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Grande Acumulo de Colageno e Aumento da Ativacao de Mastocitos
nos Coracoes de Ratos com Hiperlipidemia

Large Accumulation of Collagen and Increased Activation of Mast Cells in Hearts of Mice with Hyperlipidemia

Yunpeng Cheng,’ Yanqiu Zhu,? Jiashu Zhang,? Xingping Duan,’ Ying Zhang'
Department of Cardiology - the First Affiliated Hospital of Dalian Medical University;" Department of Ultrasonics - Affiliated Zhongshan
Hospital of Dalian University;? College of Pharmacy - Dalian Medlical University® — China

Resumo

Fundamentos: A hiperlipidemia, que se caracteriza por uma elevacao dos lipideos na corrente sanguinea, é um
importante fator de risco para a doenca cardiaca.

Obijetivos: O presente estudo investigou o papel da fibrose na progressao da hiperlipidemia no coracao do rato e se a
ativacao dos mastdcitos estava associada ao processo de fibrose.

Método: A hiperlipidemia foi produzida em ratos C57BL/6 alimentando-os com uma dieta rica em gordura durante 8
semanas. Para avaliar a fibrose tecidual, foi realizada coloracao vermelha picro-Sirius. A coloracao com hematoxilina e
eosina (H & E) foi feita para identificar as alteracoes histopatoldgicas nos coragoes. A imuno-histoquimica também foi
levada a cabo para determinar a localizacao do fator de crescimento transformante (TGF) -} e a-actina do misculo liso
(0-SMA). O Western Blot foi realizado para analisar as expressoes de quimase, triptase, TGF-f3, a-SMA e a atividade da
via Wnt / -catenina. Finalmente, se mediram os niveis séricos de colesterol total (TC) e triglicerideos (TG). Todos os
valores foram expressos como média + DP, o nivel de significancia estatistica adotado foi de 5%.

Resultados: Os ratos hiperlipidémicos mostraram aumento significativo da deposicao de colageno nos coracoes em
comparacao com ratos normais. Além disso, a coloracao de H & E mostrou degeneracao celular significativa. O miisculo
cardiaco estava em desordem com ruptura de fibras em ratos do grupo modelo. A analise imuno-histoquimica e o Western
Blot revelaram que os niveis de expressao de triptase, quimase, -catenina, TGF-§ e 0-SMA estavam significativamente
aumentados nos ratos hiperlipidémicos em comparacao com o grupo controle.

Conclusdes: Os resultados indicaram que a ativacao de mastécitos pode induzir fibrose cardiaca por triptase e quimase
em hiperlipidemia, a qual teve uma relacao estreita com a atividade aumentada da via TGF-B / Wnt / -catenina.
(Arq Bras Cardiol. 2017; 109(5):404-409)

Palavras-chave: Ratos, Hioperlipidemias / fisiopatologia; Coracao; Fibrose; Leucemia de Mastdcitos.

Abstract

Background: Hyperlipidemia, which is characterized by an elevation of lipids in the bloodstream, is a major risk factor for
cardiac disease.
Objectives: The present study investigated the role of fibrosis in the progression of hyperlipidemia in the mice heart, and
whether mast cell activation was associated with the fibrosis process.
Methods: Hyperlipidemia was produced in C57BL / 6 mice by feeding them on a high-fat diet for 8 weeks.To assess tissue fibrosis,
picrosirius red staining was performed. Hematoxylin & eosin (H&E) staining was performed to identify the histopathological
changes in the hearts. Immunohistochemistry was also accomplished to determine the localization of transforming growth factor
(TCFH-B and a-smooth muscle actin (a-SMA). Western blotting was performed to analyze the expression of chymase, tryptase,
TGF-B, 0-SMA and activity of Wnt/B-catenin pathway. At the end, serum total cholesterol (TC) and triglycerides (TC) levels were
measured. All the values were expressed as means = SD, the statistical significance level adopted was 5%.
Results: Hyperlipidemia mice showed significantly increased collagen deposition in the hearts compared with normal mice. In
addition, H&E staining showed significant cellular degeneration. Cardiac muscle was arranged in disorder with fracture in mice
of the model group. Immunohistochemistry and western blot analysis revealed that expression levels of tryptase, chymase,
B-catenin, TGF-f and 0-SMA were significantly increased in the hyperlipidemia mice compared with the control group.
Conclusions: The results indicated that mast cell activation might induce cardiac fibrosis by tryptase and chymase in
hyperlipidemia, which had a close relationship with the increased activity of TGF-B/Wnt/B-catenin pathway. (Arq Bras Cardiol.
2017; 109(5):404-409)
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Introducao

