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RESUMO

Peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) presentes em
alimentos tém despertado o interesse de muitos pesquisadores, pois ha evidéncias que
sua ingestdo, possa auxiliar na prevengcdo e no tratamento ndo medicamentoso da
hipertensdo. O potencial da atividade anti-hipertensiva de peptideos tem sido avaliado
principalmente com relagao a capacidade de inibir a ECA, que tem papel fundamental na
regulag@o da pressao arterial. Desta forma, inUmeros estudos tém focado a producéo e o
isolamento de peptideos com atividade inibidora da ECA a partir de proteinas de
diferentes fontes alimenticias, embora ainda pouco se conhece sobre a biodisponibilidade
destes peptideos. O presente estudo teve como objetivos: avaliagdo da influéncia das
enzimas do trato gastrintestinal na atividade inibitéria da ECA de hidrolisados protéicos e
sua correlacdo com a atividade anti-hipertensiva avaliada in vivo e avaliar o efeito anti-
hipertensivo e na fungdo renal de hidrolisados de diferentes fontes. Utilizou-se
hidrolisados comerciais de diferentes fontes protéicas: caseina (Hyprol 8052), soro de
leite (Hyprol 3301) e glutén de trigo (Hyprol 4137) fornecidos pela Kerry Bio-Science;
caseina (CE90ACE), soro de leite (WEB0BG) e soja (SE50BT), doados pela DMV
International e colagenos hidrolisados de origem bovina e suina (Gelita South América).
Os colagenos hidrolisados foram fracionados em sistema de ultrafiltragdo com
membranas de cut off de 30 a 50 kDa, 5 a 8 kDa e 1 a 2 kDa, obtendo-se os permeados
P1 (PM< 30-50kDa), P2 (PM< 5-8kDa) e P3 (PM< 1-2 kDa), respectivamente. Os
hidrolisados foram caracterizados fisico-quimicamente e em seguida analisados quanto a
capacidade de inibicao da ECA antes e apds a digestao gastrintestinal in vitro, e atividade
anti-hipertensiva em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) por via oral. Os produtos
que apresentaram as melhores atividades in vivo foram avaliados quanto a sua influéncia
na funcdo renal dos animais e efeito hipotensor prolongado na pressao arterial de SHR,
em experimento crénico. A hidrélise gastrintestinal in vitro promoveu efeito variavel sobre
a atividade inibitéria da ECA. Os hidrolisados de maior peso molecular, colagenos
hidrolisados bovino e suino, apresentaram aumento significativo da poténcia inibitéria da
ECA. Por outro lado, observou-se reducao na capacidade de inibir a ECA dos hidrolisados
com menor peso molecular, como os hidrolisados da caseina (Hyprol 8052 e CEQOACE),
soro de leite (Hyprol 3301) e soja (SE50BT). Os colagenos hidrolisados bovino e suino e
suas fragbes, tanto antes como apds a digestdo gastrintestinal in vitro apresentaram
menor poténcia inibitéria da ECA que os demais hidrolisados. Todos os hidrolisados anali-
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sados foram capazes de induzir reducao significativa da pressao arterial de SHR, exceto
os colagenos hidrolisados bovino (CHB) e suino (CHS) nao fracionados. Os hidrolisados
do soro de leite (WE8B0BG), caseina (CE90ACE), fragdo P1 do coldgeno bovino e suino
(CHBP1 e CHSP1) e a fragdo P3 do colageno hidrolisado suino (CHSP3) foram os mais
eficientes em reduzir a pressao arterial de SHR. A administragdo oral crbnica dos
hidrolisados WE80BG e CHBP1 induziu uma redugdo progressiva e significativa da
pressdao arterial de SHR, sendo a diferenca de 20,60 mmHg e 10 mmHg,
respectivamente, em relacdo a pressao basal. O hidrolisado CE9QOACE, que apresentou
uma das melhores atividades anti-hipertensivas in vivo, induziu redu¢ao na filtragdo
glomerular dos animais e promoveu maior excre¢ao de sédio na porgao pds-proximal do
ducto renal, provavelmente devido a um efeito vasodilatador, decorrente da inibicdo da
ECA.

Ao comparar os resultados obtidos in vivo com os valores de ICsy antes e apds a
hidrélise gastrintestinal, ndo se observou relagao entre a eficiéncia em inibir a ECA in vitro
e a reducdo da pressdo arterial in vivo dos hidrolisados protéicos comerciais. Em
conclusdo, as enzimas gastrintestinais exercem grande influéncia sobre atividade anti-
hipertensiva dos hidrolisados protéicos comerciais, podendo aumentar ou diminuir o efeito
hipotensor in vivo. Porém, a digestdo gastrintestinal in vitro dos hidrolisados antes da
avaliagdo do potencial inibidor da ECA unicamente ndo se mostrou vantajosa para a
predicdo da atividade biolégica dos hidrolisados, pois além da digestao gastrintestinal ha
outros fatores e/ou mecanismos que podem estar envolvidos com o decréscimo da

pressao arterial produzido pela acao dos peptideos.

Palavras-chave: hidrolisados protéicos; enzima conversora de angiotensina;

atividade anti-hipertensiva; ratos espontaneamente hipertensos; digestao enzimatica.
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ABSTRACT

Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory peptides present in foods have
motivated the interest of many researchers, since there is evidence that the ingestion of
these peptides, could aid in the prevention and in the non-medication treatment of
hypertension. The anti-hypertensive activity of the peptides has been mainly assessed in
relation to their capacity to inhibit the ACE, which has a fundamental role in regulating the
blood pressure. In this way, innumerous studies have focused on the production and
isolation of peptides with ACE-inhibitory activity from proteins from different food sources,
though still little is known about the bioavailability of this peptides. The objectives of the
present study were: assess the influence of the gastrointestinal enzymes on the ACE-
inhibitory activity of protein hydrolysates and the correlation with the anti-hypertensive
activity assessed in vivo, and to assess the anti-hypertensive effect and kidney function of
hydrolysates from different sources. Commercial hydrolysates from the following protein
sources were used: casein (Hyprol 8052), milk whey (Hyprol 3301) and wheat gluten
(Hyprol 4137), all provided by Kerry Bio-Science; casein (CE90ACE), milk whey
(WE80BG) and soy (SE50BT), donated by DMV International, and hydrolysed collagens of
bovine and porcine origins (Gelita South America). The hydrolysed collagens were
fractionated in an ultrafiltration system using membranes with cut-offs of 30 to 50 kDa, 5 to
8 kDa and 1 to 2 kDa, obtaining the permeates P1 (PM<30-50 kDa), P2 (PM<5-8 kDa) and
P3 (PM<1-2 kDa), respectively. The hydrolysates were physicochemically characterised
and analysed for their ACE-inhibitory capacity before and after in vitro gastrointestinal
digestion, and for their anti-hypertensive activity in spontaneously hypertensive rats (SHR)
via oral. The products presenting the best activity in vivo, were assessed for their influence
on the kidney function of the animals and for their prolonged hypotensive effect on the
blood pressure of SHR in a chronic experiment. The in vitro gastrointestinal hydrolysis
promoted a variable effect on the ACE-inhibitory activity. The higher molecular weight
hydrolysates, bovine and porcine collagen hydrolysates, presented a significant increase
in the ACE-inhibitory potential. On the other hand a reduction in the ACE-inhibitory
potential was observed for the smaller molecular weight hydrolysates, such as the casein
(Hyprol 8052 and CE90ACE), milk whey (Hyprol 3301) and soy (SE50BT) hydrolysates.
The bovine and porcine collagen hydrolysates and their fractions, both before and after in
vitro gastrointestinal digestion, presented lower ACE-inhibitory potential than the other
hydrolysates.All the hydrolysates analysed were capable of inducing a significant reduction
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in blood pressure in the SHR, except for the non-fractionated bovine (BCH) and porcine
(PCH) collagen hydrolysates. The milk whey (WE80BG) and casein (CES0ACE)
hydrolysates, P1 fractions of bovine and porcine collagen (BCHP1 and PCHP1) and the
P3 fraction of the porcine collagen hydrolysate (PCHP3) were the most efficient in
reducing the blood pressure in SHR. The chronic oral administration of the hydrolysates
WES80BG and BCHP1 induced a progressive, significant reduction in the blood pressure of
the SHR, showing a difference of 20.60 mmHg and 10 mmHg, respectively, as compared
to the basal pressure. The hydrolysate CEQOACE, which presented one of the best in vivo
anti-hypertensive activities, induced a reduction in glomerular filtration by the animals and
promoted greater sodium excretion at the post-proximal portion of the kidney duct,
probably due to a vasodilatory effect on account of ACE-inhibition.

On comparing the in vivo results with the 1Cs, values, before and after
gastrointestinal hydrolysis, no relation was observed between the in vitro ACE-inhibitory
efficiency and the in vivo reduction in blood pressure by the commercial protein
hydrolysates. In conclusion, the gastrointestinal enzymes exert considerable influence on
the anti-hypertensive activity of the commercial protein hydrolysates, and can increase or
decrease the in vivo hypotensive effect. Thus the in vitro gastrointestinal digestion of the
hydrolisates alone, before the assessment of the ACE-inhibitory potential, is apparently of
no advantage in predicting the biological activity of the hydrolysates, since apart from the
gastrointestinal digestion other factors and/or mechanisms can also be involved in the
decrease in blood pressure produced by the action of the peptides.

Keywords: protein hydrolysates; angiotensin-converting enzyme; antihypertensive

activity; spontaneously hypertensive rat; enzymatic digestion.
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Além de suprir aminoacidos e energia, que sdo essenciais para 0 crescimento e
manutencdo do organismo, os alimentos protéicos representam importante fonte de
peptideos biologicamente ativos, que podem desempenhar funcdes diversas, como
moduladores de varios processos corporais (Meisel, 1997; Li et al., 2004).

Os peptideos biologicamente ativos podem ser obtidos pela hidrélise enzimatica in
vitro ou in vivo de diversas fontes protéicas. Dentre as propriedades fisiolégico-funcionais
que esses peptideos podem desempenhar destacam-se: atividade anti-hipertensiva, acao
estimulante do sistema imunolégico, atividade opidide, aumento da biodisponibilidade de
minerais, atividade anti-Ulcera, antioxidante, anti-carcinogénica, anti-microbiana e

atividade hipocolesterolémica (Walzem, Dillard e German, 2002;Costa, 2004)

Dentre os peptideos bioativos, especial atengcao tem sido dada aos que inibem a
enzima conversora da angiotensina (ECA) (EC.3.4.15.1). Esta enzima é responsavel pela
hidrélise de dois importantes substratos envolvidos na regulagdo da pressao arterial, a
angiotensina | e a bradicinina. Muitos peptideos que desempenham essa fungéao foram
identificados nos hidrolisados enzimaticos de proteinas do leite (Maeno, Yamamoto e
Takano, 1996; Nurminen et al.,2000; Sipola et al.,2002b) soja, (Kinoshita,Yamakoshi e
Kikuchi, 1993; Wu e Ding, 2002), nas proteinas do plasma bovino (Hyun e Shin, 2000) e
também em hidrolisados de peixes (Fujita et al.,1995; Byun e Kim, 2001) .

O emprego de peptideos inibidores da ECA tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores, pois ha evidéncias que a ingestdo desses peptideos, presentes em
alimentos formulados, possa auxiliar na prevencéo € no tratamento ndo medicamentoso
da hipertenséao (Li et al., 2004).

Apesar do potencial efeito anti-hipertensivo de muitos peptideos inibidores da ECA
derivados de proteinas alimentares, é importante enfatizar que a atividade inibitéria dos
peptideos é determinada, em geral, in vitro. No entanto, trabalhos relatam que nem
sempre hidrolisados que apresentam alta atividade in vitro apresentam a mesma atividade
in vivo e vice-versa (Fujita et al. ,1995; Maeno, Yamamoto e Takano, 1996; Abubakar et
al.,1998; Saito et al., 2000). A falta de concordéancia dos resultados €, em geral, explicada
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como sendo o efeito das enzimas digestivas e séricas nos hidrolisados, que levaria a
producao de peptideos com atividade diferente daquela demonstrada pela medida in vitro.
Outra explicagcao seria que, além da inibicao da ECA, outros mecanismos como sistema
nervoso autdbnomo ou sistema do Oxido nitrico, poderiam estar envolvidos com o
decréscimo da pressao arterial produzido pela acdo dos peptideos bioativos (Li et al.,
2004; Vermeirssen, Camp e Verstraete, 2004)

No estudo realizado por Costa (2004), ndo houve uma boa correlacdo entre a
inibicdo da ACE in vitro e a reducdo da pressdo arterial de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR). A hidrélise do concentrado do soro de leite pela acdo da a-
quimiotripsina (EC.3.4.21.1) e alcalase resultou em dois produtos com ICs, em torno de
0,05 mg/mL e 0,7 mg/mL, respectivamente. No entanto, apenas o hidrolisado produzido
pela alcalase reduziu significativamente a presséao arterial de SHR apds a administracao
oral.

Murakami et al. (2004) pesquisaram a atividade anti-hipertensiva em 12 tipos de
hidrolisados protéicos comerciais de diferentes fontes protéicas. Esses autores
verificaram que dois hidrolisados um do soro de leite (WE8OM) e outro derivado da
ovoalbumina (EE90FX), foram o0s que apresentaram os maiores indices de inibicdo da
ECA (78,2 %), porém, somente o hidrolisado do soro de leite foi capaz de promover um
decréscimo significativo na presséo arterial de SHR. Por outro lado, os hidrolisados da
caseina (CE90GMM) e do soro de leite (WE8B0BG) induziram um forte efeito hipotensor
nos animais, embora apenas com médios indices de inibicdo da ECA (~50%).

Diante do exposto, a resisténcia dos peptideos inibidores da ECA a digestao
gastrintestinal deve ser estudada, pois ainda ndo se sabe se esses peptideos sao
estaveis aos processos digestivos do organismo. Assim, ensaios de digestibilidade in vitro
tém sido desenvolvidos com esse objetivo. De maneira geral, os ensaios in vitro baseiam-
se na incubacdo dos peptideos com as enzimas pepsina (EC.3.4.23.1), tripsina
(EC.3.4.21.4), quimotripsina, pancreatina (EC.232.468.9) etc.. em condigbes étimas de
hidrélise fisiologica (Maeno, Yamamoto, Takano, 1996; Matsui et al.,2002; Vermeirssen et
al., 2003).
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar a propriedade anti-hipertensiva de hidrolisados protéicos de diferentes
fontes e sua biodisponibilidade por métodos in vitro e in vivo.

1.2. Especificos

» Avaliar o efeito dos hidrolisados na inibicdo da ECA e reducdo da pressao
arterial de ratos espontaneamente hipertensos.

* Avaliar a resisténcia dos peptideos inibidores da ECA as enzimas digestivas.

