dependendo das ac¢les integradas dos sistemas cardiovasculares, renal, neural e
endocrino (Sanjuliani, 2002). Devido a isto, quaisquer alteracdes nos diferentes
sistemas também estdo envolvidas na fisiopatologia da hipertensao arterial e, embora
seja uma doenca bastante comum, muitos de seus mecanismos ainda estao

incompreendidos (Silva, 2010).
1.4 KEFIR

Algumas bactérias, isoladamente ou através das mudancas que sofrem durante a
fermentacao, tem sido relatadas mostrando ter efeitos positivos sobre a saude, bem
como resisténcia a doencgas. O interesse nessas espécies probidticas tem aumentado
nos ultimos anos a medida que mais se aprende sobre os microrganismos utilizados
no processo de fermentacdo e a possibilidade de adicionar bactérias benéficas em

produtos alimentares. Além disso, os consumidores estdo cada vez mais visando



23

melhorar sua salude e aumentar a sua resisténcia as doencas através de meios

alimentares (Farnworth, 2005).

Probioticos séo definidos como: microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas exercem um efeito benéfico a saude do consumidor
(FAO/WHO, 2001). Ainda h&a controvérsias sobre os critérios para a selecdo de
microrganismos probiéticos, mas tendo em consideracdo os mecanismos de acéo,
duas condi¢cdes tém sido amplamente aceitas para a sele¢do: a capacidade de
sobreviver no ambiente gastrointestinal e que possua pelo menos uma fungéo

benéfica (Diosma et al., 2014).

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado os efeitos benéficos dos alimentos
funcionais (Monteiro et al., 2012; Friques et al., 2015), incluindo a diminuicdo da
presséao arterial e a atenuacao da disfuncdo endotelial em SHR tratados cronicamente
com estes produtos (Friques et al., 2015). Entre as variedades de alimentos funcionais
cientificamente validados disponiveis, um foco importante das investigacdes sdo 0s
leites fermentados contendo bactérias acido lacticas, os chamados probiéticos,
incluindo o Kefir. Recentemente, demonstramos que o tratamento cronico de ratos
SHR com Kefir durante 60 dias foi capaz de diminuir a PA elevada e atenuar a

disfuncéo endotelial em SHR (Frigues et al., 2015).

O Kefir atualmente é considerado uma mistura probidtica. E uma bebida fermentada
pela acdo de bactérias e leveduras que estdo associadas simbioticamente nos
chamados gréos de Kefir. A bebida tem origem na Asia central, entre as montanhas
Caucasianas e a Mongolia e traz promessas de varios beneficios para a saude. O
nome “Kefir’ & provavelmente derivado da palavra turca "keyif", que significa
“sentimento bom”. Também é conhecido como kefyr, kephir, kefer, kiaphur, Knapon,
Kepi e Kippi (Wszolek et al., 2006; Nielsen et al., 2014; Lopitz-Otsoa et al., 2006;
Sarkar, 2007).

Segundo a lenda Caucasiana, Mahomet (570-632 a.c.) deu seus graos juntamente
com a receita secreta do Kefir para os habitantes da regido. Assim, o Kefir € uma das
mais antigas bebidas de leite fermentado, a tecnologia de producao e da utilizacao de
uma cultura especifica se desenvolveram através dos tempos (Nielsen et al., 2014;
Wszolek et al., 2006).
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O Kefir preparado pela fermentacdo dos grdos em solucdo aquosa de agucar mascavo
€ uma forma bastante consumida pela populagéo brasileira, mas suas propriedades
funcionais ainda sé@o pouco relatadas na literatura. A maioria dos estudos utiliza o Kefir

tradicional, fermentado em leite (Sakar, 2007)

O sabor, a viscosidade e a composi¢do microbiana e quimica do produto final do Kefir
pode ser afetada pelo tamanho do gréo adicionado ao leite, pela ocorréncia de
qualquer agitacdo durante a fermentacao, pela temperatura e duragéo da refrigeracéo
e pelas etapas de maturacéo seguintes a fermentacao (Farnworth, 2005). Possui um
sabor ligeiramente acido, aroma de levedura, consisténcia cremosa, e baixo teor
alcoolico (Serafini et al., 2014). E os principais produtos da fermentacdo do Kefir sdo
0 acido lactico, o etanol e o COz2, que irdo conferir a viscosidade, a acidez e o baixo
teor de alcool (Leite et al., 2013).

Os graos de Kefir variam de tamanho, de 0,3 a 3,0 cm de diametro (figura 3), se
assemelham a pequenas couves-flores. Sao caracterizados por uma superficie
irregular, multilobular, unidas por uma Unica sec¢ao central, e a sua cor varia de
branco a branco amarelado e com odor caracteristico. Os graos sao elasticos e tém

uma textura viscosa e firme (Leite et al., 2013; Farnworth, 2005; Wszolek et al., 2006).

Os gréos de Kefir tém uma especifica estrutura e funcéo biolégica. Quando os gréos
sdo semeados em leite, crescem e passam as suas propriedades para a(s) geragao
(6es) seqguinte(s) de graos recém-formados. Além disso, a microflora dos graos de
Kefir € bastante estavel, mantendo a sua atividade durante anos se preservados e

incubados sob condi¢des culturais e fisiolégicas adequadas (Wszolek et al., 2006).

Os gréaos de Kefir ttm uma composi¢ao microbioldgica complexa, e consistem de uma
mistura de bactérias &cido lacticas (aproximadamente 83-90%) e leveduras
(aproximadamente 10-17%) (Wszolek et al., 2006). Um estudo feito em nosso
laboratorio realizou uma analise de microscopia eletronica de varredura no grao de
Kefir e constatou-se que o biofilme presente no grédo € composto majoritariamente por
bacilos curvos curtos e longos ou por leveduras de forma ovoide. Foi observado
também por meio de analise microbioldgica, que a microflora dominante do Kefir inclui
varias espécies de bactérias benéficas, incluindo bactérias como Acetobacter aceti,
Acetobacter sp., Lactobacillus delbrueckii delbrueckii, Lactobacillus fermentum,

Lactobacillus fructivorans, Enterococcus faecium, Leuconostoc spp., bem como
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Lactobacillus kefiranofaciens e leveduras, como Candida famata e Candida krusei.
Possui também uma contagem de microrganismos total de 7,5x10” UFC/mL (Friques
et al., 2015).

Figura 3. Fotomicrografias de grédos de Kefir obtidos por meio de camera digital (a) microscopia
eletronica de varredura do exterior (b-d) e interior (e, f) da superficie de um grao de Kefir. Na superficie
exterior (c, d) encontramos a prevaléncia de bacilos em estreita associa¢cdo com a matriz polissacaridea
(Kefiran). Na superficie interior encontramos em forma de bastonete os bacilos que crescem em

associa¢gdo com leveduras (e, f). Fonte: Friques et al., 2015.

N&o esta claro se todos os graos de Kefir sdo provenientes de uma Unica cultura
original, uma vez que a analise microbiolégica de amostras de Kefir retirados de locais
diferentes indicam diferencas populacionais na microflora (Farnworth, 2005). Leite e
colaboradores, 2012, avaliaram a distribuicdo dos microrganismos a partir de trés
graos brasileiros de Kefir e observaram uma variacéo relativa na sua distribuicéo de
bactérias e leveduras de acordo com a origem do gréo. Ainda ndo ha um acordo sobre
o arranjo da microflora dentro dos gréos, em alguns casos, a microscopia eletrénica
de varredura demonstrou lactobacillus principalmente na parte do exterior do grao de
Kefir, e as leveduras, principalmente, na direcdo do centro. Em éareas onde as
leveduras sdo predominantes, ha poucas bactérias e onde os lactobacillus

predominam, existem alguns tipos de levedura (Nielsen et al., 2014).

A microflora dos grdos de Kefir sdo mantidas juntas em uma matriz de proteina de

polissacarideo. Algumas espécies de bactérias acido lacticas sdo conhecidos por
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produzir polissacarideos extracelular (EPS), que contribui para a textura do gréo e do
fermentado. O EPS produzido pelos microrganismos do Kefir € comumente conhecido
como Kefiran, que é sollvel em agua e € composto por quantidades na proporcao de
1:1 de D-glucose e D-galactose. O Kefiran € produzido pelo Lactobacillus kefir e
Lactobacillus kefiranofaciens e essas bactérias podem produzir o kefiran em
diferentes condi¢des. (Wszolek et al., 2006; Farnworth, 2005; Lopitz-Otsoa et al.,
2006; Nielsen et al., 2014; Leite et al., 2013).