A hiperlipidemia se refere a hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia e hiperlipidemia mista e é um disttrbio
bioquimico muito comum’ com risco significativo de doenga
cardiovascular.?? E relatado que a hiperglicemia, outra
desordem metabdlica, tem uma forte associacao com a fibrose
cardiaca que pode reduzir a distensibilidade miocardica e
contribuir para a patogénese da insuficiéncia cardiaca.**
No entanto, o papel da hiperlipidemia no desenvolvimento
de fibrose cardiaca é pouco compreendido.

A fibrose cardiaca, que é uma caracteristica patoldgica
comum da doenga cardiaca em estagio final, sempre resulta
em disfungao cardiaca grave.®” Portanto, as causas potenciais
da fibrose cardiaca devem ser investigadas. Embora a fibrose
cardfaca seja um estagio importante na progressao da doenca
cardiaca, os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento
e progressao dela ainda ndo sao claros. O processo de
fibrose é mecanicamente caracterizado por acumulagao
de miofibroblasto, deposicao de colageno, remodelacao da
matriz extracelular e aumento da rigidez do tecido, de modo
que prejudica a fungao do 6rgao, reduzindo a elasticidade
e distensibilidade do tecido. Conforme relatado, a via de
sinalizagao Wnt / B-catenina / TGF- € um mediador chave da
ativagao de fibroblastos®® e desempenha um papel importante
na conducdo da sintese aberrante da matriz extracelular em
doencas fibréticas cardiacas.’*"

Os mastécitos foram reconhecidos como importantes
células efetoras na fibrose tecidual.'>'* Potencialmente a
ativacao e desgranacao de mastdcitos podem resultar na
liberacao de mediadores inflamatérios e profibréticos que
promovam a fibrose tecidual.™ Os mastécitos expressam
proteases de serina, triptase e quimase que estao associadas
a fibrose em vérias doengas.”'® Conforme relatado, a
hiperlipidemia pode distorcer a regulagao transcricional
dos fatores pré-inflamatérios da célula mieloide, incluindo
0s mastécitos, para promover o extravasamento e a
aterosclerose das células mieloides.”'® No entanto, pouco
se sabe sobre o envolvimento deles na fibrose cardiaca em
ratos com hiperlipidemia.

Neste estudo, buscamos pesquisar se a hiperlipidemia esta
associada a fibrose cardiaca. Além disso, avaliamos a atividade
da via TGF-B / Wnt / B-catenina, os niveis de expressao de
triptasa, quimase e a-SMA em ratos hiperlipidémicos.

Métodos

Declaragao de ética em animais

Os ratos C57BL/6 de oito semanas de idade foram
comprados no Centro Experimental Animal da Universidade
Médica de Dalian (Dalian, China). Os ratos podiam acessar a
agua e os alimentos ad libitum, mas jejuavam durante a noite
com agua disponivel antes da cirurgia. Todas as experiéncias
em animais foram aprovadas pelo comité de ética da Dalian
Medical University e realizadas de acordo com as diretrizes
institucionais e de acordo com a Declaracao de Helsinque.
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Inducao de hiperlipidemia experimental

Por meio da tabela de ndmeros aleatérios, os animais
foram divididos em dois grupos experimentais (n = 8, por
conveniéncia): o grupo controle recebeu uma dieta normal
e o grupo de hiperlipidemia (lipidos H) recebeu dieta rica
em gordura (HFD, D12451, Dieta de pesquisa, EUA) durante
8 semanas. A hiperlipidemia foi documentada estimando
o nivel de colesterol total (TC) e triglicerideos (TG) no soro
usando kits comercialmente disponiveis (Jiancheng Biotech,
Nanjing, China).