» Avaliar a possivel correlagdo entre os resultados in vitro e in vivo e estudar a

interferéncia das enzimas gastrintestinais nestes resultados.

» Avaliar a influéncia dos hidrolisados com propriedade anti-hipertensiva na
funcdo renal de ratos espontaneamente hipertensos.
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1. Hipertensao arterial sistémica

1.1 Epidemiologia

A hipertenséo arterial sistémica €, atualmente, considerada uma das mais sérias
doencas crOnicas, por estar relacionada ao aumento significativo do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Kim et al., 2001). Estima-se que 22% a
68% da populagdo adulta mundial apresentem hipertensao arterial (HA). No Brasil, na
Ultima década, foram realizados diversos inquéritos populacionais em amostras
representativas, que indicam variacoes na prevaléncia de HA entre 22% e 44% (Fuchs,
Castro e Fuchs, 2004).

Além de apresentar alto custo social, respondendo por cerca de 40% dos casos de
aposentadoria precoce e de absenteismo no trabalho, a HA é uma das mais importantes
causas de morbi-mortalidade universal, sendo responsavel pela redugéo da expectativa e
qualidade de vida (JNC 6, 1997).

Trata-se de uma afec¢cao comum, assintomatica, prontamente detectavel, em geral
de facil tratamento e que costuma gerar complicacdes letais quando ndo tratada. E
caracterizada por uma elevagao da pressao arterial para niumeros acima dos valores
considerados normais (140/90 mmHg) (Willians, 1998). Niveis presséricos cada vez
menores tém sido valorizados pelo seu potencial preventivo (Tabela 1). A meta, com o
tratamento da HA, € atingir uma pressdo arterial < 140/90 mmHg. Metas menores (<
130/80 mmHg) sdo recomendadas para os diabéticos e em presenca de doenca renal
(UJNC 7, 2003; Pozzan et al.,2003;).

Apesar dos esforcos para diagnosticar e tratar a hipertensdo, cerca de 35% a 83%
dos portadores de hipertensao desconhecem ser sua condigdo e aproximadamente 75% a
92% daqueles em tratamento ndo mantém a hipertensao controlada (Fuchs, Castro e
Fuchs, 2004).
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Tabela 1. Classificacao da presséo arterial

Diretrizes Brasileiras (2002) JNC 7 (2003)
Classificacao PAS (mmHg)" PAD (mmHg)© | Classificacdo PAS (mmHg)' PAD (mmHg)?
Otima <120 <80 Normal <120 <80
Normal <130 <85 Pré- 120 - 139 80-89
Normal limitrofe 130 -139 85-89 HA Estéagio 1 140 -149 90-99
HA Estagio 1 140 -159 90-99 HA Estagio 2 > 160 >100
HA Estéagio 2 160 -179 100-109
HA Estagio 3 >180 2110

TPressao arterial sistolica
2 Pressao arterial diastdlica

Fonte: Pozzan et al., 2003

Estudos tém demonstrado que a reducao da pressao arterial determina diminuicao
significativa do risco de eventos vasculares. Reducdes de 10 mmHg da pressao sistéblica e
5 mmHg da presséo diastélica estdo associados a uma diminuigdo do risco de morte de
40% para acidente vascular cerebral (AVC) e 30% para doenca arterial coronaria
isquémica e outras afecgdes vasculares. Conclui-se, portanto, que a implementacao de
medidas anti-hipertensivas adequadas pode acarretar um decréscimo absoluto e
importante de mortes prematuras e de eventos altamente incapacitantes, como s&o os
quadros de AVC (Doérea e Lotufo, 2004; Lewington, Clarke, Qizilbash, 2002; Vasan et al.,
2001).

1.2 Mecanismos de controle da pressao arterial

A pressao arterial (PA) é regulada por varios mecanismos inter-relacionados. Entre
eles, sdo encontrados o sistema nervoso, especificamente com a fungédo adrenérgica e
catecolaminas, o sistema renina-angiotensina com a fungao excretora dos rins, incluindo o
transporte do sddio e dgua e outras fungdes mediadas por outros mecanismos hormonais
e de equilibrio hidroeletrolitico (Guyton e Hall, 2001).

O sistema renina-angiotensina é considerado um dos mais importantes sistemas
reguladores da PA. A renina é uma enzima sintetizada e armazenada sob a forma inativa
nas células justaglomerulares dos rins. Quando a PA diminui, ocorre a liberacao da renina
para a corrente sanguinea, resultando na ruptura de seu substrato natural, o
angiotensinogénio, e a liberacdo da angiotensina I. Apds a formagao desse peptideo, dois
de seus aminoacidos sao removidos para formar a angiotensina Il. Essa reacao é
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catalisada pela enzima conversora da angiotensina (ECA), presente no endotélio dos
vasos pulmonares (Guyton e Hall, 2001). Os principais efeitos da angiotensina Il
consistem em estimular a sintese e a secrec¢do de aldosterona pelo cértex suprarenal e
em elevar a pressao arterial através da constricao direta do musculo liso das arteriolas.
Todavia, o hormobnio ainda exerce outras acoes, incluindo estimulagdo do coragao € do
sistema nervoso simpatico, que complementam o efeito vascular direto e contribuem para
a elevagdo da pressdo arterial causada pela angiotensina (Gilman et al., 1991). O
mecanismo de controle da pressao arterial pelo sistema renina-angiotensina esta

esquematizado na Figura 1.

Decréscimo da Pressao Arterial

v

Renina (rins)

Angiotensinogénio ———— Angiotensina |

AE (pulmao)

Angiotensina ll

Liberacao de aldosterona Vasoconstricao
Retengéo de sodio e agua TReSisténcia arterial periférica

N e

Aumento da Pressao Arterial

Figura 1. Mecanismo de controle da pressao arterial pelo sistema renina-angiotensina (Guyton e
Hall, 2001).

A ECA é uma enzima multifuncional que exerce importante papel na regulagéo da
pressdo sanguinea pela transformagédo da forma inativa do decapeptideo angiotensina |,
em um potente vasoconstritor, octapeptideo angiotensina I, e pela inativacéao catalitica da
bradicinina, a qual tem agéo depressora (Byun e Kim, 2001).

Embora ocorra conversao lenta da angiotensina | em angiotensina Il no plasma, o
metabolismo muito rapido observado in vivo é decorrente, em grande parte, da atividade

da ECA ligada aos tecidos, presente no lado luminal das células endoteliais vasculares
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em 6rgaos tais como o cérebro, coracdo, pulméo, figado, intestino, pancreas, baco,
glandulas adrenais e placenta (Gilman et al., 1991; Fitzgerald, Murray e Walsh, 2004).

A ECA humana (dipeptidilcarboxipeptidase) é uma zinco-protease constituida de
1278 residuos de aminoacidos. E uma enzima bastante inespecifica, que cliva unidades
dipeptidicas de substratos com diversas sequéncias de aminodacidos. A Figura 2 esta
representando o modelo proposto de ligagao entre substratos ou inibidores competitivos e
os sitios ativos da ECA. A enzima parece ter dois dominios homdélogos, cada um com um
sitio catalitico, uma regido de ligacdo do Zn** e um grupo doador de hidrogénio (X-H). As
regides Si, S’y e S’ representam os sitios que podem interagir com os residuos de
aminodacidos dos substratos ou inibidores peptidicos (Gilman et al., 1991; Li et al., 2004).

| % ; _ oy _5‘-{3 ACE !

X
o —_ I -
i n*t  # Ty - H |..-' '-.,II -
EH .'_'. (‘.r‘-\] |.:|.'|-

L @ ' | ! i
@ §—H— CH——C=— N —CH—C— 1
Lt CAPTOPAIL

o HHy
CH =0 r () e o=
? | |::|H ichy | e | |
I
CH?—CH hFl=—CH E—— H— CH——{= 10
LISINOPRIL

Figura 2. Modelo proposto de ligagcéo entre substratos ou inibidores competitivos e o local ativo da
ECA (Li et al., 2004).

Como a ECA esta envolvida na regulagao da pressao arterial e atua indiretamente
no metabolismo hidroeletrolitico, muitas drogas sintéticas tém sido desenvolvidas com
intuito de inibir sua atividade e promover sucessivamente a reducdo da pressao
sanguinea em pacientes hipertensivos (Van Elswijk et al., 2003). Os inibidores da ECA
comercialmente disponiveis mais conhecidos sdao o captopril, enalapril e o lisinopril
(Marczak et al., 2003).

Os efeitos anti-hipertensivos dos inibidores da ECA estdo relacionados
principalmente com o decréscimo de angiotensina I, assim como com o aumento de
bradicinina (Pihlanto-Leppéld et al., 1998). Conseqlentemente, hd diminuicdo da
resisténcia arterial periférica e das pressoes arterial média, diastélica e sistolica em varios
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estados hipertensivos (Gilman et al., 1991). Entretanto, o uso de drogas sintéticas pode
acarretar efeitos colaterais indesejaveis, devido a sua alta atividade e especificidade
(Marczak et al., 2003). Por outro lado, peptideos com atividade inibitéria da ECA tém sido
isolados de varias fontes protéicas. Esses peptideos, conhecidos como “peptideos
biologicamente ativos”, podem representar uma alternativa natural e saudavel no controle
e prevencao da hipertensao arterial (Vermeirssen, Camp e Verstraete, 2002).

2. Peptideos biologicamente ativos

Além de suprir aminoacidos e energia, que sd0 essenciais para o crescimento e
manutencao do organismo, as proteinas dos alimentos representam importante fonte de
peptideos biologicamente ativos, que podem desempenhar funcdes diversas, como
moduladores de varios processos corporais (Meisel, 1997; Li et al., 2004).

Peptideos que apresentam atividade anti-hipertensiva (Ariyoshi, 1993), opidide
(Meisel e Schlimme, 1990), imunomodulatéria (Clare e Swaisgood, 2000), antioxidante
(Tong et al., 2000), antimicrobial (Bellamy et al.,1992), antitrombética (Fiat et al., 1993),
hipocolesterolémica (Zhang e Beynen., 1993), tém sido identificados em diversas fontes
protéicas. Esses peptideos estao inativos quando fazem parte da cadeia protéica, porém,
tornam-se ativos quando liberados pela protedlise enzimatica in vivo ou in vitro, por
exemplo, durante a digestdo gastrointestinal ou processamento enzimatico industrial (Wu
e Ding, 2002; Li et al., 2004).

As proteinas do leite sdo atualmente consideradas as principais fontes protéicas
precursoras de peptideos biologicamente ativos. Peptideos derivados da hidrélise da B-
caseina podem atuar no sistema imunoldgico, estimulando a proliferacdo de linfocitos
humanos e a atividade fagocitaria dos macréfagos. Os caseinofosfopeptideos também
derivados da hidrélise das caseinas podem formar sais organofosfato sollveis e atuar
como carreadores de diferentes minerais, especialmente calcio. Ao lado dos
caseinofosfopeptideos, ha também os peptideos que apresentam atividade anti-
microbiana, isolados da lactoferrina, e os peptideos que exercem efeitos antitromboticos,
derivados da k-caseina (Meisel, 1997).
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Entre as atividades mais estudadas, esta a atividade anti-hipertensiva de
hidrolisados obtidos de fontes protéicas diversas. Os peptideos inibidores da ECA sao os
que tém recebido maior atencdo dos pesquisadores, por sua potencial habilidade em
prevenir a hipertensdo arterial e assim representar uma fonte para a producdo de
ingredientes funcionais (Li et al., 2004). Contudo, dificuldades na identificagdo desses
peptideos limitam o conhecimento disponivel sobre a formagao dos peptideos bioativos e
sua liberacao das proteinas precursoras. Geralmente, muitos passos cromatograficos sao
necessarios para purificar os peptideos de interesse para que finalmente eles sejam
identificados por espectrometria de massa (Hernandez-Ledesma et al., 2004).

2.1 Peptideos inibidores da ECA

Peptideos inibidores da ECA derivados de proteinas alimentares foram descritos
pela primeira vez por Oshima, Shimabukuro e Nagasawa (1979) que os isolaram a partir
da gelatina hidrolisada com colagenase (clostridiopeptidase A, EC 3.4.24.3). A partir de
entdo, houve um crescente interesse no desenvolvimento de métodos para isolar
peptideos com atividade anti-hipertensiva derivados de proteinas alimentares, como de
peixe (Fujita et al.,1995;); gelatina (Byun e Kim et al.,2001; Kim et al., 2001); soja (Wu e
Ding 2002; Gibbs et al., 2004); zeina (Miyoshi et al., 1991); trigo (Matsui, Li e Osajima,
1999); glutén de milho (Suh, Whang e Lee, 1999); grao-de-bico (Yust et al., 2003);
espinafre (Yang et al., 2004) e principalmente a partir de proteinas do leite, como caseina
(Maeno, Yamamoto e Takano, 1996; Tauzin, Miclo e Gaillard, 2002) e proteinas do soro
(Nurminen et al.,2000; Hernandez-Ledesma, 2002; Sipola et al.,2002b).

A soja é uma valiosa fonte de peptideos inibidores da ECA, e muitos desses
peptideos ja foram isolados de hidrolisados e produtos fermentados de soja, tais como
tofu (Kuba et al., 2003) e molho de soja (Kinoshita, Yamakoshi e Kikuchi, 1993). Wu e
Ding (2001) observaram um decréscimo significativo na presséo arterial de SHR (38
mmHg) ap6és um més de administracdo oral diaria de 100 mg/kg de peptideos derivados
da proteina de soja.

Peptideos obtidos pela hidrolise da zeina com termolisina (EC.3.4.24.4)
promoveram reducdo significativa na pressdo arterial de SHR apés 6 horas da
administracdo oral de 5g/kg de peso corporal (Miyoshi et al, 1991). Resultados
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satisfatérios em relagdo a atividade anti-hipertensiva também foram observados em
hidrolisados de glaten de milho (Suh, Whang e Lee, 1999; Suh et al., 2003) e de trigo
(Matsui, Li e Osajima, 1999).

Kapel et al. (2005) pesquisaram o efeito anti-hipertensivo do hidrolisado do
concentrado protéico da alfafa. A administracdo oral de 500 mg/kg de peso corporal do
hidrolisado promoveu redugéao significativa de 29 mmHg na pressao arterial de SHR apds
4 horas da ingestao.

Yoshii et al. (2001) demonstraram em seus estudos que oligopeptideos originados
da hidrolise da gema do ovo de galinha inibem a atividade da ECA in vivo e in vitro, e
previnem o desenvolvimento da hipertensdo em SHR.

As proteinas do peixe vém sendo alvo de diversas pesquisas. Segundo Sugiyama
et al. (1991), apdés a administracdo de 2,0 g/kg de peso corporal do hidrolisado do
musculo de sardinha, houve queda significativa na pressao arterial de SHR. Musculo do
peixe bonito digerido pela termolisina, aprovado como “Foods for Specified Use”, e
comercializados no Japao, mostrou atividade anti-hipertensiva significativa em SHR, apés
6 horas de administracdo de Unica dose (500 mg/kg de peso corporal) do produto (Fujita
et al.,1995).