Na literatura ha trabalhos relatando diversos efeitos benéficos do Kefir. Um estudo
apresentou uma atividade antimicrobiana da suspensédo de Kefir, do Kefiran e dos
graos de Kefir contra algumas espécies bacterianas unicelulares e também uma nova
atividade antifingica, além de mostrar boa eficacia na inibicdo da formacdo de
esporos e producao de aflatoxina B1 de Aspergillus flavus (Ismaiel et al., 2011). Fahmy
e Ismail, 2015, demonstraram um efeito gastroprotetor contra Ulcera gastrica induzida
em ratos Wistar fémeas através de irradiacdo gama e injecdo oral de etanol e
observaram que o efeito antiulcerogénico do Kefir pode ser resultante da reducao da
secrecdo acida através da inibicdo de H*K*ATPase e estimulacdo da secrecao de
muco, que poderiam ser atribuidos a suas propriedades antioxidantes, atividades anti-

apoptoticas e radio-protecéo.

Outro estudo avaliou a cicatrizacdo das lesdes de ferimentos de queimaduras em
ratos tratados com géis de Kefir e concluiram que a terapia com o gel de Kefir com
96h de fermentacdo da cultura, melhora os resultados clinicos apés a lesdo térmica
em comparacdo com o tratamento com sulfadiazina de prata (Huseini et al., 2012).
Friques e colaboradores, 2015, demonstraram que o Kefir foi capaz de atenuar a
disfuncéo endotelial em vasos de condutancia de animais SHR por meio da diminuicéo
da producdo de EROs vascular e, consequentemente, restaurar a biodisponibilidade
de NO.

Também foi demonstrado que o Kefir apresenta atividade anticarcinogénica (Sakar,
2007), hipocolesterolémica (Nielsen et al.,, 2014; Uchida et al., 2010), antialérgica
(Hong et al., 2010), melhora da digestdo e tolerancia a lactose (Hertzler & Clancy,
2003) e também foi demonstrado por Punaro e colaboradores, 2014, uma reducéo
progressiva do prejuizo renal e da hiperglicemia, em ratos diabéticos, pela diminuicao

do estresse oxidativo.
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1.5 JUSTIFICATIVA

O estilo de vida da humanidade nas ultimas décadas, estresse, trabalho, alimentagéo
extremamente industrializada e sedentarismo, tém contribuido muito para o
surgimento de novos casos de DCV e agravamentos dos ja existentes. Nesse
contexto, existe um acentuado interesse mundial para melhorar a qualidade da
nutricdo e reduzir os gastos com saude por meio da prevencao de doencas crbnicas,
da melhoria da qualidade e da expectativa de vida ativa. E crescente a preocupacao
da populacéo pela busca de um estilo de vida mais saudavel.

Dessa forma, faz-se necessario, estudos sobre alimentos que possam contribuir para
uma melhor qualidade de vida, podendo atuar até mesmo como coadjuvante no

tratamento farmacoldgico utilizado em doencas cardiovasculares.

O presente estudo procurou avaliar os efeitos da administracdo cronica de Kefir sobre

a modulacdo autondmica cardiaca e vascular em SHR.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar a acdo do tratamento com Kefir sobre mecanismos da regulacéo

cardiovascular de ratos SHR.
2.2 ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos do tratamento com Kefir sobre os seguintes desfechos:
v" Na pressao arterial e frequéncia cardiaca,;
v Hipertrofia cardiaca;
v Barorreflexo arterial;
v' Tbnus autondmico cardiaco;

v' Andlise espectral.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

O presente estudo foi realizado em SHR machos, de 4 meses de idade e em ratos
Wistar da mesma idade. Os ratos foram alojados no biotério da Universidade Federal
do Espirito Santo, Brasil, mantidos em gaiolas de plastico individuais, aclimatizados
com uma temperatura controlada (22-23°C), ciclo claro-escuro (12:12-h), e
alimentados com racdo e &agua ad libitum. Os protocolos experimentais foram
previamente aprovados pelo Comité Institucional de Cuidado Animal (CEUA-UFES,
protocolo n® 040/2014). Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as diretrizes de cuidado e uso de animais de laboratorio, como

recomendado pelo National Institutes of Health (NIH).
3.2 IDENTIFICACAO, PREPARACAO E ADMINISTRACAO DO KEFIR

A identificacdo, preparacdo e administracdo do Kefir foi como descrito anteriormente
(Frigues et al., 2015) e aqui descrito resumidamente. O Kefir foi obtido a partir da
fermentacdo dos gréos em leite integral e as bactérias e leveduras foram identificadas
utilizando quatro diferentes meios de Agar em condicfes especificas de temperatura,
de atmosfera (aerobiose e anaerobiose) e tempo. A bebida Kefir foi preparada por
adicao de graos de Kefir em leite integral pasteurizado em uma proporcao de 4% (m/v)
e mantidos a temperatura ambiente. Apds 24 horas, esta mistura foi filtrada e o produto
resultante foi refrigerado a 10°C para permitir o crescimento de leveduras durante 24
horas. Em seguida, o Kefir foi aliquotado em tubos de plastico estéreis e armazenado

a -20°C até a sua utilizacao.

A analise microbiol6gica das amostras aleatérias de grédos utilizados no presente
estudo, mostraram uma microflora dominante do Kefir, que incluiu varias bactérias,
conhecidas por possuirem efeito benéfico (Acetobacter aceti, Acetobacter sp.,
Lactobacillus delbrueckii delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
fructivorans, Enterococcus faecium, Leuconostoc spp.), bem como Lactobacillus

kefiranofaciens, e leveduras (Candida famata, Candida krusei).

Um grupo de SHR foi tratado com Kefir (0,3mL/100g de peso corporal, por gavagem)
durante 60 dias. Em outro grupo de SHR foi administrado leite integral (0,3ml/100g,
pH ajustado para 4,5) durante 60 dias para serem utilizados como controle hipertenso.
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Os ratos Wistar receberam leite integral por 60 dias e foram utilizados como grupo
controle normotenso (figura 4). A raz&o para tratar os animais com Kefir por 60 dias,
foi baseada em um estudo anterior (Friques et al., 2015), que demonstrou que o
tratamento menor que 60 dias, ndo teve efeito sobre os parametros cardiovasculares
em SHR.

Ratos
4 meses de idade

Wistar SHR SHR
Controle Veiculo Kefir
1°dia | 60 dias | Analise dos
Inicio do tratamento desfechos
* Verificagdo do peso corporal * Medida da PAe FC
* Inicio do tratamento * Verificacdo de hipertrofia cardiaca
Veiculo ou Kefir 0,3ml/100g * Avaliacdo do tbnus autonémico
cardiaco

» Sensibilidade barorreflexa
* Andlise espectral

Figura 4. Cronograma de experimentos.
3.3 INSTRUMENTAQAO PARA MEDIDAS HEMODINAMICAS

Para a realizacdo da medida direta da presséao arterial pulsétil (PAP), média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), os animais foram anestesiados intraperitonealmente com
ketamina (80 mg/Kg) e xilazina (10 mg/kg). Foi realizada a cateterizagdo da artéria e
veia femoral para medida da PA e FC e injecédo de drogas, respectivamente. A canula
utilizada foi confeccionada com tubos de polietileno PE-10 (Intramedic Polyethylene
Tubing, Clay Adams, Becton, Dickinson andCompany, Nova Jérsei, EUA) com
comprimento de 2,5 a 3,5 cm, acoplado a outro tubo de polietileno PE-50 com
comprimento de 16 a 20 cm. Antes de iniciar a cateterizagdo, as canulas foram

preenchidas com solucédo de salina (0,9%) + heparina, e em seguida obstruida em sua
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extremidade com maior didmetro, com um pino metalico. Os animais foram
submetidos a uma incisédo na face ventral da pata traseira esquerda, onde a artéria e
veia femoral foram dissecadas e expostas. A artéria e a veia foram cateterizadas e as
porcdes PE-50 foram transpassadas sob a pele até o dorso, onde as extremidades
destas canulas foram exteriorizadas e fixadas por meio de fios de sutura nas costas

do animal.

Esses animais foram acondicionados em gaiolas individuais mantidas na sala de
experimentos sob condi¢cdes de temperatura e luminosidade controladas durante 24
horas para recuperacdo. Os animais foram entdo conectados por meio do cateter ao
equipamento para medidas hemodinamincas. Apos um periodo de estabilizacdo de
30 minutos foram registradas as ondas de pulso arterial, a partir da qual foi obtida a
pressao arterial sistolica (PAS), a presséo arterial diastolica (PAD) e a presséo arterial
média (PAM), e também as medidas de FC. Os parametros hemodinamicos de PA e
FC foram obtidos através da onda de pulso arterial detectada por um transdutor de
pressdo (TSD 104A, BIOPAC Systems, Inc., Califérnia, EUA) conectado ao sistema
de aquisicdo de dados biologicos (MP 30 BIOPAC Systems, Inc., Califérnia, EUA).
Esses dados eram enviados ao computador e processados, como pode ser observado
em um dos registros obtidos no presente estudo (figura 5). Este protocolo foi realizado
com a finalidade de avaliar os efeitos do tratamento com Kefir sobre os valores
pressoricos e de FC dos animais hipertensos.