Alteracoes morfolégicas

Apds 8 semanas de dieta rica em gordura, os ratos foram
sacrificados. Os coragdes dos ratos foram removidos e
fixados em formalina neutra 10% (v/v) e processados por
técnicas histoldgicas padrao. Os coragoes foram corados com
hematoxilina e eosina (H & E) e picro-Sirius. Em seguida, foram
examinadas as alteragdes morfolégicas. Os coragbes de ratos
também foram usados para determinar a expressao proteica
de quimase, triptase, TGF-f3, B-catenina e o-SMA por andlise
Western Blot e coloragao imuno-histoquimica.

Analise Western Blot

De acordo com as instrugdes do fabricante, as proteinas
foram extraidas dos coragoes de ratos com kit de extracdo
de proteina (KeyGen Biotech, Nanjing, China). A proteina foi
medida de acordo com o procedimento de acido bicinconinico
(BCA) (Solarbio, Pequim, China), com albumina de soro bovino
como padrao. As proteinas (20 ug) foram ressuspensas em
tampao de amostra de eletroforese contendo 3-mercaptoetanol
e separadas por eletroforese num gel SDS-poliacrilamida 10%
pré-moldado (Bio-Rad, Hercules, CA), seguido de transferéncia
eletrbnica a uma membrana PVDF (Millipore, Bedford, MA).
As membranas foram bloqueadas usando 5% de leite sem
gordura em solugdo salina tamponada com Tris com 0,1%
de Tween-20 (TBST) durante 2h a 37°C. A B-Actina serviu
como controle de carga. As membranas foram incubadas
durante a noite a 4°C com uma diluigdo 1: 1000 de anticorpo
policlonal para triptase, quimase, TGF-, B-catenina e a-SMA,
respectivamente (Pequim Boisynthesis biotechnology, China) e
com uma diluigao de 1: 1500 de anticorpo monoclonal para a
B-actina (Beyotime, China). Apés a lavagem subsequente com
TBST, foram entao incubadas com anticorpos secundarios. Apés
uma extensa lavagem com TBST, as membranas foram expostas
aos reagentes mais avangados de quimioluminiscéncia (ECL) do
Beyotime Institute of Biotechnology (Haimen, China) de acordo
com o protocolo do fabricante. A luz emitida foi documentada
com um sistema de imagem multiespectral BioSpectrum-410
com uma camera Chemi HR 410 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
As bandas de proteinas foram visualizadas e fotografadas sob luz
ultravioleta transmitida. A imagem foi utilizada para medicbes
semiquantitativas com base na densitometria de banda.

Coloracao imuno-histoquimica

Secbes histolégicas de coragoes de ratos (4 um de espessura)
foram montadas em ldminas revestidas de poli-L-lisina.
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As laminas foram desparafinadas em xileno e reidratadas em
alcoois graduados. As se¢oes foram pré-tratadas com solugao
reguladora de citrato (0,01 mol/L de acido citrico, pH 6,0)
durante 20 min a 95°C. Em seguida, a temperatura ambiente
foram imersos em PBS contendo 3% de H,0, durante 10 min.
Depois de exp6-las a 10% de soro de cabra normal em PBS
durante 30 min a temperatura ambiente, as se¢oes de tecido
foram incubadas a 4°C durante a noite com anti-o-SMA e
TGF-B policlonais de coelho (diluigdo 1: 100). Em seguida,
segoes foram enxaguadas com PBS, incubadas com anticorpo
de coelho-anti IgG de cabra biotinilada durante 20 minutos
a temperatura ambiente e tratadas com cromogénio de
3,30-diaminobenzidina durante 5 min a temperatura
ambiente. Finalmente, as secoes foram contrastadas com
hematoxilina durante 6 min.