Jung et al. (2006) isolaram e caracterizaram peptideos com atividade ECA
inibitéria em residuos da industrializacdo de linguado (Limanda aspera). Os resultados
desse estudo mostraram que a administragcéo oral (10mg/kg) do peptideo purificado Tyr-
Phe-Pro foi capaz de promover reducgao significativa de 22 mmHg na presséao arterial de
SHR, no periodo de 3 a 9 horas apés a administracao oral .

De acordo com Mullally, Meisel e Fitzgerald (1996), a formacao de peptideos com
atividade biolégica ndo depende apenas da fonte protéica, a enzima utilizada é também
um fator determinante. Os autores testaram a capacidade de inibicdo da ECA pela B-
lactoglobulina intacta e hidrolisada e sé detectaram inibicao satisfatéria apds a hidrélise
desta com a tripsina. As demais enzimas testadas, Corolase PP e elastase (EC.3.4.17.2),
resultaram em produtos com baixo indice de inibigcao.
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Enzimas pancreaticas, em especial a tripsina, tém sido empregadas na produgéo
de peptideos inibidores da ECA (Pihlanto-Leppéald, 2001). Segundo Fitzgerald e Meisel
(2000), os peptideos produzidos pela tripsina caracterizam-se pela presenca na por¢éao C-
terminal de residuos de lisina e arginina, que segundo estudos sobre estrutura e atividade
da ECA, contribuem substancialmente para a poténcia inibitéria dos peptideos.
Entretanto, outras enzimas e varias combinag¢des enzimaticas de proteinases — incluindo
alcalase, quimiotripsina pancreatica e pepsina, assim como enzimas de fontes
bacterianas e fungicas — tém sido utilizadas para gerar peptideos bioativos (Pihlanto-
Leppéla, 2001).

Atualmente, a alcalase é uma das enzimas mais utilizadas para obtencao de
peptideos inibidores da ECA. A alcalase é uma protease pouco especifica, liberando
peptideos com aminoacidos hidrofébicos tais como Phe, Tyr, Trp, Leu, lle, Val e Met no
lado C-terminal, o que contribui para o aumento da atividade inibitéria dos peptideos.
Além disso, € uma enzima que apresenta baixo custo, quando comparada a pepsina,
tripsina, quimiotripsina, papaina (EC.3.4.22.2) e termolisina (Li et al., 2005).

A hidrélise da legumina, proteina encontrada no grao-de-bico, usando a alcalase
produziu um hidrolisado com alta atividade inibitéria da ECA in vitro, com 1Cs, de 0,18
mg/ml (Yust et al., 2003). Li et al. (2005) demonstraram que o isolado protéico de feijao
hidrolisado com alcalase apresentou forte capacidade inibitéria da ECA, enquanto que o
hidrolisado obtido com neutrase apresentou fraca inibicdo. Os indices de inibicado da ECA
dos hidrolisados foram de ~78% e 23.62%, respectivamente.

Costa et al. (2005) pesquisaram o efeito do concentrado protéico do soro de leite
digerido com a alcalase na atividade inibitéria da ECA, na regulacao da pressao arterial e
na funcao renal de SHR. O hidrolisado produzido apresentou moderada atividade inibitoria
da ECA in vitro (ICso = 0,68 mg/mL) e promoveu reducgdo significativa de 28,09 mmHg da
pressao arterial dos SHR, apds seis horas da injecao intraperitoneal. Este hidrolisado
também induziu reducao na filtragdo glomerular dos animais, possivelmente devido a um
efeito vasodilatador e desencadeou a atuacdo de mecanismos auto-reguladores de
conservacao de ions e fluidos corporais, evidenciados pelo aumento na reabsorcao do
sodio.

11
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Os efeitos da enzima, relacdo enzima/substrato e tempo de hidrélise sobre a
atividade inibitéria da ECA dos hidrolisados tém sido descritos na literatura (Abubakar et
al.,1998; Pihlanto-Leppala et al., 2000; Kim et al., 2001). Para otimizagdo do processo de
hidrélise, a influéncia de outros parametros, como pH e temperatura de hidrélise também
devem ser considerados (Van der Ven et al.,2002). Em alguns trabalhos ficou constatado
que apos ter alcancado um determinado grau de hidrélise, nenhum aumento adicional na

atividade inibitéria da ECA era observado (Mullally, Meisel e Fitzgerald,1996).

No estudo apresentado por Li et al. (2005), a maxima atividade inibitéria da ECA
de hidrolisados de feijao foi alcancada em 2 horas de incubagdo com a enzima alcalase.
Porém, com a continuagdo da hidrélise, a atividade inibitéria diminuiu. A diminuicao na
atividade inibitéria da ECA com a hidrélise exaustiva pela alcalase também foi observada
por outros autores para as proteinas do musculo de sardinha (Matsufuji et al., 1994), de
gelatina (Byun e Kim, 2001) e de grao-de-bico (Pedroche et al.,2002).

Meisel et al. (1997) (apud Vermeirssen et al., 2003) relataram que a atividade
inibitéria da ECA aumentou durante a maturacdo do queijo, mas decresceu com a
continuacao da protedlise, indicando que a degradacao dos peptideos bioativos suplantou
a formagéo dos novos peptideos.

Em adicdo ao uso de enzimas, a producao de peptideos bioativos também pode
ser feita pelo emprego da fermentacdo. A formacdo de peptideos inibidores da ECA
através da fermentacao do leite tem sido relatada nos ultimos anos (Hernandez-Ledesma
et al. 2002; Gémez-Ruiz, Ramos e Recio, 2004). Na fermentagdo do leite, bactérias
lacticas sintetizam proteinases, as quais podem hidrolisar as proteinas do leite e liberar
muitos tipos de peptideos. Como nem todos os peptideos sdo usados pelas bactérias
para seu crescimento, uma grande quantidade de peptideos podem acumular durante a
fermentacéao (Leclerc et al., 2002).

Pesquisas demonstram que cepas de L.helveticus sdo capazes de produzir
peptideos ECA inibitérios durante a fermentacao do leite ou na protedlise da caseina pela
suas proteases. Os peptideos lle-Pro-Pro e Val-Pro-Pro sdo exemplos da producado de
potentes peptideos anti-hipertensivos pela fermentacdo do leite com Lactobacillus
helveticus e Saccharomyces cerevisiae. Os efeitos anti-hipertensivos desse leite
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fermentado, que ja esta sendo comercializado no Japao, foi demonstrado em SHR (Pan,
Luo e Tanokura, 2005) e em estudos clinicos com humanos hipertensos (Seppo et
al.,2003).

O peso molecular dos hidrolisados protéicos e sua sequéncia de aminoacidos sao
também fatores criticos na producao de peptideos com atividade ECA inibitoria (Byun e
Kim, 2001). A maior parte dos peptideos inibidores da ECA apresenta baixo peso
molecular (geralmente < 12 aminoacidos), sendo possivel concentrar as fracoes ativas
pelo emprego da ultrafiltragdo com membranas (Pihlanto-Leppald, 2001; Van Der Ven et
al., 2002). Fujita et al. (1995) verificaram em seu estudo que apos realizarem a
ultrafiltracdo do “Katsuobushi” (pescado desidratado) em membrana de 3kDa, obtiveram
um permeado com o dobro da atividade anti-hipertensiva em SHR, quando comparado ao

hidrolisado integral.

No estudo realizado por Jung et al. (2006), o hidrolisado obtido do residuo da
industrializacdo de linguado foi fracionado com membranas com cut off de 30 a 10kDa, 10
a 5kDa e < 5kDa. O permeado do hidrolisado obtido por membranas < 5kDa foi o mais
eficiente, apresentando maior atividade inibitéria da ECA (68.8 %) do que os obtidos com
as membranas de 30 a 10kDa (47.6 %) e 10 a 5kDa (34.5 %).

A relagdo entre estrutura dos peptideos inibidores da ECA com a atividade
bioldgica ainda ndo esta totalmente esclarecida, contudo estes peptideos apresentam
algumas caracteristicas em comum. A ligacdo com a ECA é fortemente influenciada pela
sequéncia dos trés ultimos aminoacidos localizados no grupo carboxila terminal. A ECA
parece preferir substratos ou inibidores competitivos contendo residuos de aminoacidos
hidrofébicos (aromaticos ou de cadeia ramificada), os quais podem interagir com os sub-
sitios da ECA. Seus inibidores preferenciais sao peptideos que contém residuos de
aminoacidos como triptofano, tirosina, fenilalanina e prolina no lado C-terminal (Ondetti e
Cushman, 1982; Pihlanto-Leppéla et al., 2000).

De acordo com Mullaly, Meisel e Fitzgerald (1996), dados relacionados a estrutura
e a atividade sugerem que a carga positiva ou o grupo guanidino na por¢do C-terminal
também contribuem substancialmente para a poténcia ECA-inibitoria de varios peptideos.
Muitos peptideos inibidores derivados da caseina contém arginina ou lisina na posi¢ao C-
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terminal. A B-Ig (f 9-14) possui lisina no lado C-terminal, que pode ter contribuido para a
atividade inibitéria desse peptideo (Pihlanto-Leppéala et al., 1998).

Segundo Marczak et al. (2003) e Li et al. (2004), dependendo do tipo de interagao
com a ECA, os peptideos podem ser classificados em trés grupos. No primeiro estao os
verdadeiros inibidores da ECA; o segundo grupo compreende o0s seus substratos que sao
convertidos pela prépria ECA em fragmentos inativos com fraca ou nenhuma atividade
inibitéria, e no terceiro grupo estdo os chamados peptideos pré-drogas. Esses peptideos,
também substratos da ECA sdo convertidos pela prépria ECA ou por proteases
gastrintestinais em verdadeiros inibidores. Dessa forma, para discriminar os substratos
dos verdadeiros inibidores, os peptideos sdo geralmente preincubados com a ECA antes
da medida da atividade inibitéria in vitro. De acordo com os autores, somente verdadeiros
inibidores e pré-drogas sao capazes de reduzir a pressao arterial.

3. Avaliacao da atividade anti-hipertensiva in vitro

Para a determinacdo da atividade da ECA in vitro, o método tradicionalmente
empregado por pesquisados da area de alimentos é o protocolo desenvolvido por
Cushman e Cheung (1971) e modificado por Nakamura et al. (1995). Esse método é
baseado na liberagdo de &cido hipurico a partir do substrato hippuril-L-histidil-L-leucina
(HHL), sendo esta reacdo catalisada pela ECA (Pihlanto-Leppéalda, 2001). Durante a
hidrélise do HHL pela ECA, os peptideos com atividade inibidora da ECA sao adicionados
a essa reacao e a atividade inibitéria sera expressa em percentual ou como valor 1Cs,
correspondendo a quantidade de inibidor necessaria para reduzir a atividade enzimatica
em 50% (Cushman e Cheung, 1971; Matsui, Matsufuji e Osajima,1992). A maior
desvantagem desse método é que a absorbancia para determinar a concentracdo de
acido hipuarico pode somente ser mensurada depois da extracdo do produto da reacao
com acetato de etila. Adicionalmente, um tempo de incubacao de 30 minutos é necessario
para render uma quantidade satisfatéria do produto, prolongando assim o experimento
(Vermeirssen, Camp e Verstraete, 2002).

Outras metodologias para determinacdo da atividade da ECA tém sido
desenvolvidas e modeladas, tendo em vista a necessidade da padronizacdo de um
método mais reprodutivel. Tem sido estudada a utilizacdo de novos substratos para a
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reagdo, em substituicdo ao HHL (Cheviron et al.,2000), além da utilizacao da eletroforese
capilar (Shihabi,1999) e da cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (Wu,
Aluko e Muir,2002).

Pelo método espectofotométrico descrito por Holmquist, Blinning e Riordan (1979),
a inibicdo da ECA é mensurada usando o substrato furanacryloyl-Phe-Gly-Gly (FAPGG).
Essa andlise é baseada nas variagdes em regido visivel do espectro de absorcdo do
substrato que ocorre na hidrélise do FAPGG, levando a producdo do correspondente
aminoacido (FA-Phe, FAP) e dipeptideo (Gly-Gly, GG). Posteriormente, Vermeirssen,
Camp e Verstraete (2002) otimizaram e validaram esse método com o uso de extrato
cetbnico de pulmao de coelho como fonte enzimatica. Essa modificagdo, segundo os
autores, aumentou o alcance da medicdo e o custo-beneficio do ensaio, constituindo um
instrumento seguro e rapido para triagem de peptideos inibidores da ECA derivados de

alimentos.

A atividade inibitéria da ECA também pode ser determinada utilizando peptideo do
tipo Abz-YRK(Dnp)P-OH, seguindo o método descrito por Araudjo et al. (2000). Esse
método se baseia na hidrélise do peptideo sintético com supressédo intramolecular de
fluorescéncia do tipo Abz-peptidil-K(Dnp)-X-OH pela ECA, o qual contém um grupo
fluorescente Abz (&cido orto-amino benzdico), ligado ao grupo N-terminal do peptideo e
ao grupo apagador Dnp (2.4-dinitrofenil) incorporado ao e-amino grupo de um aminoécido
da cadeia peptidica. Apés a hidrolise, ocorre a liberacao do produto Abz-YR responsavel
pela fluorescéncia que pode ser detectada continuamente em um fluorimetro.

4. Avaliacao da atividade anti-hipertensiva in vivo

Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) sao utilizados como modelo para
pesquisa de agentes hipertensivos in vivo pelas caracteristicas semelhantes da
hipertensao entre essa linhagem e o homem. Além do desenvolvimento da hipertenséo,
esses animais desenvolvem doencas cardiovasculares e sofrem influéncia genética e
ambiental sendo sensiveis ao sodio (Yamamori, 1988; Fujita, Yamagami e Ohshima,
2001).
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Karaki et al. (1990) demonstraram que uma Unica administracao intraperitoneal ou
oral de um tripeptideo obtido do hidrolisado da caseina foi capaz de promover
significativo decréscimo (34 mmHg) na pressao arterial dos SHR. A administracdo oral
repetida de 3 % (1,8-2,0 g/kg de peso corporal/dia) do hidrolisado da caseina decresceu a
pressao sanguinea em SHR, mas nao em ratos normotensos.

Nurminen et al. (2000) verificaram que a administracdo por via subcuténea do
tetrapeptideo a-lactorfina, derivado da a-lactalbunina, resultou numa queda significativa
(23 £ 4 mmHg) da pressao arterial de ratos SHR. Em outro estudo realizado pelo mesmo
grupo, os autores demonstraram que os tetrapeptideos a-lactorfina e B-lactorfina
(derivado da p-lactoglobulina) promoveram aumento no relaxamento da artéria
mesentérica isolada de SHR, implicando em uma melhora na fungao arterial dos animais

induzida pelos tetrapeptideos (Sipola et al., 2002a).