No final da avaliagdo dos parametros hemodinamicos, os animais foram eutanaziados
com uma sobredose de tiopental (100 mg/kg) e os coracBes foram coletados. O
ventriculo direito e 0 esquerdo, incluindo o septo interventricular, foram dissecados a
partir dos tecidos cardiacos e pesados. O 0sso da tibia também foi dissecado e teve
seu comprimento medido. Para avaliar a extensdo de hipertrofia cardiaca para cada
animal, o peso do ventriculo esquerdo foi normalizado pelo peso corporal do animal

(em mg/g) e comprimento da tibia (em mm).
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Figura 5. Registro tipico da medida da presséao artéria pulsatil (PAP), presséao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) de um rato wistar acordado.

3.4 AVALIACAO DO TONUS AUTONOMICO CARDIACO

Os tbnus autondémicos cardiacos simpatico e parassimpatico foram estimados através
de bloqueadores farmacolbgicos seletivos dos receptores muscarinicos (N-metil-
atropina) e dos receptores B1-adrenérgicos (atenolol) em animais acordados. Como
mostrado no esquema da figura 6 e 10 (superior), o tbnus parassimpatico cardiaco foi
estimado através da variacdo da FC basal 15 minutos depois de uma Unica injecao de
atropina (2 mg/kg, i.v.), que atinge um efeito de platé, aproximadamente nesse tempo,
e tem a duracdo de aproximadamente 4 horas. Imediatamente depois, foi injetado
atenolol (2 mg/kg, i.v.), que também atinge um efeito maximo 15 minutos depois, e
este valor foi considerado como a FC intrinseca (marcapasso). No dia seguinte, a
sequéncia das injecdes foi invertida e o tbnus simpatico cardiaco foi estimado através
da variacdo da FC basal 15 minutos apds o atenolol e o FC intrinseca cerca de 15

minutos sob o bloqueio duplo.
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Figura 6. Esquema resumido do protocolo de avaliagédo do ténus autondmico cardiaco.

3.5 SENSIBILIDADE FARMACOLOGICA DO BARORREFLEXO

O controle baroreflexo da pressao arterial foi avaliado em animais acordados atraves
da medida da taquicardia e bradicardia reflexa em resposta ao aumento ou diminuicédo
equitativa na PA arterial em cada um dos trés grupos de animais. Vinte e quatro horas
apos a cateterizacdo, os animais foram levados para a sala de experimento e deixados
por aproximadamente 1 hora para se ambientarem. O registro foi estabilizado por um
periodo de 30 a 60 minutos. Com os parametros cardiovasculares estaveis, iniciou-se
o registro definitivo. Em seguida, foi feito a administracdo por uma Unica injecéo in
bolus de fenilefrina (5 ug/kg) e nitroprussiato de sédio (40 ug/kg), para induzir um
aumento ou uma diminuicdo da PA em cerca de 25 mmHg, respectivamente,
concedendo-se um intervalo de, no minimo, 10 minutos entre uma dose e outra para
que os niveis de PA e FC retornassem a valores proximos aos basais. O aumento ou
diminuicdo da PA em 25 mmHg foi escolhido com base em estudos anteriores do
nosso laboratdrio que demonstram que a maior sensibilidade do barorreflexo se
encontra em alteracdes da PA proximas a valores de repouso, e que as variagdes na
PA superior a 40 mmHg podem desencadear mecanismos humorais complexos. A
contribuicdo relativa do tdnus parassimpatico e simpatico cardiacos foi avaliada por
aumento ou diminuicdo da atividade simpética e parassimpatica em resposta a um

subito aumento ou diminuicdo na pressado arterial, sob o bloqueio de receptores
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muscarinicos cardiacos com atropina (2 mg/kg, i.v.) em um dia e o blogueio dos

receptores (31-adrenérgicos com atenolol (2 mg/kg, i.v.) no dia seguinte (figura 7).

e
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Figura 7. Esquema resumido do protocolo de avalia¢@o da sensibilidade do barorreflexo.

3.6 ANALISE ESPECTRAL

Um objetivo deste protocolo foi caracterizar os padrées de controle autonémico em
SHR e ratos Wistar normotensos por meio da analise de cada componente espectral
(poténcia) da variabilidade da FC (VFC), expressa em Hertz (Hz) e variabilidade da
PA (VPA). Intervalos de pulso da presséo arterial sistélica foram obtidos a partir de 30
minutos de registros continuos de PA dos animais acordados. Um método paramétrico
com base no modelo autorregressivo de analise espectral foi realizado analisando a
PAS e intervalo de pulso (IP) (Dantas et al., 2012). Os componentes oscilatérios foram
guantificados como muito baixa frequéncia (VLF: <0,2 Hz), que reflete as acdes do
sistema renina-angiotensina e outros mecanismos fisiolégicos que atuam sobre o
tbnus cardiaco, de baixa frequéncia (LF: muitas vezes 0,04-0,5 Hz) correspondente a
atividade simpdtica (e vagal) e alta frequéncia (HF: 0,6-3,0 Hz) correspondente a
atividade vagal influenciada pela respiracdo. Os espectros de PA e FC também foram
expressos em unidades normalizadas (n.u.) obtidos ap6és divisdo da poténcia de um
dado componente espectral pela poténcia total e subtracdo do componente VLF e
multiplicando a raz&o por 100. A andlise espectral também foi utilizada para estimar a

sensibilidade do barorreflexo espontaneo através de sequéncias entre a série



35

temporal do IP e PAS. A analise dos aumentos ou diminui¢cdes espontaneas na PA,
em concordancia com redug¢des ou aumentos no IP, nos permitiu quantificar a
coeréncia entre os sinais, ou seja, a relacao linear entre a variabilidade do IP e a
variabilidade da PAS, e a fase, o desvio entre os dois sinais. A variabilidade da
sensibilidade dos barorreceptores (ganho) foi determinada pelo indice a-LF, que foi
obtido pela raiz quadrada da divisdo entre a poténcia absoluta de FC-LF/PA-LF,

expressa em ms/mmHg.
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como médiatEPM. O teste de normalidade D’Agostino-
Pearson foi realizado para verificar se os valores se distribuem em uma curva
Gaussiana. As comparacdes estatisticas entre os diferentes grupos foram realizadas
por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido por teste post hoc de
Bonferroni. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A

analise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism versao 6.07.
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4 RESULTADOS
4.1 PA E FC BASAL EM ANIMAIS ACORDADOS

Como esperado, animais SHR exibiram significativamente altos niveis de PA sistolica,
diastélica e média (204+08, 144+4 e 167+4 mmHg, respectivamente, p<0,05) e FC de
repouso (3559 bpm, p<0,05) comparado com os ratos Wistar (140+8, 88+2 e 104+2
mmHg, respectivamente e 328+12 bpm) (figura 8). A administracdo de Kefir por 60
dias provocou uma atenuacao significativa da PA sistélica, diastélica e média e da FC,
que foram reduzidas para 169+8, 116+6 e 134+6 mmHg, respectivamente, e na FC,
foi diminuida para 324+12 bpm (p <0,05).

4.2 HIPERTROFIA CARDIACA

Como mostrado na Tabela 1, o peso corporal foi significativamente diminuido (aprox.
32%, p<0,05) em ratos SHR tratados e ndo-tratados quando comparados com animais
Wistar de mesma idade (48048 g, p<0,05). A massa cardiaca ventricular esquerda e
direita foi significativamente maior em SHR néo tratado (13% e 40%, respectivamente,
p<0,05) do que em ratos Wistar normotensos (767+29 e 27420 mg,
respectivamente). A administracdo de Kefir por 60 dias provocou uma significante
diminuicdo da massa do ventriculo esquerdo (12%) e uma significativa atenuacéo da
massa do ventriculo direito (8%). A relacéo entre o peso do ventriculo esquerdo pelo
peso corporal, ou comprimento da tibia, mostrou uma hipertrofia ventricular esquerda
no grupo SHR nao-tratado (2,7+0,3 mg/g e 22+1,4 mg/mm, respectivamente, p<0,05)
guando comparado com os valores observados no grupo Wistar (1,64+0,4 mg/g e de
17,1+£1,4 mg/mm, respectivamente). O tratamento do SHR com Kefir por 60 dias ndo
teve efeito significativo sobre a hipertrofia do ventriculo esquerdo, quando o peso
deste foi normalizado pelo peso corporal (2,4+0,2 mg/g, p<0,05), mas verificou-se
reduzida quando normalizado pelo comprimento da tibia (19+1,2 mg/mm, p<0,05)

(figura 9).
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Figura 8. (A) Registros tipicos da PAS, PAM e FC e (B) efeito da administrac@o crénica de Kefir na
presséo arterial em animais controle, hipertenso e hipertenso tratado. PAS: Presséo Arterial Sistolica,
PAD: Presséao Arterial Diastdlica, PAM: Pressao Arterial Média e FC: Frequéncia Cardiaca. Os valores
estdo expressos como médiastEPM (n=8 por grupo). *p<0,5 comparado com o grupo Wistar, #p<0,05

comparado com SHR n&o tratado (ANOVA uma via).
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Tabela 1. Peso corporal, peso cardiaco e comprimento da tibia dos animais Wistar, SHR nao-tratado e
SHR tratados por 60 dias com Kefir.