Quantificacao de colageno

Foi realizada coloracao vermelha de picro-Sirius em
tecidos seccionados em série. Os tecidos embebidos em
parafina foram desparafinados em xileno, reidratados em
alcoois graduados e depois incubados em vermelho Sirius
0,1% durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, as
secoes foram contrastadas com hematoxilina durante 2 min.
As secoes foram estudadas sob um microscépio de luz em
diferentes ampliagoes.

Analise de dados

A analise estatistica foi calculada usando o software SPSS
13.0. Os dados do grupo foram expressos como média = S.D.
O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a
normalidade dos dados estudados e, entdo, foram utilizados
testes paramétricos ou ndo paramétricos para andlise de
distribui¢do de dados normal ou nao normal, respectivamente.
Os dados com distribuicdo normal foram submetidos a teste t
de Student da amostra. Em todas as andlises estatisticas,
p < 0,05 de dois lados foi considerado para indicar um
resultado estatisticamente significante.

Resultados

A bioquimica sérica mudou ap6s o tratamento com dieta
rica em gordura

Ap6s a alimentagao continua com dieta rica em gordura
durante 8 semanas, os niveis séricos de TC e TG no grupo
H-lipidico foram significativamente maiores que os do grupo
controle (Tabela 1).

Exames histolégicos

A coloragdo H & E de tecidos do coragao mostraram
que as fibras do miocéardio no grupo de controle estavam
em ordem e a sua estrutura era normal. Nao houve
fibra rompida, o ndcleo da célula do miocérdio estava
normal. No entanto, a fibra muscular estava disposta em
desordem, amplamente colapsada e degenerada no grupo
hiperlipidemia (Figura 1).

Hiperlipidemia aumenta a producao da quimase e triptase
de mastocitos

Desde que a protease dos mastdcitos desempenha
um papel essencial no processo de fibrose, seus niveis
de producdo no caso de hiperlipidemia seria a nossa
preocupagao. Para investiga-la, coragdes de ratos foram
removidos imediatamente apés o sacrificio para andlise de
Western blot. Os resultados do Western blot mostraram
que a expressao de proteinas de quimase e triptase estava
significativamente aumentada em comparagdo com o grupo
de controle (Figura 2)

Hiperlipidemia promoveu atividade de TGF-B e via Wnt/
B-catenina

TGF-B é uma citocina pré-fibrética que induz a proliferagao
de fibroblastos e macréfagos, por meio da indugao de outros
fatores de crescimento. A via de sinalizagao / -catenina Wnt
é essencial para a fibrose induzida por TGF-B. A andlise de
Western blot de TGF-$3 e $-catenina mostrou um aumento da
expressao de ambas as proteinas que era evidente no grupo
H-lipido comparado com o grupo de controle. (Figura 2).

Os resultados de imuno-histoquimica foram semelhantes
aos mencionados acima. As expressoes proteicas de
TGF-B em coragdes do grupo H-lipidico dos ratos estavam
significativamente aumentadas em comparacao com o grupo
de controle (Figura 3).

A hiperlipidemia induziu grande deposicao de colageno
no coracao

A coloragédo picro-Sirius vermelha sugeriu significativo
maior teor de coldgeno no grupo H-lipido, quando
comparado com os grupos de controle (figura 4).
Além disso, os resultados da imuno-histoquimica (Figura 5)
e do Western blot (Figura 2) mostraram que os niveis
de expressdao de o-SMA no tecido do coragdo do grupo
H-lipido estavam significativamente aumentados em
comparacao com o grupo de controle.

Tabela 1 - Niveis séricos de TC e TG ap6s dieta rica em gordura durante 8 semanas. (mmol/l)

Grupo TC
Controle 0,73+0,12 1,87 +0,25
H-lipido 1,21+0,13 3,34+0,33
Valor de p <0,05 <0,05

TC: colesterol total; TG: triglicerideos.
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Figura 1 - Mudanga em microfotografias cardiacas de ratos hiperlipidémicos. Os coragdes foram corados com H & E (A-B). Secdes representativas dos coragdes de

um rato de controle (A), rato hiperlipidémico (B). H & E, ampliagéo x 400.
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Figura 2 - Efeito da hiperlipidemia na expresséo proteica da triptase, da quimase, do TGF-B, da f-catenina e da a-SMA nos coragbes dos ratos hiperlipidémicos.
O grafico de barras mostra a relagéo de expresséo relativa de cada proteina calculada apds a normalizagéo por B-actina. Os dados séo expressos como média + SD.