Murakami et al. (2004) isolaram e identificaram o tetrapeptideo Ala-Leu-Pro-Met a
partir de um hidrolisado comercial de soro de leite e estudaram seus efeitos in vitro e in
vivo. Nesse estudo, a administracdo oral do peptideo promoveu decréscimo de
aproximadamente 21 mmHg na pressao arterial de SHR.

Abubakar et al. (1998) observaram que o concentrado protéico do soro de leite
digerido com proteinase K promoveu um forte efeito depressor da pressao arterial sistolica
(55 mmHg) de SHR, sendo que a maior atividade anti-hipertensiva dentre os peptideos
ativos identificados foi encontrada com o tripeptideo lle-Pro-Ala (B-lg f(78-80)).

Com relagéo a pesquisas em humanos, ainda ha poucos estudos sobre o efeito
anti-hipertensivo de peptideos. Na Tabela 2 estdo apresentados alguns exemplos de
estudos em humanos sobre o efeito hipotensor de diferentes hidrolisados protéicos do
leite e produtos fermentados. Seriya et al.(1992) (apud Fitzgerald, Murray e Walsh, 2004)
foram os primeiros a demonstrar que o consumo de hidrolisado (20g de hidrolisado de
caseina/dia) poderia reduzir tanto a pressao arterial diastélica (PAD) como na pressao
arterial sistélica (PAS) de individuos hipertensos. Recentemente foi relatado que o
tripeptideo as1-caseina peptideo (C12) f(23-34) do hidrolisado da caseina poderia também
reduzir a pressdo arterial de humanos hipertensos (Fitzgerald, Murray e Walsh, 2004).
Nesse estudo, o hidrolisado contendo o C12 foi administrado (160 mg-200 mg/kg de peso
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corporal) diariamente a voluntarios por 4 semanas, resultando num decréscimo da
pressao arterial entre 4 e 6 mmHg (Tabela 2). O efeito anti-hipertensivo foi observado

apds 2 semanas de tratamento.

Tabela 2: Efeito hipotensor de hidrolisados protéicos do leite e produtos fermentados.

Amostras Sequéncia Dose Duracao em PAD' PAS® Referéncia
Peptidica Semanas (mmHg) (mmHg)
Caseina - 20 g/dia 4 -4.6 -6.6 Seriya et al (1992)
Calpis VPP/IPP 100 mL/dia 8 -6.9 -14.1 Hata et al.,1996
Leite fermentado VPP/IPP 150 mL/dia 8 -8.8 -14.9 Seppo et al., 2002
Leite fermentado VPP/IPP 150 mL/dia 21 -3.6 -6.7 Seppo et al., 2003
C12 FFVAPFEVFGK > 0.2 g/kg 4 -6.5 -4.5 Nimmagudda 2002
Biozate Peptideos do 20 g/dia 6 -7.0 -11.0  Pins e Kenan 2002
soro de leite

1 ~ . . m
Pressao arterial diastélica
Presséao arterial sistélica

Fonte: Fitzgerald, Murray e Walsh (2004)

A ingestao diaria por oito semanas de 100 mL de leite fermentado por L.helveticus
contendo dois potentes peptideos inibidores da ECA, Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro produziu
significante reducao da pressao arterial em individuos hipertensos comparado ao grupo
controle, que ingeriu leite acidificado artificialmente (Hata et al.,1996). Em outros dois
estudos independentes sobre a ingestdo do leite fermentado por L.helveticus (150 mL/dia)
contendo quantidades similares de Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro, um potente efeito hipotensor
foi relatado ap6s 8 semanas, ao contrario do observado em 21 semanas de ingestdo do
leite fermentado (Seppo et al., 2002; Seppo et al., 2003)(Tabela 2).

Ha evidéncias que o consumo de hidrolisados protéicos de soro de leite também
produza redugao significativa na pressao arterial. No estudo realizado por Pins e Kenan
(2002) (apud Fitzgerald, Murray e Walsh, 2004), o hidrolisado do soro de leite (20g/dia) foi
administrado oralmente a 30 homens e mulheres por um periodo de 6 semanas. Os
autores observaram que a reducdo na PAS e PAD ocorreu uma semana apés a ingestao
dos hidrolisados, persistindo por mais 5 semanas de estudo (Tabela 2).

Um aspecto importante das triagens in vivo é que o consumo de hidrolisados ou
produtos fermentados ndo possui efeitos na pressédo arterial de ratos ou humanos
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normotensos. Além disso, nenhum efeito adverso tem sido relatado apés a ingestéao oral
de diversos produtos testados (Fitzgerald, Murray e Walsh, 2004).

5. Biodisponibilidade de peptideos inibidores da ECA

Para a utilizacdo do hidrolisado ou peptideo como alimento funcional, ndo é
suficiente que este seja um potente inibidor da ECA. Para desempenhar o efeito anti-
hipertensivo, o peptideo precisa ser resistente a hidrélise pelas enzimas do trato
gastrintestinal, ser absorvido e atingir a ECA que esta localizada em diferentes tecidos,
principalmente no plasma e no pulmao (Meisel, 1998).

De acordo com Vermeissen, Camp e Verstraete (2004), inUmeras barreiras no
corpo humano, tais como a absorcao intestinal e a degradagao pelas peptidases séricas
podem ativar ou inativar os peptideos bioativos.

A digestao das proteinas inicia-se no estémago pela acdo da pepsina em pH
acido. No intestino delgado, os polipeptideos sdo clivados pelas proteases pancreaticas,
dando origem a uma mistura de oligopeptideos e aminoéacidos livres. Os aminoacidos
livres sdo absorvidos para dentro dos enterécitos, através da membrana intestinal. Ja os
oligopeptideos sao hidrolisados pela acdo de peptidases localizadas nas bordas em
escova da membrana intestinal (Vermeissen, Camp e Verstraete 2004). Essas peptidases
clivam aminoécidos livres ou dipeptideos no residuo N- ou C- terminal ou no interior das
ligacdes do oligopeptideos (Kenny e Maroux, 1982; Erickson et al., 1989). Peptideos que
ndo sao degradados pela protedlise intestinal podem, em principio, ser absorvidos
intactos e entrar na circulagdo sanguinea. Di e tripeptideos — tais como imunopeptideos e
muitos peptideos ECA inibitérios — podem passar pela membrana intestinal em
quantidades significativas para atingir os seus alvos periféricos. Depois da absor¢ao no
trato intestinal, peptidases séricas também podem hidrolisar ligacdes peptidicas. A
resisténcia a degradacao pelas peptidases pode, de fato, ser um pré-requisito para os
efeitos fisioldgicos encontrados na ingestao oral e /ou infusédo intravenosa de peptideos
biologicamente ativos (Pihlanto-Leppala, 2001).

Mulllaly et al. (1997) isolaram e caracterizaram o peptideo Ala-Leu-Pro-Met-His-lle-
Arg (B-LG f(142-148)), que apresentou alta efeito inibitério da ECA in vitro, mas o efeito
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anti-hipertensivo in vivo desse peptideo nao foi determinado. Para avaliar o potencial
desse peptideo como agente anti-hipertensivo, Walsh et al. (2004) investigaram a
estabilidade in vitro da B-LG f(142-148) as enzimas do trato gastrintestinal e proteinases
do soro. Os resultados mostraram que o peptideo B-LG f(142-148) foi altamente
susceptivel a degradagédo pelas enzimas do trato gastrintestinal e proteinases do soro.
Assim, por ndo apresentar resisténcia a digestao, os autores concluiram que o fragmento
da B-LG possivelmente nao manifestaria efeito hipotensor in vivo, apesar de apresentar
uma potente inibicdo da ECA in vitro.

Peptideos inibidores da ECA que apresentam residuo do amino&cido prolina,
especialmente na extremidade C-terminal, sdo geralmente resistentes a degradacao pelas
enzimas digestivas. Além disso, pesquisas relatam que tripeptideos contendo Pro-Pro na
porcao C-terminal parecem ser resistentes a peptidases prolina-especificas (Li et al.,
2004; Vermeirssen, Camp e Verstraete, 2004). Dessa forma, considera-se que a
administracdo oral de di e tripeptideos com potente atividade inibitéria in vitro,
especialmente aqueles contendo residuos de prolina, podem ser absorvidos em suas
formas intactas do trato gastrintestinal para a circulagdo sanguinea e exercer atividades
anti-hipertensivas (Li et al., 2004). Masuda, Nakamura e Takano (1996) observaram que
dois tripeptideos com atividade anti-hipertensiva (lle-Pro-Pro e Val-Pro-Pro) foram
absorvidos diretamente sem serem fragmentados pelas enzimas digestivas, atingindo a
aorta abdominal, inibindo a ECA e finalmente mostrando efeitos anti-hipertensivos em
SHR.

Como mostrado em diversos estudos (Suh, Whang e Lee, 1999; Yamamoto,
Maeno, Takano, 1999; Fujita, Yokoyama e Yoshikawa, 2000; Murakami et al, 2004), é
muito dificil estabelecer uma relagéo direta entre a atividade anti-hipertensiva in vitro e in
vivo dos peptideos inibidores da ECA. Por exemplo, alguns peptideos com elevada
atividade ECA inibitéria in vitro podem ser inativados apdés a administragdo oral ou
intravenosa. Fuijita et al. (1995) nao obtiveram boa correlagéo entre a inibicdo da ECA in
vitro e a reducado da pressao arterial de ratos espontaneamente hipertensos. A hidrélise
do produto de pescado “Katsuobushi” pela agdo da termolisina e do sistema pepsina-
tripsina-quimiotripsina resultou em dois produtos com potente ac¢ao inibitéria da ECA, com
ICs0 de 29 pg/ml e 41 pg/ml. No entanto, apenas o hidrolisado produzido pela termolisina
reduziu significativamente (45 mmHg) a pressao arterial de SHR. Murakami et al. (2004)
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pesquisaram a atividade anti-hipertensiva de 12 tipos de hidrolisados protéicos comerciais
de diferentes fontes protéicas. Os hidrolisados derivados do soro de leite e ovoalbumina
foram os que apresentaram os maiores indices de inibicdo da ECA (78,2 %), porém
somente o hidrolisado do soro de leite foi capaz de promover um decréscimo significativo
(21 mmHg) na presséo arterial de SHR. Resultados similares também tém sido relatados
por outros autores (Abubakar et al.,1998; Saito et al., 2000). Esses peptideos podem ser
digeridos em fragmentos inativos ou aminoacidos quando administrados oralmente, ou
ainda podem servir de substrato para a ECA, embora eles aparentemente mostrem
atividade ECA inibitéria, originando peptideos com fraca ou nenhuma atividade inibitoria
(Li et al., 2004).

Por outro lado, muitos peptideos com fraca atividade inibitéria in vitro mostraram
forte atividade anti-hipertensiva ap6s administracao oral ou intravenosa. Uma explicacao
para esse fendmeno é que esses peptideos, fracos inibidores da ECA podem ser
convertidos em fortes inibidores pelas proteases gastrintestinais in vivo e assim serem
absorvidos na forma intacta para exibirem seus efeitos anti-hipertensivos (Li et al., 2004).
Yamamoto, Maeno, Takano (1999) identificaram um dipeptideo anti-hipertensivo Tyr-Pro
num produto semelhante ao iogurte fermentado por L. helveticus CPN4, o qual nao
mostrou significante atividade ECA inibitéria in vitro. Similarmente, Maeno, Yamamoto e
Takano (1996) demonstraram que a hidrélise com carboxipeptidade A (EC. 3.4.17.1) dos
peptideos B f(169-175) da caseina, os quais mostraram baixa atividade inibitéria in vitro
(ICso = 1000 umol/L), resultou numa significante reducdo na pressao sanguinea (31,5
5.6 mmHg), com ingestdo oral em SHR. Esses resultados assim sugerem que enzimas
digestivas podem exercer importante papel na bioatividade dos peptideos, e que estudos
in vivo sdo essenciais para confirmar o potencial desses peptideos como ingredientes

nutracéuticos.
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AVALIACAO IN VITRO E IN VIVO DA ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA DE
HIDROLISADOS COMERCIAIS DE DIVERSAS FONTES PROTEICAS:
INFLUENCIA DAS ENZIMAS GASTRINTESTINAIS

RESUMO

Dentre os peptideos bioativos, especial atengao tem sido dada aos que inibem a enzima
conversora da angiotensina (ECA), que tem papel fundamental na regulacdo da pressao
arterial. Para a utilizacdo do hidrolisado ou peptideo como alimento funcional, ndo é
suficiente que este seja um potente inibidor da ECA. Para desempenhar o efeito anti-
hipertensivo, o peptideo precisa ser resistente a hidrélise pelas enzimas do trato
gastrintestinal, ser absorvido e atingir a ECA que esta localizada em diferentes tecidos,
principalmente no plasma e no pulmao. Desta forma, nem sempre ha correspondéncia
entre os resultados de inibicdo da ECA e os de reducéo da pressao arterial. O presente
estudo teve como objetivos: avaliar a influéncia das enzimas do trato gastrintestinal na
atividade inibitéria da ECA de hidrolisados protéicos e sua correlacido com a atividade
anti-hipertensiva avaliada in vivo, avaliar o efeito anti-hipertensivo de hidrolisados de
diferentes fontes. Utilizou-se hidrolisados comerciais de diferentes fontes protéicas:
caseina (Hyprol 8052), soro de leite (Hyprol 3301) e glutén de trigo (Hyprol 4137)
fornecidos pela Kerry Bio-Science; caseina (CEQ0OACE), soro de leite (WEB0BG) e soja
(SE50BT), doados pela DMV International e colagenos hidrolisados de origem bovina e
suina (Gelita South América). Os colagenos hidrolisados foram fracionados em sistema
de ultrafiltracdo com membranas de cut off de 30 a 50 kDa, 5 a 8 kDa e 1 a 2 kDa,
obtendo-se os permeados P1 (PM< 30-50kDa), P2 (PM< 5-8kDa) e P3 (PM< 1-2 kDa),
respectivamente. Os hidrolisados foram caracterizados fisico-quimicamente e em seguida
analisados quanto a capacidade de inibicao da ECA e atividade anti-hipertensiva em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) por via oral. Para verificar a estabilidade dos
peptideos inibidores da ECA ao processo digestivo no trato gastrintestinal, os hidrolisados
e fragbes foram submetidos a hidrélise com as enzimas pepsina e pancreatina. Os
digeridos obtidos neste processo foram caracterizados e avaliados quanto alteragdes na
capacidade inibitéria da ECA in vitro. Os colagenos hidrolisados bovino e suino e suas
fracoes, tanto antes como apéds a digestdo gastrintestinal in vitro, apresentaram menor