Grupos
Parametros
Wistar (8) SHR (8) SHR-kefir (8)
Peso corporal (g) 480+8 328+3* 326x4*
Peso ventriculo esquerdo (mg) 787+29 893+30* 785+25%
Peso ventriculo direito (mg) 274+20 386+24* 352+37*
Comprimento da tibia (mm) 46x0.3 41+0.3* 41+0.3*

Valores expressos como médiatEPM. *p<0.05 vs. grupo Wistar; #p<0.05 vs. grupo SHR nao-tratado.
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Figura 9. Efeito da administracédo crénica de Kefir sobre a hipertrofia cardiaca em animais controle,
hipertenso e hipertenso tratado, utilizando o peso do ventriculo esquerdo normalizado pelo peso
corporal (grafico da esquerda) e comprimento da tibia (grafico da direita). Os valores estdo expressos
como médiastEPM (n=8 por grupo). *p<0,5 comparado com o grupo Wistar, #p<0,05 em comparacao
com SHR néo tratado (ANOVA de uma via).

4.3 TONUS AUTONOMICO CARDIACO

O protocolo utilizado para avaliar o tdnus parassimpatico (vagal) e simpatico cardiaco
€ esquematicamente mostrado na figura 10 (painel superior). No grupo normotenso,
o bloqueio dos receptores muscarinicos com atropina resultou em um significante
aumento na FC basal, de 336+15 para 455+11 bpm, indicando um ténus vagal de
+120 bpm. No grupo SHR né&o tratado, a variagdo na FC basal foi de 365+12 para
40617 bpm (aprox. +40 bpm), apresentando entédo, uma significante diminuicéo do
tbnus vagal comparado com os animais Wistar. O grupo SHR tratado com Kefir por

60 dias, apresentou uma significante variacdo de 319+15 para 410+12 rpm, apos o
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blogueio muscarinico com atropina, indicando uma recuperacao parcial do tbnus vagal

(aprox. +90 bpm, p<0,05) (figura 10, painel inferior).

O bloqueio dos B1-adrenoceptores com atenolol, que foi usado para avaliar o tbnus
simpatico cardiaco, causou resultados opostos (figura 10, painel inferior). A FC basal
foi reduzida para 306+14 bpm (aprox. -30 bpm) no grupo Wistar. Em animais SHR néo
tratados a magnitude da reducdo da FC basal foi significativamente maior (277+16
bpm, aprox. -90 bpm, p<0,05), demonstrando aumento do ténus simpatico neste
grupo. Porém, o tratamento com Kefir por 60 dias reduziu esta variagéo para 294+15

bpm (aprox. -25 bpm)

A FC intrinseca, que foi considerado como a FC sob o duplo bloqueio com atropina e

atenolol, foi semelhante nos trés grupos de animais (figura 10, painel inferior).
4.4 ANALISE FARMACOLOGICA CLASSICA DA FUNCAO DO BARORREFLEXO

O efeito da administracdo de Kefir na sensibilidade do barorreflexo bem como a
contribuicdo relativa dos componentes vagal e simpatico cardiaco em SHR séo
mostrados nas figuras 11 e 12. Como esperado, quando o barorreflexo foi desafiado
por aumentos moderados induzidos por fenilefrina na PA (aprox. 25 mmHg), o grupo
SHR mostrou uma significativa diminuicdo no reflexo de bradicardia (~50%, p<0,05),
guando comparado com o grupo Wistar e, consequentemente, uma significativa
reducdo no ganho do barorreflexo (~50%, p<0,05) (figura 11). O tratamento com Kefir
por 60 dias resultou em leve, mas significativa, melhora do reflexo de bradicardia
(~40%, p<0,05) e, consequentemente também no ganho do barorreflexo (~35%,
p<0,05). O bloqueio dos receptores muscarinicos cardiacos com atropina
basicamente aboliu o reflexo de bradicardia e o ganho do barorreflexo de maneira
semelhante entre os trés grupos. O desaparecimento das diferencas entre 0s grupos
no reflexo de bradicardia apds bloqueio com atropina indica que ha um prejuizo no

componente vagal do barorreflexo.
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Figura 10. Efeitos da administracdo crénica de Kefir sobre o tdnus autonémico cardiaco dos animais
SHR. Como mostrado no esquema (painel direito), o tbnus vagal cardiaco foi determinado pelo bloqueio
dos receptores muscarinicos com atropina, o tdnus simpatico foi determinado pelo bloqueio dos
receptores B1-adrenérgicos com atenolol e o marcapasso ou frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) foi
determinado pelo duplo blogueio da atividade vagal e simpética. Os valores estdo expressos como
médiaszEPM (n=11 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. grupo Wistar; #p<0,05 vs. SHR néo tratados.

Quando avaliamos o barorreflexo por diminuicbes moderadas induzida por
nitroprussiato de sédio na PA (aprox. 25 mmHg), o grupo SHR mostrou uma
significativa diminuicéo no reflexo de taquicardia (38%, p<0,05), quando comparado
com o grupo Wistar e, consequentemente, uma reducao significativa no ganho do
barorreflexo (32%, p<0,05) como observado na figura 12. O tratamento com Kefir por
60 dias, reduziu estas diferencas para ~8% e ~12%, respectivamente, p<0,05. O
bloqueio dos receptores 1-adrenérgicos cardiacos com atenolol reduziu a taquicardia
reflexa em Wistar, SHR néo tratado e SHR-Kefir. Os valores alcangcados foram
significativamente reduzidos em SHR quando comparados com Wistar e
significativamente normalizados em SHR tratados com Kefir por 60 dias (7+2,8,
14+2,4 e 12+2,4 bpm, respectivamente). Efeito semelhante foi observado no ganho
do barorreflexo (0,26+0,10, 0,53+0,11 e 0,46+0,12 bpm/mmHg, respectivamente)
(figura 12). A menor taquicardia reflexa e ganho do barorreflexo em SHR sob o efeito
atenolol indicam que parte da taquicardia reflexa pode ser devido a uma retirada da
atividade vagal, que foi reduzido no SHR.
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Figura 11. Efeitos da administrag&o cronica de Kefir sobre o reflexo de bradicardia em SHR comparado
com SHR néo tratados e ratos Wistar normotensos. Nos trés grupos de animais acordados, a fenilefrina
induziu aumentos semelhantes (~25 mmHg) na pressao arterial. Os experimentos foram realizados
antes e apos o bloqueio dos receptores muscarinicos com atropina. Os valores estdo expressos como

médiaszEPM (n=10 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. grupo Wistar; #p<0,05 vs. SHR néo tratado.
4.5 ANALISE ESPECTRAL

A analise espectral foi aplicada para estudar o efeito do Kefir sobre a variabilidade da
FC e da PA em ratos SHR comparado com SHR n&o tratados e ratos Wistar
normotensos. A tabela 2 mostra uma significante elevacao na variacdo da FC em SHR
ndo tratado (730+150 ms?, p<0,05) quando comparado com SHR tratados com Kefir
(478+80 ms?) e com ratos Wistar normotensos (247+46 ms?). A andlise espectral da
poténcia de cada componente da variabilidade da FC (Tabela 2) mostrou uma
diferenca notavel em que o componente FC-LF, que é amplamente aceito como um
indice de modulacdo simpatico foi significativamente aumentado em duas vezes
(82+10 ms?, p<0,01) quando comparado com o grupo de Wistar (39+9 ms?), sugerindo

uma alta atividade simpatica no grupo SHR.
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Figura 12. Efeitos da administracéo cronica de Kefir sobre o reflexo de taquicardia em SHR comparado
com SHR nédo tratados e ratos Wistar normotensos. Nos trés grupos de animais acordados, o
nitroprussiato de sédio induziu semelhante diminuicdo (~25 mmHg) na PA. Os experimentos foram
realizados antes e apos o bloqueio dos receptores B1-adrenérgico com atenolol. Os valores estéo
expressos como médiastEPM (n=10 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. grupo Wistar; #p<0,05 vs. SHR nao
tratado.