(*p < 0,05 versus grupo controle; n = 8).

Discussao

A hiperlipidemia é um distdrbio clinico e metabdlico
caracterizado pela elevagdo anormal dos principais lipideos
circulatérios e dos niveis de lipoproteinas que representa
aproximadamente 56% dos casos de doengas cardiovasculares
no mundo e causa ao redor de 4,4 milhdes de mortes anuais.™
Como foi informado, o risco de morte por cardiopatia

isquémica é significativamente alto em pacientes com
hiperlipidemia essencial.?

Além disso, relatou-se que a dieta de alto contetdo caldrico
poderia induzir hiperlipidemia e promover a lesao cardiaca e
a insuficiéncia em ratos.”' Ha porém, pouco conhecimento
sobre os mecanismos subjacentes nestas mudangas biolégicas.
A fibrose cardiaca é uma caracteristica patolégica comum
da doencga cardiaca em estagio final. Portanto, como as
causas potenciais da fibrose cardiaca devem ser investigadas,
pesquisamos se a hiperlipidemia estd associada a progressao
da fibrose cardiaca, contribuindo para a patogénese da

Arq Bras Cardiol. 2017; 109(5):404-409

insuficiéncia cardfaca. No presente estudo, o nivel de TC e
TG no soro foi significativamente maior no grupo H-lipidico,
o que indica que o modelo de ratos com hiperlipidemia
foi estabelecido com sucesso. Em seguida, pesquisamos as
alteragdes na morfologia cardiaca dos ratos por coloragao
H & E. Os resultados mostraram uma camada muscular do
coragdo disposta em desordem com ruptura em ratos do grupo
modelo. A coloragao vermelha de picro-Sirius sugeriu um teor
de coldgeno significativamente maior no grupo H-lipidico
em comparagao com os grupos controle, e o Western Blot
mostrou que o nivel de expressao de a-SMA, conhecido
como marcador de miofibroblasto, no grupo lipideos foi
significativamente maior do que no grupo de controle.
Os mastocitos foram reconhecidos como importantes células
efetoras na fibrose tecidual. Conforme relatado, os mastécitos
expressam proteases de serina; triptase e quimase as quais
estao associadas a fibrose em vdrias doengas. No entanto,
pouco se sabe sobre seu envolvimento em doengas cardiacas
induzidas por hiperlipidemia. No nosso estudo, os resultados
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Figura 3 — Efeito da hiperlipidemia na expresséo proteica de TGF-B nos coragdes dos ratos hiperlipidémicos. Os coragbes foram imunohistoquimicamente corados
(A-B). Segdes representativas dos coragdes de um rato de controle (A), um rato hiperlipidémico (B). Coloragdo imuno-histoquimica, ampliagdo x 400.

Figura 4 - Efeito da hiperlipidemia na acumulagdo de coldgeno nos coragdes dos ratos hiperlipidémicos. Os coragbes foram corados com picro-Sirius vermelho (A-B).
Segbes representativas dos coragdes de um rato de controle (A), rato hiperlipidémico (B). Picro-Sirius coloragdo vermelha, ampliagdo x 400.

Figura 5 - Efeito da hiperlipidemia na expresséo proteica de a-SMA em coragdes de ratos hiperlipidémicos. Os coragbes foram imunohistoquimicamente corados (A-C).
Secdes representativas dos coragdes de um rato de controle (A), rato hiperlipidémico (B). Coloragéo imuno-histoquimica, ampliagéo x 400.