atividade inibitéria da ECA do que os hidrolisados de outras fontes. O tratamento
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enzimatico promoveu aumento significativo da potencia inibitéria da ECA dos colagenos
hidrolisados bovino e suino e suas fragdes. Por outro lado, observou-se reducao na
capacidade de inibir a ECA dos hidrolisados com menor peso molecular como o0s
hidrolisados da caseina (Hyprol 8052 e CE90ACE), soro de leite (Hyprol 3301) e soja
(SE50BT). Independente da fonte protéica, todos os hidrolisados analisados foram
capazes de induzir reducao significativa da pressao arterial de SHR, exceto os colagenos
hidrolisados bovino (CHB) e suino (CHS) nao fracionados. A ultrafiltracdo dos colagenos
hidrolisados implicou em aumento da poténcia inibitéria da ECA, bem como maior
eficiéncia em reduzir a pressao arterial dos animais. Dentre os produtos analisados, os
hidrolisados do soro de leite (WE80BG), caseina (CE90ACE), fragdo P1 do colageno
bovino e suino (CHBP1 e CHSP1) e a fracdo P3 do colageno hidrolisado suino (CHSP3)
foram os que apresentaram melhor atividade anti-hipertensiva in vivo, promovendo
maxima redugdo na pressao arterial de 21,16 mmHg, 25,83 mmHg, 22 mmHg, 21,33
mmHg e 21,33 mmHg, respectivamente. Ao comparar os resultados obtidos in vivo com
os valores de IG5y antes e apds a hidrélise gastrintestinal, observou-se que ndo houve
concordancia entre a eficiéncia em inibir a ECA in vitro e a reducao da pressao arterial in
vivo dos hidrolisados protéicos comerciais. Esses resultados sugerem que as enzimas
gastrintestinais exercem grande influéncia sobre atividade anti-hipertensiva dos
hidrolisados. Contudo, predizer o efeito dessas enzimas em produtos contendo peptideos
de tamanho e seqiéncias variadas é praticamente impossivel, sendo o experimento in

vivo um método mais confidvel para avaliar a atividade bioldgica desses hidrolisados.
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IN VITRO AND IN VIVO ASSESSMENT OF THE ANTI-HYPERTENSIVE
ACTIVITY OF COMMERCIAL HYDROLYSATES FROM VARIOUS PROTEIN
SOURCES: INFLUENCE OF GASTROINTESTINAL ENZYMES

ABSTRACT

Amongst the bioactive peptides, special attention has been given to those that inhibit the
angiotensin-converting enzyme (ACE), which plays an important role in regulating blood
pressure. However, to use such a hydrolysate or peptide as a functional food, it is not
enough for it to simply be a potent ACE inhibitor. In order to carry out an anti-hypertensive
effect, the peptide must also be resistant to the gastrointestinal enzymes and be absorbed
onto and attack ACE located in different tissues, principally in the plasma and lungs. Thus
there is not always correspondence between the results of ACE inhibition and those of
blood pressure reduction. The objectives of the present study were: assess the influence
of gastrointestinal enzymes on the ACE-inhibitory action of protein hydrolysates and their
correlation with anti-hypertensive activity assessed in vivo; evaluate the anti-hypertensive
effect of hydrolysates from different sources. Commercial hydrolysates from the following
protein sources were used: casein (Hyprol 8052), milk whey (Hyprol 3301) and wheat
gluten (Hyprol 4137), all provided by Kerry Bio-Science; casein (CE9Q0ACE), milk whey
(WEB0BG) and soy (SE50BT), donated by DMV International, and hydrolysed collagens of
bovine and porcine origins (Gelita South America). The hydrolysed collagens were
fractionated in an ultrafiltration system using membranes with cut-offs of 30 to 50 kDa, 5 to
8 kDa and 1 to 2 kDa, obtaining the permeates P1 (PM<30-50kDa), P2 (PM<5-8kDa) and
P3 (PM<1-2kDa), respectively. The hydrolysates were physicochemically characterised
and analysed for their ACE-inhibitory capacity and anti-hypertensive activity in
spontaneously hypertensive rats (SHR) via oral. To verify the stability of the ACE-inhibiting
peptides to the digestive process in the gastrointestinal tract, the hydrolysates were
hydrolysed with the enzymes pepsin and pancreatin. The digested preparations thus
obtained were characterised and assessed for alterations in their in vitro ACE-inhibitory
capacity. The hydrolysed bovine and porcine collagens and their fractions, both before and
after in vitro gastrointestinal digestion, presented lower ACE-inhibitory activity than the
hydrolysates from other sources. The enzyme treatment promoted a significant increase in
the ACE-inhibitory potency of the hydrolysed bovine and porcine collagens and their
fractions although there was a reduction in the ACE-inhibitory capacity of the lower
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molecular weight hydrolysates, such as those from casein (Hyprol 8052 and CE90ACE),
milk whey (Hyprol 3301) and soy (SE50BT). Independent of their protein source, all the
hydrolysates analysed were capable of inducing a significant reduction in the blood
pressure of SHR, except for the non-fractionated bovine (BCH) and porcine (PCH)
collagen hydrolysates. Ultrafiltration of the collagen hydrolysates resulted in an increase in
the ACE-inhibitory potency and in greater efficiency in reducing the blood pressure of the
animals. Of the products analysed, the milk whey (WEB0BG) and casein (CE90ACE)
hydrolysates, P1 fractions of bovine and porcine collagen (BCHP1 and PCHP1) and the
P3 fraction of the porcine collagen hydrolysate (PCHP3) were those presenting the best
anti-hypertensive activity in vivo, promoting a maximum reduction in blood pressure of
21.16 mmHg, 25.83 mmHg, 22 mmHg, 21.33 mmHg and 21.33 mmHg, respectively. On
comparing the results obtained in vivo with the ICs values, before and after
gastrointestinal hydrolysis, there was a lack of concordance between the in vitro ACE-
inhibitory efficiency and the in vivo reduction in blood pressure for the commercial protein
hydrolysates. These results suggest that the gastrointestinal enzymes exert considerable
influence on the anti-hypertensive activity of the hydrolysates. However, predicting the
effects of these enzymes on products containing peptides of varying size and sequence is
practically impossible, the in vivo experiment being the more reliable method to assess the
biological activity of these hydrolysates.
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1. INTRODUCAO

A importancia clinica da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi reconhecida
apds a descoberta de que seus inibidores especificos podem funcionar como drogas
potenciais no combate a hipertensdo. O uso de drogas sintéticas no controle da
hipertensdo pode acarretar efeitos colaterais indesejaveis, como tosse, alteragcdes do
paladar, hiperpotassemia, riscos durante a gravidez, entre outros inconvenientes
(Marczak et al., 2003). Diante disso, nesta ultima década, pesquisas tém-se voltado para
a busca de alimentos com propriedades funcionais, conceituados como aqueles que
possuem, além de sua fungdo nutritiva, propriedades que reduzem o risco e auxiliam no
tratamento de diversas patologias crénico-degenerativas, incluindo a regulacdo da
pressdo sanguinea. Neste cendrio, surgiu o interesse na identificacdo de alimentos
protéicos como fontes de inibidores da ECA (De Felice, 1995; Yamamoto, 1997; Sloan,
2000).

Peptideos inibidores da ECA séo peptideos bioativos com potencial propriedades
anti-hipertensivas in vivo (Vermeirssen et al, 2004). Para a utilizagdo de hidrolisados ou
peptideos como alimento funcional nao é suficiente que este seja um potente inibidor da
ECA. Para desempenhar o efeito anti-hipertensivo, o peptideo precisa ser resistente a
hidrélise pelas enzimas do trato gastrintestinal e peptidases da membrana intestinal, ser
absorvido e atingir a ECA que esta localizada em diferentes tecidos, principalmente no
plasma e no pulméo (Meisel, 1998). Desta forma, nem sempre ha correspondéncia entre
os resultados de inibicdo da ECA e os de redugcado da pressao arterial. Apesar disto,
grande parte dos estudos sobre producdo e/ou isolamento de peptideos com
propriedades anti-hipertensivas tem utilizado a inibicao da ECA para avaliar potencial
funcional dos produtos (Van der Ven et al., 2002; Vermeirssen et al., 2003; Gomez-Ruiz et
al., 2004; Hernandez-Ledesma et al. 2005).

Em alguns trabalhos, a partir dos resultados obtidos in vifro, em geral reportados
como ICs, produtos sao escolhidos para avaliacdo in vivo, utilizando ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (Marczak et al., 2003; Yang et al., 2004; Jung et al.,
2006). Fujita, Yokoyama e Yoshikawa (2000) classificaram o potencial funcional de
hidrolisados protéicos de diversas fontes pela sua estabilidade a acao da ECA. Wu e Ding
(2002) e Vermeirssen et al (2003) sugeriram que a digestéo in vitro destes hidrolisados ou
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peptideos com as enzimas gastrintestinais e a posterior analise da atividade inibidora da
ECA destes digeridos seriam uma boa aproximagéao do que ocorre in vivo. No entanto,
esta afirmativa ainda n&o foi comprovada por testes in vivo com animais
espontaneamente hipertensos. Assim, esse estudo tem como objetivos: avaliar a
influéncia das enzimas do trato gastrintestinal na atividade inibitéria da ECA de
hidrolisados protéicos e sua correlagdo com a atividade anti-hipertensiva avaliada in vivo;

avaliar o efeito anti-hipertensivo de hidrolisados de diferentes fontes.

36



Capitulo 1

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Para a realizagdo deste trabalho, utilizou-se hidrolisados comerciais de diferentes
fontes protéicas. Os hidrolisados comerciais Hyprol 8052 — caseina (c6d. 5201530, lote:
10013264), Hyprol 3301- soro de leite (c6d. 5210328, lote: 70000907) e Hyprol 4137 —
glutén de trigo (c6d. 5220023, lote: 10013676) foram fornecidos pela Kerry Bio-Science
(New York, USA). Os hidrolisados comerciais CE9OACE — caseina (cod. QZYZ6A00A348,
lote: 10211102), WE80BG — soro de leite (c6d. QZYZGAOOA348, lote: 10178344) e
SE50BT — soja (céd. QZYZGAO0A348, lote: 1023267) foram doados pela empresa DMV
International (BA Veghel, Netherlands).

Foram também utilizados colagenos hidrolisados de origem bovina e suina e suas
fracoes fornecidas pela Gelita South América (Cotia, Brasil). As fragbes foram obtidas
utilizando sistema de ultrafiltragdo equipado com membranas com cut off de 30 a 50kDa,
5 a 8 kDa e 1 a 2kDa, obtendo-se os permeados P1 (PM< 30-50kDa), P2 (PM< 5-8kDa) e
P3 (PM< 1-2 kDa), respectivamente. Os colagenos hidrolisados e suas fracoes foram
codificados da seguinte maneira: CHB — colageno hidrolisado bovino nao fracionado;
CHBP1 — colageno hidrolisado bovino fracao P1; CHBP2 — colageno hidrolisado bovino
fragdo P2; CHBP3 — colageno hidrolisado bovino fragdo P3; CHS — colageno hidrolisado
suino nao fracionado; CHSP1 — colageno hidrolisado suino fragéo P1; CHSP2 — colageno
hidrolisado suino fragdo P2; CHSP3 — colageno hidrolisado suino fracdo P3.

As enzimas utilizadas para digestao in vitro dos hidrolisados foram: pepsina da
mucosa de estémago de porco (cdd. P-7012, lote: 120K7654) e pancreatina (cod. P-1625,
lote: 41K1271), adquiridos da Sigma Chemical Co., St. Louis ,MO, USA.

Para as analises de determinacao da atividade anti-hipertensiva foram utilizados:
enzima conversora da angiotensina (ECA) de pulmao de coelho (Sigma, c6d. A6778, lote
084K1430), substrato sintético da ECA, hipuril-histidil-leucina (HHL) (Sigma, céd. H1635,
lote 062K1092) e lisinopril (Medley - Linha Genérica, lote 501160). Os demais reagentes
utilizados foram de grau analitico ou cromatografico.
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2.2 Métodos

2.2.1 Planejamento geral do experimento

Os hidrolisados foram caracterizados fisico-quimicamente e em seguida
analisados quanto a capacidade de inibicao da ECA e atividade anti-hipertensiva em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) por via oral. Os hidrolisados que apresentaram as
melhores atividades in vivo, foram avaliados quanto a sua influéncia na fungao renal dos

animais e efeito hipotensor prolongado na pressao arterial de SHR, em experimento

cronico (Figura 1).

Os hidrolisados e as fragbes também foram avaliados quanto a resisténcia as
enzimas do trato gastrintestinal segundo o método descrito por Vermeirssen et al. (2003).
Esta analise consistiu em submeter os produtos as condicbes do meio gastrico e
pancreatico e, no material digerido, pesquisar alteragdes na capacidade de inibir ECA

(Figuras 1 e 2).

CE90ACE; WE

Hyprol 8052 ; Hyprol 3301; Hyprol 4137

80BG; SE50BT

Colageno Hidrolisado Bovino e Suino e suas
respectivas fracoes

l

Caracterizacao

v

Pesquisa da atividade
inibitéria da ACE

Hidrdlise com as
enzimas gastrintestinais

v

v

v

Pesquisa da atividade

Caracterizacao

Pesquisa da atividade
inibitoria da ACE

anti-hipertensiva por via
oral em ratos

| Melhores resultados

v v

Funcio renal | | Experimento
crénico

Figura 1. Fluxograma dos experimentos realizados no presente estudo.

38




Capitulo 1

Hidrolisados |

Y
Hidrdlise gastrica

VPepsina (HCI 2N, pH 2,5,2 hs - 372 C)

Produtos da digestao péptica
VPancreatina (NaOH 2N, pH 7,0, 4 hs - 37 °C)

Produtos da digestao pancreatica

T

Pesquisa da atividade
inibitoria da ACE

Caracterizacao

Figura 2: Sequéncia de tratamentos para determinar a resisténcia dos hidrolisados as enzimas
gastricas

2.2.2 Caracterizacao dos hidrolisados

O nitrogénio total foi determinado por micro-Kjeldahl (AOAC,1995). Para o célculo
da proteina bruta foram utilizados os fatores de conversao: 5,55, para os colagenos
hidrolisados; 6,38, para os hidrolisados de caseina e soro de leite; 5,7 para o hidrolisado
de glutén de trigo e 6,25 para o hidrolisado de soja.

2.2.2.1 Eletroforese capilar

Os perfis eletroforéticos dos hidrolisados foram determinados por eletroforese
capilar, seguindo o método descrito por Pacheco, Amaya-Farfan e Sgarbieri (2002).
Amostras diluidas (5 mg/ml) foram homogeneizadas, filtradas em membranas de acetato
celulose 22 ym e injetadas durante 8s, com pressdo de 50 mBar, em capilar de silica
fundida (60 cm x 75 pm d.i). Como fase mével, utilizou-se tampéo fosfato 50 mM, pH 2,5
e fluxo de corrente do catodo para o anodo.