O tratamento do SHR com Kefir por 60 dias provocou uma significante atenuacao do
componente FC-LF (1,4x, 56+10 ms?, p<0,05) (Figura 13, grafico de barras da
esquerda). No entanto, quando a comparacdo foi feita utilizando os valores
normalizados de FC-LF, n&o foram observadas diferencas significativas entre os trés
grupos experimentais no controle simpético do coracdo. A comparacdo dos valores
de FC-HF, que é amplamente associada com modulacdo vagal, ndo mostrou
diferencas significativas entre os valores de variancia de HF e entre os valores
normalizados (Tabela 2 e Figura 13, gréafico de barras da esquerda). Portanto, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os trés grupos experimentais no

controle vagal da funcéo cardiaca.

A analise espectral da variabilidade da PA mostrou um significativo aumento na
variancia em SHR ndo tratado (73+9 mmHg?, p<0,05) quando comparados com 0s
ratos Wistar (22+3 mmHg?) e foi reduzido significativamente, mas ndo normalizado,

no grupo SHR tratados com Kefir (658 mmHg?). O valor de PA-LF, que esta ligado



Tabela 2. Efeito do tratamento cronico com Kefir sobre a variabilidade da FC e PA em SHR.
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Grupos
Variabilidade dos parametros Wistar SHR SHR Kefir
(10) (12) (10)

Frequéncia Cardiaca
Variancia (ms?) 247+46 730+150* 478+80
Muita Baixa Frequéncia (ms?) 123156 334+66* 204+27#%
Baixa Frequéncia (ms?) 3949 82+10* 56+10%
Alta Frequéncia (ms?) 59+18 97+20 86120
Baixa Frequéncia/Alta

Frequéncia 0.69+0.17 0.91+0.18 0.78+0.19
Baixa Frequéncia (nu) 5045 4315 4516
Alta Frequéncia (nu) 60+5 4616 5915

Presséo Arterial
Variancia (mmHg?) 22+3 73+98* 65+8*
Muita Baixa Frequéncia

(mmHg?) 11+1 44+5* 40+4*
Baixa Frequéncia (mmHg?) 3.7+0.4 13+2* 8+2*#
Baixa Frequéncia (%) 5743 76+1%* 53+4#

Os valores estdo expressos como médiastEPM. *p<0,05 vs. grupo Wistar; #p<0,05 vs. grupo SHR nao
tratado.

ao tonus vasosimpatico, foi maior no grupo SHR néo tratado (13+2 mmHg?, p<0,05)
quando comparado com os ratos Wistar normotensos (3,7+0,4 mmHg?) (tabela 2 e
Figura 13, grafico de barras do meio), fornecendo uma evidéncia de uma relagéo entre
a alta PA, alta atividade vascular simpatica e poder espectral PA-LF no SHR. O
tratamento com Kefir no SHR por 60 dias reduziu significativamente o valor para 8+2
mmHg? (figura 13, grafico de barras do meio). Resultados semelhantes foram
observados quando a analise de PA-LF foi feita com valores normalizados (%) (tabela
2).

A analise da sensibilidade do baroreflexo espontaneo através do a-indice LF nas

condicdes de uma coeréncia superior a 0,5 e uma fase negativa, os SHR néo tratados
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exibiram valores de sensibilidade significativamente mais baixos do que o grupo
Wistar (1.36+0.09 vs. 1.75+0.11 ms?’mmHg, p<0,05). O tratamento com Kefir em SHR

por 60 dias provocou uma tendéncia (1.48+0.09 ms/mmHg, p<0,05) para a atenuacao

dessa disfuncéo (Figura 13, grafico de barras da direita).
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Figura 13. Efeitos da administracdo crbénica de Kefir sobre a andlise espectral da frequéncia cardiaca

e presséo arterial em SHR comparado com SHR néo tratado e ratos Wistar normotensos. Os valores

estédo expressos como médiastEPM (n=10 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. grupo Wistar; #p<0,05 vs. SHR

nao tratado.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos dos graos de Kefir no controle autonémico
cardiovascular e sensibilidade do barorreflexo em ratos SHR, j& que a maioria dos
estudos disponiveis tém-se centrado em bactérias isoladas fornecendo informacfes
limitadas sobre o papel funcional da bebida amplamente consumida obtida por

fermentacao de leite com gréaos de kefir.

Como esperado, os animais SHR apresentaram uma PA elevada em relacéo ao grupo
Wistar, e o Kefir reduziu a PA significativamente. Nosso trabalho mostrou que o
tratamento com o Kefir por 60 dias foi capaz de diminuir a hipertrofia cardiaca quando
normalizada pelo comprimento da tibia, além de aumentar o tbnus parassimpatico e
diminuir o simpatico, que esta diminuido e aumentado no SHR, respectivamente. O
Kefir também foi capaz de melhorar o ganho do barorreflexo aumentando a taquicardia
e a bradicardia reflexa e também uma mostrou uma melhora na variabilidade da FC e

PA e uma tendéncia no barorreflexo espontaneo.

Diversos trabalhos tém demonstrado os efeitos benéficos do Kefir em diminuir a
pressao sanguinea (Gomez-Guzman et al.,, 2015), a glicemia (Ostadrahimi et al.,
2015) e leséo causada por isquemia-reperfusédo (Yener et al., 2015), sugerindo que
esta bebida de leite fermentado pode ser til em diferentes eventos cardiovasculares.
Estes efeitos benéficos foram explicados pela presenca de bactérias e fungos nos
graos de Kefir, por haver nele uma relacdo simbidtica préxima (Lu et al., 2014);
resultando na producédo de elementos bioativos (Hamet et al., 2013; Zhang et al.,
2013).

Existem varios estudos demonstrando que o consumo de produtos lacteos
fermentados com compostos bioativos atenua a pressao arterial elevada, como
observado em 2009, por Jakala e colaboradores, que apds o tratamento de animais
SHR com tripeptideos obtidos pela fermentagéo do leite pelo Lactobacillus helveticus
durante 8 semanas, obteve-se uma reducdo dos niveis pressoricos, assim como
observado por outros autores (Rodriguez-Figueroa et al., 2013; Rodriguez-Figueroa
etal., 2012; Gbmez-Guzman et al., 2015), e Ostadrahimi e colegas, 2015, observaram
reducd@o nos niveis glicémicos de jejum de pacientes com diabetes do tipo 2. Mas até
0 momento, nenhum estudo avaliou os efeitos do Kefir sob o barorreflexo e o tdnus

autondmico cardiaco em modelo experimental de hipertenséo arterial.
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O objetivo principal do nosso estudo foi investigar os efeitos do Kefir sobre a disfuncéo
autondmica cardiaca e barorreflexa em SHR tratados por 60 dias. O SHR é um modelo
amplamente conhecido por apresentar hipertensdo arterial primaria, hipertrofia
cardiaca, disfuncdo arterial e controle nervoso autonémico anormal (Monteiro et al.,
2012; Friques et al, 2015; Barbosa Neto et al., 2012; Ceroni et al., 2008). Usando uma
abordagem classica para avaliar os tdnus autonémicos cardiacos e a sensibilidade
farmacoldgica do barorreflexo, observou-se um aumento do ténus simpatico e uma

diminuicao da sensibilidade do barorreflexo no grupo SHR.

O estudo avaliou os efeitos do Kefir sobre a modulacdo autonémica cardiaca em SHR
apos 60 dias de tratamento com base no estudo anterior, feito pelo nosso laboratorio,
mostrando que a administracdo por periodos mais curtos ndo tem efeitos significativos
na FC, PA e funcao endotelial (Friques et al., 2015). De acordo com este estudo, a
administracdo crénica de Kefir por 60 dias atenuou a PA alta, aboliu a taquicardia e

atenuou a hipertrofia cardiaca em SHR.

Como demonstrado anteriormente através de analise microbiologica e microscopia
eletrOnica de varredura, os graos de Kefir brasileiros que usamos no presente estudo
sdo uma mistura complexa de bactérias especificas e leveduras que tem uma relacao
simbidtica e harmoniosa, incluindo os Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefir
e Candida kefir (Friques et al., 2015). Foi demonstrado que 0 consumo cronico de
Kefir tem efeito protetor contra o desenvolvimento de alta PA, disfungédo endotelial e
danos na superficie endotelial no modelo SHR da hipertensdo essencial, SHR
(Frigues et al., 2015).

5.1 PA E FC BASAL EM ANIMAIS ACORDADOS

A PA de ratos normotensos apresenta pequenas variagdes entre a terceira e quarta
semanas ap6s o seu nascimento (Gray, 1984). Em SHR, o aumento da PA pode
ocorrer entre a terceira e décima semana de vida, um aumento de até 30% acima da
PA de ratos Wistar Kyoto (Clubb et al., 1987). Ja a frequéncia cardiaca do SHR esta
aumentada nas primeiras semanas de vida quando comparada com a dos ratos Wistar
Kyoto (Dickhout & Lee, 1998).