Arq Bras Cardiol. 2017; 109(5):404-409 408
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de Western blot mostraram que as expressoes proteicas de
triptase e de quimase no coragao de ratos do grupo H-lipidico
estavam aumentadas em comparagdo com o grupo controle.
Para explorar ainda mais o mecanismo molecular da fibrose
cardiaca em ratos de hiperlipidemia, utilizando analise
Western Blot e coloracao imuno-histoquimica, examinamos
as expressoes proteicas de TGF-f3 que estao intrincadamente
ligadas aos efeitos profibréticos dos mastécitos e a via
Wnt/ B-catenina que € essencial para a fibrose induzida por
TGF-B. Os resultados da anélise Western Blot e da coloragao
imuno-histoquimica demonstraram que as expressoes
proteicas de TGF-B no coragdo do grupo de ratos H-lipidos
aumentaram significativamente em comparagao com o grupo
controle. Além disso, os resultados da andlise Western Blot
mostraram que o nivel de expressdo de proteina alterada de
B-catenina era semelhante ao TGF-f.

Conclusoes

Em resumo, como a patogénese indica, a progressao da
fibrose cardiaca pode ser induzida por hiperlipidemia. De modo
interessante, os tecidos cardiacos de ratos hiperlipidémicos
revelaram aumento da ativacdo de mastdcitos e atividade
aumentada da via TGF-B / Wnt / B-catenina. Os resultados

Referéncias

1. Thinn Hlaing T, Park A. Hyperlipidemia. Medicine. 2013;41(10):607-9.

2. Ansell, Benjamin J. Current world literature: hyperlipidaemia and
cardiovascular disease. Curr Opin Lipidol. 2013;24(4):357-62. doi:
10.1097/MOL.0b013e328363a73b.

3. PeterR, Bajwa H, Anthony S. Hyperlipidemia and cardiovascular disease
- newer antihyperglycaemic agents and cardiovascular disease. Curr Opin
Lipidol. 2013;24(2):189-90. doi: 10.1097/MOL.0b013e32835ec5f5.

4. Adebiyi OA, Adebiyi OO, Owira PM. Naringin reduces hyperglycemia-
induced cardiac fibrosis by relieving oxidative stress. PLoS One.
2016;11(3):e0149890. doi: 10.1371/journal.pone.0149890.

5. Russo I, Frangogiannis NG. Diabetes-associated cardiac fibrosis: cellular
effectors, molecular mechanisms and therapeutic opportunities. ] Mol Cell
Cardiol. 2016;90:84-93. doi: 10.1016/j.yjmcc.2015.12.011.

6. Fan D, Takawale A, Lee ], Kassiri Z. Cardiac fibroblasts, fibrosis and
extracellular matrix remodelingin heart disease. Fibrogenesis Tissue Repair.
2012;5(1):15. doi: 10.1186/1755-1536-5-15.

7. Kania G, Blyszczuk P, Eriksson U. Mechanisms of cardiac fibrosis in
inflammatory heart disease. Trends Cardiovasc Med. 2009;19(8):247-52.
doi: 10.1016/j.tcm.2010.02.005.

8. Chen D, Jarrell A, Guo C, Lang R, Atit R. Dermal B-catenin activity in
response to epidermal Wnt ligands is required for fibroblast proliferation
and hair follicle initiation. Development. 2012;139(8):1522-33.
doi: 10.1242/dev.076463.

9. Zerr B, Palumbo-Zerr K, Huang), Tomcik M, Sumova B, Distler O, etal. Sirt1
regulates canonical TGF-[beta] signalling to control fibroblast activation
and tissue fibrosis. Ann Rheum Dis. 2016;75(1):226-33. doi: 10.1136/
annrheumdis-2014-205740.

10. WangS, Meng XM, Ng YY, Ma FY, Zhou S, Zhang Y, et al. TGF-B/Smad3
signalling regulates the transition of bone marrow-derived macrophages
into myofibroblasts during tissue fibrosis. Oncotarget. 2016;7(8):8809-22.
doi: 10.18632/oncotarget.6604.