As corridas foram conduzidas a temperatura de 30 °C em aparelho HP-3DCE
(Agilent, Waldbronn, Germany), com tensdo mantida a 20kV e a absorbancia monitorada
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a 200 nm. Entre cada analise, o capilar foi lavado com solucao de hidroxido de sédio 1N e
agua, e em seguida, recondicionado com tampao de corrida.

2.2.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil de peso molecular dos hidrolisados de colageno e suas fragcdes foram
determinados por eletroforese utilizando gel de poliacrilamida em sistema SDS-Tricina, de
acordo com o procedimento descrito por Schagger e Von Jagow (1987). Para os demais
hidrolisados estudados nao foi possivel realizar essa etapa de caracterizacio, por se
tratar de hidrolisados com > 80% de peptideos com baixo peso molecular (< 1 kDa).

Os hidrolisados foram diluidos em tampéao redutor (Tris-HCI 0,5M, pH 6,8, SDS
10%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,1%), aquecidos a 40°C
por 30 minutos. Foram utilizados gel de separagdo em gradiente de 10 a 16%, e gel de
empacotamento com 4% de poliacrilamida. Aliquotas de 5uL da solucdo de cada
hidrolisado foram aplicadas e apos as corridas, os géis foram corados em Coomassie R-
250 0,2% durante 3 horas, e descorados em solucdo de metanol 30% e acido acético
10%.

O peso molecular das bandas foi determinado por comparacdo com padrao de
peso molecular entre 2,5 e 16kDa (Pharmacia, c6d. 80-1129-83).

2.2.2.3 Grau de Hidrolise

O grau de hidrélise dos hidrolisados protéicos foi estimado pelo método do TNBS
(Adler-Nissen, 1979). Este método fundamenta-se na reagdo colorimétrica do &cido
trinitrobenzenosulfénico com os grupos a-amino terminais das proteinas e peptideos

formados durante a reagao de hidrélise.

O grau de hidrélise (GH) foi calculado utilizando a seguinte expressao:

mMolLeu
= X

GH 100

tot
onde:

mMol Leu = grupamentos aminicos livres, calculados a partir da curva padrao de leucina;
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ht = nimero de equivalentes de pontes peptidicas por unidade de massa protéica, cujo
valor é de : 11,1 mM/g de proteina, para as proteinas da gelatina; 8,8 mM/g de proteina,
para as proteinas do soro de leite; 8,2 mM/g de proteina, para a caseina; 7,8 mM/g de
proteina, para a proteina da soja e 8,3 mM/g de proteina, para o gluten de trigo (Adler-
Nissen, 1986).

2.2.2.4 Osmolalidade

A osmolalidade das solugdes de hidrolisados foi determinada por crioscopia, em
aparelho Advanced Wide—Range Osmometer 3WIl (Needham Heights, Massachusetts),
conforme Chen (1987). O método criéscdpico baseia-se, no efeito das particulas de soluto
sobre a pressdao de vapor do solvente e proporcional diminuicdo do ponto de
congelamento a medida que se eleva a carga de soluto (aumento do niumero de particulas
aumenta a pressao de vapor do solvente e diminui o ponto de congelamento da solugéo).

2.2.3 Medida da atividade inibitéria da ECA in vitro

A atividade inibitéria da ECA dos hidrolisados foi determinada por eletroforese
capilar de acordo com o método de Shihabi (1999) com modificagdes (Costa e Netto,
2003). A determinacao do valor de ICs, de cada hidrolisado foi feita pela incubacao do
volume de 50 pL do hidrolisado, em varias concentragdes, com 100 yL da ECA (8 mU). A
ECA, o HHL e os hidrolisados foram diluidos em tampao borato de sédio 100 mM e
cloreto de sédio 300 mM, pH 8,2 a 372 C, de modo que a concentracdo final da ECA fosse
de 8 mU e do HHL 1,5 mM. Para iniciar a reacao, foram adicionados 100 uL HHL. Apés
30 minutos, a enzima foi inativada pela adicdo de 100 pL de acetonitrila. Apéds
homogeneizacdo e filtragdo em membrana de acetato celulose, a mistura foi entdo
analisada por eletroforese capilar em aparelho HP-3DCE (Agilent, Waldbronn, Germany).

As amostras foram injetadas de modo hidrodinamico com pressao de 50 mBar em
capilar de silica fundida com 40 cm de comprimento total, 32 de comprimento efetivo e 50
pm de didmetro interno. Como fase movel, utilizou-se tampéao borato de potassio 50 mM,
pH 9,3, e fluxo de corrente do catodo para o &nodo. A tensdo de corrida foi mantida a 10
KV por 20 minutos. Os analitos foram detectados com detector de arranjo de diodos (DAD)
e as areas dos picos foram integradas pelo software HP-3DCE.
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Entre cada analise, o capilar foi lavado com solucao de hidroxido de s6dio 1N e
agua, e em seguida recondicionado com tampao de corrida.

O valor IC5, para cada hidrolisado foi determinado por analise de regressao do
logaritmo da concentracdo do &cido hipurico liberado na reagdo (érea integrada no
eletroforegrama) em funcao da concentracdo de hidrolisado incubado na reagédo (mg/mL).

2.2.4 Atividade anti-hipertensiva in vivo

2.2.4.1 Protocolo experimental

Para o experimento biolégico, foram utilizados ratos machos espontaneamente
hipertensos (SHR) com 4 semanas de vida, provenientes do Centro de Bioterismo da
Unicamp (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas contendo
até cinco animais, em ambiente climatizado com temperatura de 24 + 1°C, 60 + 5% de
umidade relativa, com controle automatico do ciclo claro/escuro a cada 12 horas. Dieta
comercial (LABINA®) e agua foram fornecidas ad libitum.

Apo6s 10 semanas de aclimatagao, os SHR (14 semanas de idade, com pressao
arterial sistélica > 160 mmHg) foram pesados e divididos ao acaso em trés grupos de seis
animais cada (n=6): grupo experimental (E) recebeu 2mL da solu¢do de hidrolisado; grupo
controle negativo (CN), recebeu 2 mL de agua destilada; grupo controle positivo (CP),
recebeu o agente anti-hipertensivo lisinopril (20 mg/kg de peso corporal). A forma de
administracao das solugdes foi por gavagem. Os grupos foram revezados aleatoriamente,
com um periodo de descanso de uma semana entre os testes, até que todos os
hidrolisados comerciais fossem testados. A pressao arterial média (PA) foi medida antes
da administracdo dos hidrolisados (pressao basal), 1, 3 € 5 horas apés a gavagem (Figura
3).

Para cada hidrolisado, obteve-se uma curva dose-resposta de reducao da pressao
arterial dos ratos em funcéo da concentracéo do hidrolisado. As doses mais eficientes na
reducdo da pressdo arterial foram as utilizadas nas etapas subseglentes: estudo da
funcéo renal e experimento crénico.
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SHR
(n=18)
Grupo E Grupo CP Grupo CN
Hidrolisados Lisinopril H20 destilada
(n=6) (n=6) (n=6)

|

!

l

Medida da pressao arterial basal

|

Administracao oral - gavagem 2 mL/animal
l/ 1 hora

2 2 medida da pressao arterial
l 3 horas

3 2 medida da pressao arterial
l/ 5 horas

4 2 medida da pressao arterial

Figura 3. Fluxograma dos experimentos de determinacao da pressao arterial dos ratos

O protocolo para o ensaio experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Unicamp (Protocolo n. 807-1).

2.2.4.2 Medida da pressao arterial

A medida da PA foi realizada por pletismografia de cauda utilizando-se
eletroesfigmomandmetro e transdutor de som tipo Korotkoff (Narco Biosystems Inc. Austin
Tx), de acordo com o método indireto descrito por Lovenberg (1987).

Antes de proceder a medida da pressao arterial, os animais foram mantidos em
caixa aquecida a 40°C durante 5 minutos (Figura 4a). Em seguida os animais foram
imobilizados sobre uma placa de superficie aquecida a 37° C, onde foram realizadas trés
medidas consecutivas da pressao arterial caudal através de pletismografia e amplificacao
dos ruidos de Korotkoff por um transdutor fixado sobre a artéria caudal posterior, como
mostra a Figura 4b.

43



Capitulo 1

RAT TEMPERATURE
CONTROL UNIT

PROGRAMMED
LECTRO-SPHYGMOMANOMAEEI

Figura 4: Medida da pressao arterial. (a) Caixa para aquecer os ratos. (b) Aparelho para medir a
presséao arterial em ratos

2.2.4.3 Experimento crénico
Dois hidrolisados que apresentaram os melhores resultados na andlise de

atividade anti-hipertensiva in vivo foram novamente testados, agora com o objetivo de
avaliar o efeito a longo prazo desses produtos na pressao arterial de SHR.

44



Capitulo 1

Para o experimento cronico, foram utilizados 10 ratos machos com 28-32 semanas
de vida, seguindo as mesmas condicoes descritas na secdo 2.2.4.1. Neste caso os
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos contendo cinco animais (n=5),
sendo um grupo experimental, que receberam 2 mL da solucdo de hidrolisado e um grupo
controle, que recebeu agua.

O ensaio experimental foi desenvolvido com base nos procedimentos descritos por
Wu e Ding (2001). A administracdo oral dos hidrolisados por gavagem foi realizada
diariamente, obedecendo sempre 0 mesmo horario (entre 14:00 e 15:00 hs), durante um
periodo de 32 dias. A pressdo arterial média foi mensurada antes do inicio da
administracao dos hidrolisados (pressao basal) e a cada seis dias da administracao diaria
do hidrolisado. Vale ressaltar que a medida da pressao arterial dos animais foi realizada
sempre no periodo da manh3a, antes da gavagem dos hidrolisados, a fim de separar o
efeito agudo do crénico.

2.2.5 Estabilidade dos peptideos com atividade inibitéria da ECA a hidrélise com
enzimas gastrintestinais

Para verificar a estabilidade dos peptideos inibidores da ECA ao processo
digestivo no trato gastrintestinal, os hidrolisados foram submetidos a hidrélise com as
enzimas pepsina (P-7012:Sigma) e pancreatina (P-1625:Sigma) de acordo com o método
descrito por Vermeirssen et al. (2003b) com algumas adaptagbes. Solugbes dos
hidrolisados 4% (p/v) em HCI 2N (pH 2,5) foram equilibradas a 37° C, em banho-maria
sob agitacdo. Em seguida, foi adicionada solugdo de pepsina (relacdo enzima/substrato:
1:100 p/v). Apbs 2 horas de reacao, a solucdo foi neutralizada (pH 7,0) por adicdo de
NaOH 2N e imediatamente foi adicionada solugdo de pancreatina (relagao
enzima/substrato: 1:50 p/v). Ap6s 4 horas de digestdo com a pancreatina, a enzima foi
inativada em banho a 90°C durante 10 minutos, e em seguida a solugao foi resfriada,
congelada e liofilizada.

Os digeridos obtidos neste processo foram caracterizados (ver item 2.2.2), e

submetidos a andlise de atividade inibitéria da ECA in vitro (procedimento descrito na
secao 2.2.3).
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2.2.6 Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas foram apresentados como média +
desvio padrao e dos experimentos biolégicos como média * erro padrdo. Os dados
obtidos in vitro foram submetidos a analise de variancia ANOVA e teste de Tukey para
confronto entre as médias. Ja para os experimentos biolégicos, as diferengas entre as
médias foram analisadas pelo teste tde Student. O software Statistica for Windows (1995)

foi utilizado no intervalo de confianga de 95%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos hidrolisados

O teor de proteina, o grau de hidrélise e a osmolalidade dos hidrolisados
comerciais de caseina, proteinas do soro de leite, soja e gliten, antes e apds o
tratamento com as enzimas do trato gastrintestinal, estdo apresentadas nas Tabelas 1 e
2, respectivamente. Os teores de proteina de todos os hidrolisados analisados, apés a
hidrolise gastrintestinal, foram inferiores aos dos hidrolisados antes do tratamento
enzimatico. Esta diferenca deve-se a diluicdo causada pela adicdo de HCI e NaOH para
ajuste do pH no processo de hidrolise com as enzimas gastrintestinais. Pacheco, Amaya-
Farfan e Sgarbieri (2002) também reportaram diminuicdo do teor protéico apds hidrélise
enzimatica.

Tabela 1: Proteina bruta, grau de hidrélise e osmolalidade dos hidrolisados comerciais de
diferentes fontes protéicas.

Peso molecular Osmolalidade

Amostras Origem médio (Da)’ Proteina (%)’ GH (%)? (mOsm/kg H20)?
Hyprol 8052 Caseina <1000 (77 %) 83,71 £0,23 30,29 + 0,58 190,5+25
Hyprol 3301 Soro de leite <1000 (82 %) 72,83 +1,03 34,07 £ 0,77 231,5+05
Hyprol 4137  Glaten de Trigo <1000 (95 %) 75,04 £ 0,79 10,80 + 0,41 136 + 0,01

CE90ACE Caseina <1000 (87 %) 88,76 + 1,14 24,09 + 0,35 135,5+0,5

WE80BG Soro de leite < 500 (55 %) 86,50 + 0,21 28,00 £ 0,15 299 + 0,01

SE50BT Soja <500 (75 %) 52,80 £ 0,37 27,36 £ 0,07 213,5+15

! Dados fornecidos pelo fabricante

% Resultados apresentados como média de trés repeticdes + desvio padrao

Tabela 2: Proteina bruta, grau de hidrélise e osmolalidade dos hidrolisados comerciais de

diferentes fontes protéicas apds hidrdlise in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.

Osmolalidade

Amostras Origem Proteina (%) GH (%)’ (mOsm/kg Hz0 )"
Hyprol 8052 Caseina 78,03 £ 0,08 31,14 £ 0,60 5155+0,5
Hyprol 3301 Soro de leite 64,22 £ 0,61 35,00 £ 0,37 496,5+25
Hyprol 4137 Gluten de Trigo 62,47 £ 2,15 21,93+0,19 264 +1,0

CE90ACE Caseina 70,95 £ 0,54 33,13 £ 0,02 288 + 0,01

WE80BG Soro de leite 66,85 = 1,68 36,21 £ 0,01 370 + 0,01

SE50BT Soja 39,57 £ 0,70 35,27 £1,10 380+1,0

' Resultados apresentados como média de trés repeticdes + desvio padréo
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De maneira geral, o tratamento com as enzimas digestivas foi efetivo, resultando
em aumento do GH, indicando que houve hidrélise e peptideos menores e/ou
aminoacidos livres foram liberados. Os hidrolisados da caseina (Hyprol 8052) e do soro
de leite (Hyprol 3301) foram os Unicos que apresentaram comportamento diferente do que
foi observado para a maioria dos hidrolisados: apds a hidrélise gastrintestinal in vitro,
praticamente nao houve aumento no grau de hidrolise desses hidrolisados. O pequeno
aumento do grau de hidrélise dos hidrolisados Hyprol 3301 e Hyprol 8052, apés a
digestao gastrintestinal, comparado aos demais hidrolisados, pode ser explicado pelo alto
grau de hidrélise inicial desses produtos e/ou pela presenca de seqléncias de
aminoacidos ndo compativeis com a especificidade das enzimas digestivas utilizadas.