Conforme esperado e demonstrado na literatura, animais SHR apresentaram

elevados niveis de pressao arterial média = 175 mmHg (Javkhedkar & Banday, 2015;
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Fernandes et al., 2015; Ribeiro et al., 2014) em comparac¢do com os ratos Wistar, que
apresentavam valores de 100 mmHg. A administracédo de Kefir por 60 dias, provocou
uma queda significativa neste parametro, ou seja, o tratamento com Kefir foi capaz de

reduzir a PA dos animais hipertensos para 130 mmHg.

Nossos resultados mostraram que os ratos SHR exibiram niveis maiores na PAS,
PAD, PAM e FC quando comparados com ratos Wistar, corroborando com os dados
de autores ja citados acima. O tratamento por 60 dias com o Kefir atenuou a PA
sistélica, diastolica, média e a FC de repouso, que corrobora com o resultado de outros
autores que demonstraram que o0 tratamento crénico por 5 semanas induz
significativamente variacbes na microbiota para restaurar a disbiose intestinal e
diminuir a pressdo sanguinea em ratos SHR (Gémez-Guzman et al., 2015). O
tratamento com Kefir por 60 dias, também foi capaz de diminuir a leséo renal induzida
pela isquemia-reperfusdo em ratos Sprague-Dawley, com consequente reducédo dos
niveis de uréia, creatinina e TNF-alfa plasmaticos. Esses resultados tém sido
associados a reducdo do estresse oxidativo tecidual, e aumento da atividade de
enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase, catalase, e glutationa
peroxidase (Yener et al., 2015). Com base nos varios efeitos benéficos, esta bebida
de leite fermentado pode ser utii na pratica médica de diversas condi¢cdes
cardiovasculares. Estes efeitos benéficos podem ser explicados pela presenca de
bactérias e leveduras que partilham uma relagdo simbi6tica nos gréos de Kefir (Lu M

et al., 2014) e resultam na producédo de elementos biogénicos (Hamet et al., 2013).
5.2 HIPERTROFIA CARDIACA

A hipertrofia ventricular esquerda é um processo adaptativo reconhecido do miocéardio
para aumentar a geracao de pressao sistolica e reduzir o estresse pressorico sobre
as paredes da camara ventricular (Bing et al., 1995). A alteragdo na massa e na
geometria da camara permite que o ventriculo se adapte ao aumento de trabalho
cardiaco mantendo a sua fracdo de ejecdo. Se o estimulo for persistente, surgirdo
alteracdes na funcdo miocardica que levam a insuficiéncia cardiaca (Cicogna et al.,
1997). O remodelamento cardiaco, assim como o vascular, € uma alteracao presente
na hipertenséo que pode estar relacionada a diferentes mecanismos fisiopatogénicos
gue se sobrepbem com o avanc¢o da doenca. Um deles € o aumento de angiotensina

II (Laragh, 1992). A hipertrofia ventricular esquerda observada em animais SHR,
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evidenciada pela relacdo peso ventricular esquerdo/peso corporal estd aumentada em
20 semanas e associada com o aumento da expressédo do gene ECA (Schunkert et
al., 1990) sugerindo a participacdo do sistema renina-angiotensina no

desenvolvimento da hipertrofia cardiaca.

No presente estudo, observamos alteracbes como um aumento da massa do
ventriculo esquerdo em ratos SHR, indicando a presenca de uma hipertrofia
ventricular esquerda, achado esse que corrobora com dados de outros autores que
observaram uma hipertrofia ventricular esquerda marcante, dependendo da fase da
hipertensdo em ratos SHR (Doggrell & Brown, 1998). A administracéo de Kefir por 60
dias provocou uma significante diminuicdo da massa do ventriculo esquerdo e uma
significante atenuacgédo do ventriculo direito, mostrando um efeito significativo sobre a
hipertrofia do ventriculo esquerdo quando normalizado pelo comprimento da tibia.
Quando normalizado pelo peso dos ratos observamos uma tendéncia na diminui¢ao

da massa do ventriculo esquerdo.
5.3 TONUS AUTONOMICO CARDIACO

O sistema nervoso simpatico tem uma acéo excitatdria no coracdo e nos vasos
sanguineos, enquanto que a inervacdo parassimpatica cardiovagal tem uma acao
inibidora sobre o corag&o. Assim, a atividade equilibrada eferente do sistema nervoso
autondmico e barorreceptores arteriais € essencial para o controle do sistema
cardiovascular para atingir o fluxo de sangue ideal para os 6rgdos do corpo.
Anormalidades no controle autonémico de funcbes cardiovasculares e variabilidade
da frequéncia cardiaca contribuem para morbidade e mortalidade cardiovascular.

(Campagnaro et al., 2012).

Estudos feitos em nosso laboratério mostraram que as condi¢cdes de atividade
exagerada e sustentada do simpatico, a atividade parassimpatica reduzida, e
disfungéo do barorreflexo sdo riscos cardiovasculares importantes e estas condi¢des
patoldgicas estao presentes como um resultado da hipertenséo induzida pela ativagéao
do sistema renina-angiotensina (RAS) em ratos e camundongos com hipertenséo
renovascular (Cabral et al., 1988; Moyses et al., 1994b; Peotta et al., 2007; Gava et
al., 2008).
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O modelo experimental de hipertensdo arterial SHR, classicamente, apresentam
alteragbes hemodinanicas cardiacas associadas com o prejuizo do ténus cardiaco,
reducdo da sensibilidade do barorreflexo e alteragcdes na modulacdo autonémica da
variabilidade da frequéncia cardiaca. Eles séo caracterizados principalmente por uma
reducdo da influéncia do componente vagal e pelo aumento da influéncia do
componente simpético (Okamoto & Aoki, 1963; Blanco et al., 2015; Shimojo et al.,
2015).

Na populagdo em geral, a atividade autondmica mostra um ritmo cicardiano com a
prevaléncia do tbnus simpéatico durante o dia e nas primeiras horas ao acordar e um
aumento relativo do tbnus simpéatico durante a noite (Bernardi et al., 1992). A disfuncéo
autondmica cardiaca ocorre em diversas doencas que diretamente ou indiretamente
afetam o coragéo aumentando o risco e o grau de morbidade e mortalidade. E definida
como um desequilibrio entre a atividade simpéatica e vagal associada com disfuncéo
do barorreflexo e aumento da variabilidade da presséo arterial (Blanco et al., 2015;
Masson et al., 2015). Normalmente, a atividade do tbnus simpatovagal estdo em
equilibrio dindmico. No entanto suas atividades podem ser rapidamente moduladas
em respostas a mudancas exigidas pelo ambiente. Empiricamente, existe grande
conjunto de evidéncias para sugerir que o desequilibrio autondmico esta associado a
varias condic¢des patoldgicas, como aumento da variabilidade da PA e dano em 6rgaos
alvos e aumento do risco de arritimias e morte subita cardiaca. Assim, o desequilibrio
autonémico pode ser uma via final comum para o aumento da morbidade e
mortalidade por uma série de condi¢cdes e doencas, incluindo idade, aterosclerose,
hipertenséo, infarto do miocéardio, faléncia cardiaca e diabetes (Thayer et al., 2010;
Abboud, 2010).

Na insuficiéncia cardiaca congestiva crénica, ha alteracbes do eixo neuroenddcrino
que contribuem para a descompensacdo hemodinamica, a perpetuacdo de sintomas
e, aparentemente, a progresséo do estado da doenca. Um componente importante
deste disturbio neuroendécrino € o perfil autondmico marcadamente anormal de
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, o qual tem sido descrito como tendo
um aumento do ténus simpatico. Assim, a falha ventricular que acompanha esse
desarranjo autondmico € constituido predominantemente pelo tdnus simpético
aumentado ou de um combinacdo do ténus simpatico aumentado com retirada do

parassimpatico (Binkley et al., 1991). Os pacientes que tém diabetes podem
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apresentar alto risco de desenvolver disfuncao autonémica, e a disfuncdo autonémica
ja pode estar presente em pacientes com diabetes diagnosticada recentemente. Os
parametros glicémicos estdo associados com todas as causas de morte em doentes
com diabetes, tolerancia a glicose diminuida, e até mesmo a tolerancia a glicose

normal (Gerritsen et al., 2001).