11. Blyszczuk P Mller-Edenborn B, Valenta T, Osto E, Stellato M, Behnke S,
et al. Transforming growth factor-B-dependent Wnt secretion controls
myofibroblast formation and myocardial fibrosis progression in experimental

Arq Bras Cardiol. 2017; 109(5):404-409

deste estudo demonstraram que os mastécitos e a via
TGF-/ Wnt/ B-catenina ndao eram apenas muito importantes
para a fibrose do tecido cardiaco na hiperlipidemia, mas
também um possivel alvo para a terapia.

Contribuicao dos autores

Concepgao e desenho da pesquisa e Redacao do manuscrito:
Cheng Y; Obtengao de dados, Andlise e interpretagao dos
dados e Analise estatistica: Cheng Y, Zhu Y, Zhang J, Duan X;
Revisao critica do manuscrito quanto ao contetido intelectual
importante: Cheng Y, Zhu Y.

Potencial conflito de interesses

Declaro nao haver conflito de interesses pertinentes.

Fontes de financiamento

O presente estudo nao teve fontes de financiamento externas.

Vinculagdo académica
Né&o ha vinculagdo deste estudo a programas de pds-graduagao.

autoimmune myocarditis. Eur Heart ). 2017;38(18):1413-25. doi: 10.1093/
eurheartj/ehw116.

12. Madjene LC, Pons M, Danelli L, Claver ), Ali L, Madera-Salcedo IK; etal. Mast
cells in renal inflammation and fibrosis: lessons learnt from animal studies.
Mol Immunol. 2015;63(1):86-93. doi: 10.1016/j.molimm.2014.03.002.

13. Silver RB. Role of mast cells in renal fibrosis. Kidney Int. 2013;84(1):214.
doi: 10.1038/ki.2013.72.

14. Summers SA, Gan PY, Dewage L, Ma FT, Ooi JD, O’Sullivan KM, et al. Mast cell
activation and degranulation promotes renal fibrosis in experimental unilateral
ureteric obstruction. Kidney Int. 2012;82(6):676-85. doi: 10.1038/ki.2012.211.

15. Gaca MD, Arthur MJ, Benyon RC. Mast cell protease and stem cell
factor expression in rat liver fibrosis. ] Hepatol. 1998;28(Suppl):81. doi:
10.1016/50168-8278(98)80523-0.

16. Yadav A, Desai RS, Bhuta BA, Singh JS, Mehta R, Nehete AP. Altered
immunohistochemical expression of mast cell tryptase and chymase in the
pathogenesis of oral submucous fibrosis and malignant transformation of the
overlying epithelium. Plos One. 2014;9(5):€98719. doi: 10.1371/journal.
pone.0098719.

17. Soehnlein O, Drechsler M, Hristov M, Weber C. Functional alterations of
myeloid cell subsets in hyperlipidemia: relevance for atherosclerosis. | Mol Cell
Cardiol. 2009;13(11-12):4293-303. doi: 10.1111/j.1582-4934.2009.00965 ..

18. SpinasE; Kritas SK; Saggini A; Mobili A; CaraffaA; Antinolfi P; Pantalone A, etal. Role
of mastcellsinatherosclerosis: a classical inflammatory disease. Int) Immunopathol
Pharmacol. 2014;27(4):517-21. doi: 10.1177/039463201402700407.

19. Adeneye AA, Adeyemi OO, Agbaje EO. Anti-obesity and antihyperlipidaemic
effect of Hunteria umbellata seed extract in experimental hyperlipidemia. J
Ethnopharmacol. 2010;130(2):307-14. doi: 10.1016/.jep.2010.05.009.

20. SlackJ, Nevin NC. Hyperlipidaemic xanthomatosis. I. Increased risk of death
from ischaemic heart disease in first degree relatives of 53 patients with
essential hyperlipidemia and xanthomatosis. ] Med Genet. 1968;5(1):4-8.
PMID: 5653869.

21. Liao PH, KuoWW, Kuo CH, Yeh YL, Shen CY, Cheng YH, etal. Lactobacillus reuteri
GMNL-263 reduces hyperlipidemia and the heart failure process in high-calorie
diet-fed induced heart dysfunction in rats. ) Funct Foods. 2016;20:226-35.