A osmolalidade de hidrolisados protéicos aumenta com o aumento do GH, mas
como para a digestao in vitro foi necessario adicionar HCl e NaOH para ajuste do pH, o
aumento observado da osmolaridade deve-se, em grande parte, a adicdo destes
reagentes, que foi diferente para os diferentes hidrolisados estudados. Os
macroelementos exercem efeito osmético pronunciado, condizente com a presenca de
determinadas moléculas de sais que sofrem dissociacao e, portanto potencializam seu
efeito osmotico por ion dissociado (Henriques e Rosado, 1999) .

A osmolalidade é determinante fundamental na aceitacao fisiolégica da dieta. Uma
carga osmolar adequada (até 400 mOsm/kg), se faz necessaria para que o alimento,
infundido diretamente por via nasogatrica ou nasoentérica seja tolerado pelo organismo
de animais e humanos (Henriques e Rosado,1999).

Como nao havia informagdes sobre a distribuicao de peso molecular dos
hidrolisados de colageno, a sua determinacao foi realizada por eletroforese (SDS-PAGE)
(Figura 5). O hidrolisado CHB apresentou distribuicido de peso molecular mais ampla e
com pesos moleculares mais altos que o que o CHS. A ultrafiltragdo do CHB com a
membrana de cut off 30-50 kDa pouco alterou a distribuicdo de peso molecular enquanto
que com as membranas de cut off 5-8 e 1-2 KDa fez com que as fracbes de alto peso

fossem eliminadas.
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Figura 5. Eletroforese SDS-PAGE dos hidrolisados de colageno bovino (a) e suino (b). Coluna 1 —
CHB; coluna 2 — Fragéo BP1; coluna 3 — Fragao BP2; coluna 4 — Fragdao BP3; coluna 5 — Padrdes;
coluna 6 - CHS; coluna 7 - Fragao SP1; coluna 8 — Fragdo SP2; coluna 9 — Fragédo SP3.

O grau de hidrélise das fracoes do colageno hidrolisado bovino e suino apresentou

aumento com a ultrafiltracdo, inversamente proporcional ao cut off da membrana,

indicando diminuicdo do tamanho médio dos peptideos presentes. Esta diminuicdo

refletiu-se na osmolalidade das fragdes, 0 que era esperado, ja que grau de hidrélise e

osmolalidade sao diretamente proporcionais (Tabela 3).

Tabela 3: Proteina bruta, grau de hidrélise e osmolalidade dos colagenos hidrolisados e suas
fracOes, antes e apds hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.

Antes da hidrélise com

Apo6s a hidrolise com

Amostras enzimas gastrintestinais enzimas gastrintestinais
Proteina (%)’ GH (%)’ (2;2;;?::::;1 Proteina (%) GH (%)’ (n(:(s;::/il::j; ]

CHB 90,80 £0,26 7,68+0,25 60,00+ 1,41 79,75+0,65 13,48+0,67 260,50+2,12
CHBP1 93,16 +0,58 7,61 £0,11 68,50 + 0,71 7765+1,71 13,64+0,95 320,00 +1,41
CHBP2  88,19+1,49 8,20+1,35 74,00 0,00 7554+0,9 1523+0,53 318,00 £ 0,00
CHBP3  93,75+0,15 8,61+0,11 110,50 + 0,71 87,47 +150 13,95+0,11 344,50 + 0,71

CHS 90,92+1,60 7,20+0,038 60,50+0,71 82,62+0,31 13,15+0,67 299,50 +2,12
CHSP1 93,01 £0,77 7,67 £ 0,11 68,50 + 0,71 81,74 +0,46 13,48+0,21 302,50 + 3,54
CHSP2 9241 +0,73 7,94 +0,11 77,00 £ 0,00 77,58 +0,01 14,61+0,88 297,50+2,12
CHSP3  92,79+0,86 8,20+0,78 87,50+ 0,71 86,10+ 0,39 14,07+0,55 324,00 + 1,41

! Resultados apresentados como média de trés repeti¢cdes * desvio padrao
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Assim como foi observado para os hidrolisados de outras fontes protéicas, apos a
hidrélise gastrintestinal in vitro, houve aumento do grau de hidrélise e osmolalidade, em
todos os produtos analisados, indicando que o tratamento enzimatico foi efetivo. Mesmo
apdés a hidrélise com as enzimas gastrintestinais, os valores de GH dos colagenos
hidrolisados foram inferiores aos dos outros hidrolisados estudados, indicando apenas
hidrélise parcial destes produtos.

Para avaliar a estabilidade dos hidrolisados a acdo das enzimas gastrintestinais,
foi utilizada a técnica de eletroforese capilar, que nos ultimos anos, tem se tornado um
dos mais poderosos instrumentos para analise de uma grande variedade de peptideos e
misturas protéicas. Além da alta eficiéncia, a eletroforese capilar oferece outras vantagens
na area de biotecnologia analitica, tais como baixissimo requerimento de quantidades de
amostra e rgpidas separagoes (Rodrigues e Li, 1999).

A separacao na eletroforese capilar é baseada na migracao diferenciada de
compostos idnicos ou ionizaveis, em um campo elétrico. Além da migragao eletroforética
dos ions, outro fenébmeno de migracdo ocorre na eletroforese, a eletroosmose, ou seja,
fluxo de solugdo induzido pelo campo elétrico, o qual confere a técnica parte de suas
caracteristicas de alta eficiéncia (Tavares, 1997). A caracterizacdo de hidrolisados por
eletroforese capilar realizada em condicées éacidas (pH 2,5), garante que todos os
peptideos e aminoacidos livres estejam protonados e migrem na mesma direcao (Janini et
al., 1999).

A comparagao dos eletroforegramas dos hidrolisados comerciais antes e apds o
tratamento com as enzimas gastrintestinais (Figuras 6 a 11), com excecao do hidrolisado
SE50BT, mostra que houve reducéo na intensidade de picos de maior tempo de elui¢ao,
com concomitante aparecimento de novos picos com menor tempo de elui¢do (Figuras 6
a 10). Como a migracdo é dependente da relacdo carga/ massa dos peptideos, a
migracao de peptideos em tempos menor indica a formacdo de peptideos de menor
massa molecular (Panyam e Kilara, 1996). O perfil eletroforético do hidrolisado de caseina
CE90ACE apés o tratamento enzimatico (Figura 9) foi o que apresentou alteragcdes mais
evidentes da clivagem dos peptideos pelas enzimas gastrintestinais, com o aparecimento
ou aumento da area de picos com eluigao entre 12 e 17 minutos. Outras alteragées, como
desaparecimento de alguns picos de eluicdo, entre 17 a 25 minutos, também foram
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observadas nos eletroferogramas dos hidrolisados da caseina (Hyprol 8052) e do soro de
leite (WE80BG) apds o tratamento com as enzimas gastrintestinais (Figuras 6 e 10).
Interessante notar que os hidrolisados que sofreram pequena ou nenhuma alteracao no
GH com a hidrdlise gastrintestinal, Hyprol 8052 e Hyprol 3301, apresentaram alteracdes
em seu perfil eletroforético.

Os eletroforegramas do hidrolisado de soja SES50BT (Figura 11) apresentam
grande similaridade entre os perfis, sugerindo que esse hidrolisado possa ser resistente a
hidrélise pelas enzimas do trato gastrintestinal. Wu e Ding (2002) também observaram
poucas alteragdes no perfil eletroforético do hidrolisado de soja antes e apés o tratamento
com as enzimas pepsina e pancreatina. Todavia, o hidrolisado SE50BT obteve aumento
de quase 30% no GH apé6s hidrélise com as enzimas gastrintestinais, porém nao
apresentou alteracdo em seu perfil eletroforético. Esses resultados contraditérios podem
ser decorrentes de um erro analitico da caracterizag@o por eletroforese capilar e/ ou do
grau de hidrolise.

Estudos anteriores tém sugerido que pequenos peptideos apresentam menor
susceptibilidade a hidrélise pelas proteases gastricas (Grimble et al., 1987; Matews e
Payne, 1980). Porém, as alteracdes no perfil eletroforético dos hidrolisados Hyprol 8052,
Hyprol 3301, Hyprol 4137, CE9QOACE e WE80BG devido a hidrélise gastrintestinal in vitro
indicam que esses hidrolisados de baixo peso molecular ndo séo resistentes a estas
enzimas (Figuras 6a 10).
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Figura 6: Eletroforegramas do hidrolisado Hyprol 8052: (a) antes e (b) apds a hidrélise
gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 7: Eletroforegramas do hidrolisado Hyprol 3301: (a) antes e (b) apdés a hidrélise
gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 8: Eletroforegramas do hidrolisado Hyprol 4137: (a) antes e (b) apdés a hidrélise
gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 9: Eletroforegramas do hidrolisado CE90ACE: (a) antes e (b) ap6s a hidrélise gastrintestinal
in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 10: Eletroforegramas do hidrolisado WEB0BG: (a) antes e (b) apds a hidrélise gastrintestinal

in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 11: Eletroforegramas do hidrolisado SE50BT:
in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Os eletroforegramas dos hidrolisados de colagenos e suas fracoes estdo
apresentados nas Figuras 12 a 19. Quanto menor o peso molecular das fragcdes, menor
foi o tempo de eluicdo inicial dos peptideos. O hidrolisado suino e suas fracdes
apresentaram picos com tempo de eluicio menores que 0s de origem bovina.
Comparando-se os eletroforegramas dos hidrolisado bovino e suino e suas fragcdes antes
e apds a hidrélise com as enzimas pepsina e pancreatina, observaram-se que houve
aumento do numero de picos entre 5 e 9 minutos de eluicdo e aparecimento de novos
picos entre 10 e 15 min. A liberacdo de grupos amino, devido a clivagem das ligacdes
peptidicas, que aumenta a carga e diminui o peso molecular dos peptideos,
possivelmente contribuiu para a diminuicdo do tempo e migragao dos peptideos para o

catodo.
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Figura 12. Eletroforegramas do colageno hidrolisado bovino, (a) antes e (b) ap6s a hidrélise
gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 13. Eletroforegramas do colageno hidrolisado bovino fracdo P1, (a) antes e (b) apds a
hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 14. Eletroforegramas do colageno hidrolisado bovino fracdo P2, (a) antes e (b) apds a
hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 15. Eletroforegramas do colageno hidrolisado bovino fragdo P3, (a) antes e (b) apés a
hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 16. Eletroforegramas do colageno hidrolisado suino, (a) antes e (b) ap6s a hidrélise
gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 17. Eletroforegramas do colageno hidrolisado suino fragao P1, (a) antes e (b) apds a
hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 18. Eletroforegramas do colageno hidrolisado suino fragao P2, (a) antes e (b) apds a
hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.
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Figura 19. Eletroforegramas do colageno hidrolisado suino fracdo P3, (a) antes e (b) apds a
hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina.

3.2 Medida da atividade inibitoria da ECA in vitro

Na Figura 20 estdo apresentados os eletroforegramas da reagao entre a ECA e
seu substrato sintético HHL sem inibicdo (Figura 20a), onde se observa a formagao do
produto da reagao, o acido hipurico (AH). Na reacdo em que houve adicdo de um dos
hidrolisados, neste caso o WE80BG, verificou-se a reducao da area do produto da reacao
(Figura 20b), com o aumento da concentragao de hidrolisado adicionado a reagao.
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Figura 20: Eletroferograma da reagao entre a ECA e HHL sem inibigao (a); e com inibicao parcial
induzida pela adigao de 0,08 mg/ml do hidrolisado WE80BG (b).
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O valor IC5, para cada hidrolisado foi determinado por andlise de regressao do
logaritmo da concentracdo do acido hipurico liberado na reacdo (area integrada no
eletroforegrama) em funcao da concentragdo de hidrolisado adicionado a reagao (Figura
21).
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Figura 21: Determinagédo do valor ICsy pela analise de regressao do logaritmo da area do &cido
hiparico em fungéo da concentragcdo do hidrolisado WE80OBG. Os resultados correspondem a
média dos valores obtidos em duplicata.

A capacidade dos hidrolisados comerciais de inibir a ECA, avaliada antes e apds a
hidrélise gastrintestinal in vifro, estd apresentada na Figura 22. Antes da hidrélise, os
hidrolisados do soro de leite, WE8B0OBG e Hyprol 3301, e o hidrolisado da caseina
CE90ACE foram os que apresentaram maior poténcia inibitéria da ECA, com 1Cs 0,15
mg/ml, 0,18 mg/ml e 0,20 mg/ml, respectivamente. Os demais hidrolisados analisados
obtidos de trés diferentes fontes protéicas, apresentaram atividade inibitéria da ECA

similares, com 1Cso em torno de 0,60 mg/mL.
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Figura 22: Valor de ICso (mg proteina/mL) obtido para os hidrolisados comerciais antes e apés a
hidrélise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina. Hidrolisados comerciais:
Hyprol 8052 — caseina, Hyprol 3301 — soro de leite, Hyprol 4137 — glutén de trigo, CEQOACE -
caseina, WE80BG — soro de leite e SE50BT — soja. Os resultados correspondem a média dos
valores obtidos em duplicata.

Pesquisadores tém reportado valores de ICs, semelhantes aos obtidos no presente
estudo, para diferentes tipos de hidrolisados protéicos: de soro de leite ICsp= 0,40 mg
proteina/mL (Costa et al., 2006); leite fermentado, ICs= 0,14 mg proteina/mL (Hernandez-
Ledesma et al., 2005); feijao, 1Cs= 0,64 mg proteina/mL (Li et al.,2005); grao-de-bico,
ICs0= 0,18 mg proteina/mL (Yust et al.,2003); soja, |ICso= 0,34 mg proteina/mL (Wu e Ding,
2002) e ervilha, IC5= 0,23 mg proteina/mL (Vermeirssen et al., 2003a). Alguns autores,
como Wu e Ding (2002) e Hyun e Shin (2000), consideram como hidrolisados de alta
atividade inibitéria da ACE aqueles que apresentam ICg, abaixo de 0,1 mg/mL, e como
inibidores de atividade moderada, os hidrolisados com valores de ICs, na faixa de 0,50

mg/mL.