Considerando que o sistema nervoso autdonomo influencia significativamente a FC e
a PA, e que seu desbalanco tem sido associado com dano de 6rgédo-alvo e aumento
do risco de morbidade e mortalidade (Abboud, 2010; Abboud et al., 2012), nds
avaliamos os efeitos de Kefir no ténus cardiaco parassimpético (vagal) e ténus
cardiaco e vascular simpéatico em SHR, por meio de um protocolo experimental
classico. O tdnus cardiovagal parassimpatico e o tdnus cardio-vaso-simpatico foram
avaliados através do método invasivo classico ilustrado na figura 10. O aumento da
FC apos administracdo de atropina, um bloqueador do receptor colinérgico
muscarinico, reflete o tébnus cardiovagal presente sob condicbes de repouso, e a
diminuicdo da FC apds a administragdo de atenolol, um bloqueador B1-cardiaco,
reflete o tdbnus simpatico cardiaco; um duplo bloqueio permite a determinacao da FC
intrinseca. Nossos dados mostraram que a atividade simpatica estava aumentada e a
atividade vagal diminuida nos ratos SHR quando comparado com o Wistar, mostrando
um desbalanco simpato-vagal, que esta de acordo com outros autores (Shimojo et al.,
2015; Barbosa Neto et al., 2013). O tratamento por 60 dias com o Kefir foi capaz de
atenuar o tdnus simpéatico e aumentar o tonus vagal. O presente estudo foi o primeiro
a relatar que a administracao crénica de Kefir diminui o tdnus simpatico e aumenta o
tbnus vagal, causando uma atenuacdo significativa no desbalanco autondémico
cardiaco em uma magnitude semelhante ao que foi obtido por meio de exercicio fisico
(Barbosa Neto et al., 2013), fototerapia (Monteiro et al., 2012) e medicacao

farmacoldgica (Dias da Silva Valdo et al., 2002).
5.4 ANALISE FARMACOLOGICA CLASSICA DA FUNCAO DO BARORREFLEXO

Entre os sistemas neurais que controlam a funcéo cardiovascular, o barorreflexo € um
mecanismo neural conhecido por ter um papel importante na regulagcdo da funcgao
cardiovascular, diminuindo as flutuagcbes agudas na pressao arterial através de
variagbes na frequéncia cardiaca e na resisténcia vascular. E bem conhecido que a

elevacéo da presséao arterial persistente altera a sensibilidade dos barorreceptores,
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contribuindo para o aumeto da variabilidade da PA, e induz danos em 6rgéaos. (Peotta
V A. et al., 2007; Moreira, 2013). Vérios estudos tém sugerido que a diminui¢cdo da

atividade do barorreflexo € um forte preditor para varias doencas e mortalidade

cardiaca (La Rovere et al., 2013).

A cada sistole arterial, terminacdes nervosas mecanosensitivas localizadas nos seios
carotideos e no arco aortico geram potenciais de a¢do que sao transmitidos ao NTS
na medula dorsal. L4, os sinais séo integrados e resultam na manutencéo e no balango
da saida do parassimpéatico do coracéo e da saida do simpético para o coracao, vasos
e rins (Campagnaro et al., 2012). A inervacdo simpatica do coracdo e dos vasos
sanguineos sdo excitatorias, provoca vasoconstricdo e aumento da frequéncia e
contracdo cardiaca. Por outro lado, a inervagdo vagal parassimpatica € inibitéria e
diminui a frequéncia e contracdo cardiaca. Aumentos na atividade simpética sao
necessarios durante a resposta de fuga ou luta, enquanto que aumentos na atividade
parassimpatica sdo necessarias para acalmar o coracdo durante aumentos

impulsionados emocionalmente na pressao arterial (Abboud, 2010).

Entre as consequéncias cardiovasculares e autondmicas bem conhecidas da
hipertenséo arterial, podemos destacar a hipertrofia ventricular esquerda, hipertrofia
vascular, disfuncdo cardiaca e hiperatividade simpatica (Adams et al., 1989;
Ashizawa., 1989). Como sabemos, diversos fatores e sistemas contribuem para estas
alteracdes, no entanto 0 componente neurogénico merece atencédo especial por ser
um regulador primario da PA. O barorreflexo € o principal mecanismo neural de ajustes
rapidos da pressao arterial, e pode estar alterado diante de algumas fisiopatologias
como, por exemplo, a hipertensdo arterial e a aterosclerose (Moysés et al., 1994b;
Peotta et al., 2001; Vasquez et al., 2012).

A sensibilidade dos barorreceptores é uma excelente medida de fungéo autonémica.
Este reflexo pode ser ativado poelo estimulo mecanico dos seios carotideos, manobra
de Valsalva, mudancas posturais e injecdbes de drogas, 0s quais induzem
modificacdes de pressao arterial que devem ocasionar modificagbes na frequéncia
cardiaca (De Angelis et al., 2004). No nosso laboratério, a sensibilidade do
barorreflexo tem sido avaliada tradicionalmente através de abordagens
farmacoldgicas em animais acordados. Um aumento agudo da PA induzido por

fenilefrina, leva a um aumento no niamero de potenciais de acdo gerado em cada
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descarga e, consequentemente, um aumento e uma diminuicao reflexiva na atividade
parassipatica e simpatica, respectivamente. O oposto € observado durante uma
diminuicdo aguda da PA induzida por nitroprussiato de sodio. Os picos de PAM e FC
em resposta as inje¢cdes com fenilefrina e nitroprussiato de soédio sdo ajustados
através de uma andlise de regresséo linear, e € usado para determinar o ganho, a

taquicardia reflexa e a bradicardia reflexa.

A disfuncdo dos barorreceptores na hipertensdo renovascular e em ratos
espontaneamente hipertensos é principalmente devido a um déficit vagal. No entanto,
com o aumento da hipertensdo, o componente simpético do barorreflexo também é
prejudicado. Ha também uma relacéo entre a hipertrofia cardiovascular e funcao do
barorreflexo, e ttm mostrado que a hipertrofia cardiaca pode contribuir para o déficit
da frequéncia cardiaca vagal (Vasquez et al., 1997). Além disso, o nosso laboratorio
tem também demostrado em ratos que o controle barorreflexo da frequéncia cardiaca
pode ser exarcebado em vez de atenuado em determinadas condi¢cdes patoldgicas,
como a hipertenséo induzida por inibicdo da sintese de Oxido nitrico utilizando L-
NAME por 6 dias (Vasquez et al., 1994). Variagdes na sensibilidade do barorreflexo
também podem ocorrer em condi¢cdes ndo hipertensivas, onde pode haver uma
melhora na sensibilidade do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca no infarto
cronico do miocéardio, que é acompanhado por hipotensdo arterial e bradicardia
(Meyrelles et al., 1996). Entretanto, a manutencdo da PA em niveis adequados nédo
depende de um Unico sistema, mas em uma série de interacdes entre 0s mecanismos
de deteccdo, tais como barorreceptores, quimiorreceptores e receptores
cardiopulmonares, capazes de reconhecer alteracdes nos parametros relacionados a

funcao cardiovascular.

Tem sido visto que um desequilibrio no balanco entre tbnus vagal e simpéatico podem
conduzir a um prejuizo na sensibilidade dos barorreceptores, como tem sido
demonstrado em varios modelos de hipertenséo arterial (Campagnaro et al., 2012,
Moyseés et al., 1994a), incluindo o SHR (Monteiro et al, 2012; Dias da Silva Valdo et
al., 2002). Portanto, o efeito do Kefir no prejuizo do barorreflexo, que caracteriza o
SHR, foi testado por meio de experimentos usando as manobras farmacolégicas
classicas invasivas, pelo qual obteve-se bradicardia reflexa durante aumentos
induzidos por fenilefrina na PA, e taquicardia reflexa durante diminui¢cdes induzidas

por nitroprussiato de sédio na PA (Campagnaro et al., 2012; Moysés et al., 1994a).
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O presente estudo, portanto, é o primeiro a demonstrar que o tratamento com Kefir
por 60 dias melhora o prejuizo da sensibilidade do barorreflexo observado em animais
SHR. Quando o procedimento foi repetido sob a acdo do bloqueio de atropina, o
reflexo de bradicardia e a sensibilidade barorreflexa foi abolida em todos os grupos
experimentais, indicando que o prejuizo da funcdo barorreflexa durante aumentos da
PA era unicamente devido ao componente vagal. Por outro lado, quando a PA foi
reduzida pelo nitroprussiato de soédio em presenca do atenolol, o reflexo de taquicardia
foi marcadamente reduzido em animais SHR, e em uma menor propor¢ao no grupo
Wistar controle e SHR tratados com Kefir. Portanto, nossos dados demonstram que a
taquicardia reflexa é consequéncia tanto da ativacdo do componente simpatico
cardiaco com simultanea retirada da atividade parassimpatica, corroborando com
resultados de outros autores (Campagnaro et al., 2012; Moysés et al., 1994a).
Portanto, a taquicardia em resposta a queda da PA observada, pode ser em parte
devido a uma concomitante retirada da atividade vagal, mais evidente no grupo Wistar
do que no SHR, porque o ténus vagal esta prejudicado e, consequentemente, menos
eficaz. Nossos dados mostram que o tratamento com o kefir em SHR, restaura parte
da atividade autonémica cardiaca e foi capaz de atenuar o prejuizo na sensibilidade
do barorreflexo. Portanto, em adicao a outras terapias nao farmacolégicas, tais como
o exercicio fisico (Ceroni et al., 2009), a administracao croénica do probidtico nutricional
Kefir parece ter acfes benéficas por meio da restauracédo do balanco entre a atividade

vagal e simpética e melhora da funcdo do barorreflexo em individuos hipertensos.
5.5 ANALISE ESPECTRAL

A andlise da pressao arterial e da variabilidade da frequéncia cardiaca por métodos
espectrais provou ser uma ferramenta Util para os seres humanos e animais
acordados para a investigacdo da regulacdo cardiovascular integrativa, para a
avaliacdo do balanco simpatico, e para fins de diagnostico e prognéstico, em doenca

cardiovascular (Just et al., 2000).

A analise do dominio do tempo e frequéncia da variabilidade da presséo arterial e da
variabilidade da frequéncia cardiaca foram obtidos a partir de um periodo de gravagéo
de 30 min. As analises de VPA foram feitas pela série de pressao arterial sistolica e
as analises de VFC pela série de intervalos R-R. Os registros foram inspecionados e

artefatos e batimentos ectdpicos foram manualmente removidos. As analises no
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dominio do tempo incluiram a variancia da pressao sistolica e dos intervalos R-R. Nas
analises no dominio da frequéncia, as séries temporais de intervalos R-R e de pressao
sistélica foram divididas em 34 segmentos continuos de 300 batimentos com
sobreposicao de 50%. Apos calcular a média dos valores e a variancia de cada
segmento, foi realizada andlise espectral pelo método autorregressivo com ordem de
modelo fixaem 16. A densidade espectral de poténcia € decomposta em componentes
fundamentais (raizes complexo-conjugadas do sistema linear), que constituem os
componentes oscilatérios, classificados da seguinte forma: frequéncia muito baixa
(VLF, 0.01-0.20 Hz, do inglés very low frequency), refletindo as a¢cbes do sistema
renina-angiotensina e outro mecanismo fisiol6gico que atua sobre o tbnus cardiaco,
baixa frequéncia (LF, 0.20-0.75 Hz, do inglés low frequency), correspondente a
atividade simpdtica (e vagal), e alta frequéncia (HF, 0.75-2.50 Hz, do inglés high
frequency) correspondente a atividade vagal influenciada pela respiracédo (Dantas et
al., 2013).

A influéncia do sistema nervoso autbnomo na PA e FC s&do frequentemente
dependentes de ambos, em animais experimentais e seres humanos, e a andlise
espectral dos registros de batimento a batimento da PA tem sido cada vez mais
utilizada como uma valiosa ferramenta nao-invasiva para avaliar a modulacdo do
sistema nervoso autbnomo na FC e PA em ambos animais experimentais (Ceroni et
al., 2009; Barbosa Neto et al., 2013; Silva et al., 2009; Hayward et al., 2012; Murphy
et al., 1991) e humanos (Silva et al., 2009). Portanto, em um conjunto separado de
experimentos, utilizamos a analise espectral para avaliar a contribuicdo relativa dos
tbnus simpético e vagal e sua contribuicao para as atividades reflexas em SHR tratado
cronicamente com kefir, comparado com SHR né&o tratados e ratos Wistar
normotensos. Os nossos dados mostram que a administracdo de kefir foi capaz de
reduzir o componente VLF, que esta exacerbado no SHR. A relevancia deste achado
€ que este componente tem sido considerado um marcador da modulacao do sistema
renina-angiotensina do tonus vasomotor e da PA (Stauss et al., 1995). Os
componentes FC-LF e PA-LF, que foram considerados marcadores de atividade
neural simpatica cardiaca e vascular (Parati et al., 1995, Task Force, 1996), foram
significativamente aumentados em SHR, quando comparado com ratos Wistar. Isto
esta de acordo com outros autores (Ceroni et al., 2009; Barbosa Neto et al., 2013;

Silva et al., 2009; Hayward et al., 2012). No entanto, o uso de LF como uma estimativa
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da atividade simpética para a atividade cardiaca foi contestado (Reyes del Paso et al.,
2013) e considerado como um reflexo de atividades do nervo simpatico e
parassimpatico. O aumento da variabilidade da PA esta estreitamente correlacionado
com lesdo de 6rgdo-alvo em animais normotensos e hipertensos, e esta condi¢cao
farmacoldgica reduzida da variabilidade da PA atenua os danos em 6rgédos (Su et al.,
2001 e 2005). Nossos dados mostram que o Kefir administrado por 60 dias em SHR,
corrigiu parcialmente o componente LF anormal, sugerindo que ele poderia tornar-se
uma alternativa ndo-farmacologica para a prevencao/tratamento das variabilidades de

FC e PA correlacionados com dano em 6rgaos.

O componente FC-HF, que muitas vezes tem sido considerada um marcador de
atividade vagal cardiaco, foi estatisticamente similar em Wistar e SHR, que esta de
acordo com outros autores (Barbosa Neto et al., 2013; Ceroni et al., 2009). No entanto,
esse componente também tem sido afirmado que ele parece nao ser exclusivamente
atribuido a atividade vagal cardiaca, mas também influenciado pela respiracdo (Reyes
del Paso et al, 2013; Chapleau e Sabharwal, 2011). Além disso, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os trés grupos quando usamos a relacao
LF/HF para estimar o balan¢o simpatovagal (Kuwahara et al., 1994; Parati et a.l, 1995;
Task Force, 1996). O tratamento com Kefir ndo alterou os parametros acima. No
entanto, o uso da relacdo LF/HF como uma medida de balango simpatovagal pode ser
enganosa (Chapleau e Sabharwal, 2011).

A relacéo entre os valores de poténcia absoluta de FC-LF e PA-LF, o a-indice LF, tem
sido utilizado para expressar a sensibilidade do barorreflexo espontaneo (Silva et al.,
2009; Dantas et al., 2012). O a-indice LF foi diminuido no SHR, em concordancia com
outros autores (Silva et al., 2009) e o tratamento com Kefir restaurou esses valores
para normais. Conforme descrito por Fazan, 2005, a modulacdo do barorreflexo pela
FC contribui para a LF, mas néo para variabilidade de HF que é mediada por ambos
0S componentes, simpatico e parasimpatico. Portanto, o aumento da variabilidade da
PA, que esta estreitamente correlacionada com dano de 6rgdo alvo em condicbes
hipertensivas (Su et al.,, 2001 e 2005), pode ser melhorada com o tratamento
farmacoldgico (Su et al., 2001; Dias da Silva Valdo et al., 2002) e com intervengoes
nao-farmacoldgicas, como com o exercicio fisico (Ceroni et al., 2009) e o tratamento
com flavonéides (Monteiro et al., 2012), e agora também poderiam ser considerado

(alternativamente ou adicionalmente) os efeitos benéficos do nutriente probidtico Kefir,



56

como demonstrado no presente estudo, reduzindo a variabilidade da PA e atenuando
danos nos 6rgaos.
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6 CONCLUSAO

Como ilustrado na figura 14, a novidade deste estudo é que a administracao cronica
diaria de Kefir por 60 dias reduziu a pressdo arterial, atenuou o tbnus simpéatico
cardiaco exacerbado e aumentou o ténus vagal e, consequentemente, o ganho do
barorreflexo prejudicado, que séo caracteristicas do SHR. Este efeito benéfico

também foi confirmado por andlise espectral, procedimento ndo-invasivo.

Portanto, a reducéo da presséo arterial e 0 aumento da variabilidade da PA, que estéao
estreitamente correlacionadas com lesdo de 6rgdo-alvo em condi¢des hipertensas,
podem ser melhorados com tratamento farmacoldgico (Su et al., 2001; Dias da Silva
Valdo et al., 2002) e com procedimentos ndo-farmacoldgicos, tais como o exercicio
fisico (Ceroni et al., 2009; Barbosa Neto et al., 2013), a administracao de flavonéides
(Monteiro et al., 2012), e agora também poderiam ser considerado (alternativamente
ou adicionalmente) os efeitos benéficos do probidtico Kefir.

Melhora do Balanco a0 o Melhora da Funcéo

Simpatico/vagal B AN R Barorreflexa

Pressao Arterial
Sistémica
Tono autondmico

. Ganho Barorreflexo
cardiovascular

Dano endotelial
& @Taquicardia reflexa

Disfuncao endotelial &
& Simpético (Friques et al., 2015) @ Bradicardia reflexa

4 Parassimpatico

Figura 14. Resumo dos efeitos benéficos da administragéo cronica de kefir no controle autonémico e

disautonomia cardiovascular em SHR.
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