O tratamento enzimatico com pepsina e pancreatina praticamente nao alterou a
atividade inibitéria da ECA dos hidrolisados do gluten de trigo (Hyprol 4137) e do soro de
leite (WEBOBG). Nos hidrolisados da caseina (Hyprol 8052) e soro de leite (Hyprol 3301)
houve uma discreta redugao na atividade inibitéria da ECA apés a hidrélise gastrintestinal
in vitro. Esses resultados indicam que os peptideos inibidores da ECA dos hidrolisados
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Hyprol 4137, WE80BG, Hyprol 8052 e Hyprol 3301 possam ter sido resistentes a hidrélise
gastrintestinal ou ter sido transformados pela hidrélise com pepsina e pancreatina em
outros peptideos ativos e/ou inativos.

Na Figura 23 estdo apresentados a capacidade de inibir a ECA dos colagenos
hidrolisados bovino e suino, avaliada antes e ap6s a hidrélise gastrintestinal in vitro com
as enzimas pepsina e pancreatina. Todos os hidrolisados apresentaram capacidade de
inibir a ECA, embora em diferentes graus. O colageno hidrolisado bovino nao fracionado
(CHB) foi mais eficiente que o colageno suino hidrolisado nao fracionado (CHS) para inibir
a ECA. A ultrafiltracdo afetou de modo positivo, aumentando a poténcia inibitéria,
principalmente para os permeados do colageno suino hidrolisado, que apresentaram
aproximadamente o dobro da atividade inibitéria do hidrolisado original. N&o houve
alteracdo na atividade inibitéria das fracbes P1 e P2 do hidrolisado bovino, quando
comparado ao hidrolisado original ndo fracionado, no entanto, a fragdo P3 apresentou
atividade inibitéria mais potente entre todos os hidrolisados analisados (ICsy = 5,42
mg/mL). Kim et al. (2001) também obtiveram fragdo com valor ICs, duas vezes mais
potente ao submeter o colageno bovino hidrolisado a ultrafiltragdo em membrana de cut-
off 1kDa.
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Figura 23: Valor de ICsy (mg proteina/mL) obtido para os hidrolisados de colageno de origem
bovina e suina antes e ap6s a hidrolise gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e
pancreatina. Colagenos hidrolisados: CHB — bovino nao fracionado; CHBP1 — bovino fragdo P1;
CHBP2 - bovino fragdo P2; CHBP3 — bovino fragdo P3; CHS — suino nao fracionado; CHSP1 —
suino fracdo P1; CHSP2 — suino fracdo P2; CHSP3 - suino fragcdo P3. Os resultados
correspondem & média dos valores obtidos em duplicata.
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Valores de 1Csp menores aos obtidos no presente estudo, foram observados por
Byun e Kim (2001) em extrato de gelatina hidrolisado pela alcalase (ICsq = 0,84 mg/mL),
por Saiga et al. (2003) no colageno hidrolisado de galinha (ICso = 1,1 mg/mL), por Fahmi
et al. (2004) no colageno hidrolisado de peixe (ICso = 0,57 mg/mL) e por Kim et al. (2001)
para o colageno bovino hidrolisado pela alcalase (ICso = 0,92 mg/mL).

Apo6s a hidrélise com pepsina e pancreatina, houve aumento de mais de trés vezes
na atividade inibitéria da ECA de todos os produtos estudados, exceto do CHBP3 e
CHSP2, onde o acréscimo foi menor (Figura 23). Este efeito pode ser explicado pelo
aumento da liberacao de peptideos de maior afinidade com os dominios da ECA, pelas

enzimas do trato gastrintestinal.

3.3 Atividade anti-hipertensiva in vivo

Os resultados do efeito da administragdo oral dos hidrolisados comerciais na
pressdo arterial de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), em comparacado aos
grupos controle que receberam agua e a droga lisinopril estdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24: Comportamento da pressao arterial média de SHR apés a administragdo oral de trés
diferentes doses do hidrolisado Hyprol 8052 (a), Hyprol 3301 (b), Hyprol 4137 (c), CEQOACE (d),
WE80BG (e) e SE50BT (f), em comparagcdo com 0s grupos controles que receberam agua e
lisinopril_(*p<0,05 vs PA basal, teste ) (** p<0,01 vs PA basal, teste t). Resultados apresentados
como média de 6 animais + erro padrao.

Para cada hidrolisado, foram testadas trés diferentes doses, escolhidas com base
na literatura cientifica pesquisada e de acordo com experimentos prévios realizados. Os
hidrolisados Hyprol 8052, Hyprol 3301 e Hyprol 4137 foram administrados aos animais,
por via oral, nas concentracbes de 250, 500 e 1000 mg de hidrolisado/kg de peso
corporal. Ja para os hidrolisados CE90ACE, WEB0BG e SE50BT foram utilizadas doses
de 100, 250 e 500 mg de hidrolisado/kg de peso corporal.
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Todos os hidrolisados estudados foram capazes de promover reducdo
estatisticamente significativa da pressao arterial dos animais. Os hidrolisados CE90ACE
(caseina) e WEBOBG (soro de leite) foram os mais eficientes na reducao da PA dos ratos,
produzindo efeito hipotensor mais intenso e prolongado (Figura 24). Estes dois
hidrolisados também foram os que apresentaram os menores valores de ICsy, que
correspondem a maior poténcia na inibicao da ACE (Figura 22).

A administracdo oral (100 mg/kg de peso corporal) do hidrolisado da caseina
(CE90ACE) promoveu reducao significativa da pressdo em relacdo a pressdo basal do
grupo, de 25 mmHg (p= 0,0014) ap6s 3 horas, e de 21,33 mmHg (p= 0,0040) apés 5
horas da ingestdao. O hidrolisado do soro de leite (WE80BG) apresentou desempenho
semelhante, na redugéo da pressao arterial dos animais. Este hidrolisado induziu reducao
estatisticamente significativa, de 21,33 mmHg (p=0,0007), 5 horas depois da
administracao oral. Além disso, a reducao da pressao arterial induzida pelos hidrolisados
CE90ACE e WES8OBG foi estatisticamente igual aos resultados obtidos pelo grupo que
recebeu a droga lisinopril.

De forma menos pronunciada do que os hidrolisados CEQOACE e WEB80BG, o
hidrolisado do soro de leite (Hyprol 3301) reduziu a pressao arterial dos animais de
176,33 mmHg para 155 mmHg, apés 1 hora, e para 158,50 mmHg, apds 3 horas.

Esses resultados estdo de acordo com a literatura, que destaca o potencial das
proteinas do leite como fontes precursoras de peptideos inibidores da ECA. Segundo
Meisel (1998), a composicdo dos peptideos que se formam durante a digestdo das
proteinas do leite no trato gastrintestinal pode ser um dos fatores que explicam os
melhores efeitos anti-hipertensivos exercidos por hidrolisados do soro de leite e da
caseina, em relagdo a hidrolisados obtidos de outras fontes protéicas.

Do ponto de vista da composicdo aminoacidica, a caseina € uma proteina de
carater hidrofébico, contendo elevada concentragdo de prolina. Ja as proteinas do soro
apresentam elevadas concentragcbes dos aminoacidos triptofano, cisteina, leucina,
isoleucina e lisina (Sgarbieri, 2004; Sgarbieri,1996). De acordo com Wu e Ding (2002), os
inibidores preferenciais da ACE sdo aqueles peptideos que contém aminoacidos
dicarboxilicos na posicdo N-terminal além de residuos de aminodcidos com cadeia
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ramificada, como valina e isoleucina. Segundo Pihlanto-Leppala et al. (2000), também é
desejavel que no lado C-terminal dos peptideos estejam presentes os residuos de
aminoacidos hidrofobicos - triptofano, tirosina, fenilalanina e prolina.

O hidrolisado da soja (SE50BT) também apresentou moderada atividade anti-
hipertensiva em SHR, promovendo reducgao significativa da pressao de 18,55 mmHg apés
3 horas, permanecendo neste valor 5 horas apds a administracao oral. J& o hidrolisado
Hyprol 8052 foi capaz de reduzir significativamente a pressao arterial por até 3 horas apds
a administracado oral (250 mg/kg de peso corporal), de 179,5 mmHg para 159 e 170
mmHg, respectivamente. Apds 3 horas, a pressao arterial dos animais mostrou tendéncia
a elevacado, sendo que 5 horas ap6s a administracdo, a diferenca da PA nao foi
significativa, quando comparada a pressao basal do grupo.

O hidrolisado do gluten de trigo (Hyprol 4137) foi o que apresentou pior
desempenho in vivo, induzindo a menor redugc&o, embora ainda significativa, na pressao
arterial dos SHR.

Resultados similares utilizando hidrolisados protéicos comerciais foram obtidos por
Murakami et al. (2004), a exemplo dos hidrolisados de caseina (CE90STL e CE90GMM)
que promoveram um decréscimo significativo da pressdo de 20,7 e 18 mmHg,
respectivamente, apds 6 horas de administracdo oral; hidrolisados do soro de leite
(WE80BG e WE80M) que reduziram significativamente a pressao dos ratos em 21,2 e
18,8 mmHg, respectivamente; e o hidrolisado do gluten de trigo (WGE80GPN) que induziu
uma reducao de 17 mmHg, apds 6 horas de administragao oral nos animais.

De modo geral, a redugcdo na pressao arterial dos SHR foi inversamente
proporcional ao aumento da concentragéo do hidrolisado. Para os hidrolisados CEQOACE
e WEB80BG, que apresentaram melhor atividade anti-hipertensiva in vitro e in vivo, as
menores doses foram as mais efetivas na redugéo da presséo arterial (100 e 250 mg/kg
de peso corporal, respectivamente). Esses resultados sdo opostos aos obtidos por Kapel
et al. (2005) que verificaram apés a administracdo de 100, 300 e 500 mg/kg de peso
corporal do hidrolisado de alfafa, uma redugcdo da pressdo arterial diretamente
proporcional ao aumento da dose. Wu e Ding (2001) também observaram comportamento
dose-dependente de reducao da pressao arterial de SHR, ap6s a administracao de trés
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diferentes doses (100, 500 e 1000 mg/kg de peso corporal) do hidrolisado de soja, sendo
que a concentracdo de 1000 mg/kg de peso corporal foi a que induziu o maior efeito
hipotensor.

A explicagdo para os diferentes resultados em relagdo a dose-resposta pode ser
encontrada no estudo da farmacocinética. Modelos farmacodindmicos e farmacocinéticos
sdo geralmente aplicados com o objetivo de selecionar a melhor dose e intervalos de
aplicacado de diversos tipos de substancias. Entretanto, estudos clinicos com agentes anti-
hipertensivos demonstram que essa nao é uma tarefa facil. Variagcoes circadianas, efeito
placebo, assim como variabilidade nas respostas dos grupos estudados contribuem para
aumentar a complexidade dos modelos farmodindmicos (Zannad, 1995).

Sob estes aspectos, a duragédo do bloqueio do sistema renina angiotensina pelos
inibidores da ECA pode parecer a primeira vista o pardmetro ideal para estudos
farmacodinamicos. Porém, algumas pesquisas mostram que a atividade da ECA no
plasma ndo esta correlacionada com a queda da pressao arterial, sugerindo dessa forma
que podem existir outros mecanismos envolvidos na reducédo da presséo arterial pelos
agentes anti-hipertensivos (Zannad, 1995).

Para os colagenos hidrolisados, a curva dose-resposta foi realizada apenas para
os hidrolisados CHB e CHSP1 e os resultados estdo apresentados na Figura 25. A dose
de 500 mg/kg de peso corporal foi a mais efetiva tanto para o colageno hidrolisado bovino
quanto para o colageno hidrolisado suino na reducao da pressao arterial dos SHR e, por
esse motivo, foi utilizada para os todos os produtos na avaliagdo da atividade anti-
hipertensiva in vivo.
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Figura 25: Curva dose-resposta da redugao da PA em ratos espontaneamente hipertensos para os
hidrolisados CHB e CHSP1, ap6s 3 horas da administracao oral (*p<0,05 vs PA basal, teste ).
Resultados apresentados como média de 6 animais + erro padréo.

Na Figura 26 estdo apresentados os resultados do efeito da administragédo oral do
colageno hidrolisado bovino e suino e de suas fragdes na pressdo arterial de SHR. O
colageno hidrolisado bovino (CHB) nado reduziu significativamente (p>0,05) a pressao
arterial dos animais ao longo do periodo experimental; ja as suas fragcdes apresentaram
capacidade de induzir reducao significativa na pressao arterial. A fracdo P1 (CHBP1) foi a
mais eficiente, reduzindo a pressdo em 21,16 mmHg, 5 horas ap6s a administracdo oral
(p =0,027) e a fracdo P3 (CHBP3), de menor peso molecular, foi a de menor eficiéncia na

reducao da pressao arterial dos animais.
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Figura 26. Efeito da administragao oral (500 mg/kg de peso corporal) dos hidrolisados de colageno
bovino (a) e suino (b) e de suas fragoes na pressao arterial de SHR, em comparagdo com o0s
grupos controles que receberam agua e lisinopril_(*p<0,05 vs PA basal, teste ) (** p<0,01 vs PA
basal, teste f). Colagenos hidrolisados: CHB — bovino néo fracionado; CHBP1 — bovino fragao P1;
CHBP2 — bovino fragdo P2; CHBP3 — bovino fragdo P3; CHS — suino nao fracionado; CHSP1 —
suino fracdo P1; CHSP2 — suino fragdo P2; CHSP3 - suino fracdo P3. Resultados apresentados
como média de 6 animais + erro padrao.

O hidrolisado de colageno suino nao fracionado nao alterou a pressao arterial dos
animais, estando em consonéncia com o resultado de inibicdo da ECA in vitro realizado
antes da hidrélise pelas enzimas gastrintestinais, que o indicou como o hidrolisado de
menor poténcia inibitéria. As fracoes obtidas por ultrafiliragcao foram capazes de promover
alteracdes significativas na pressao arterial dos animais (Figura 26), o que também foi

observado in vitro.

Assim como foi observado para o CHBP1, o CHSP1 também promoveu a maxima
reducéo na pressao arterial dos animais, de 193,7 + 3,8 mmHg para 167,8 £ 7,9 mmHg (p
= 0,02) 1 hora apés da administracao oral. A pressao arterial do grupo apéds 5 horas foi
176,6 + 2,9 mmHg (p = 0,0002), resultado ainda significativamente mais baixo que a

pressao basal dos animais.
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Dentre os hidrolisados analisados in vivo, o CHSP3 induziu efeito mais prolongado
na reducdo da pressao arterial dos ratos 5 horas apés a administracao oral, 22,0 + 3,4

mmHg da pressao basal do grupo (p = 0,002).

Em todos os experimentos, a droga lisinopril induziu nos animais um forte efeito
hipotensor, cerca de 40 mmHg, inferior ao reportado por Suetsuna (1998) para o efeito de
captopril, 50 mmHg. O grupo controle, que recebeu agua, ndo apresentou alteracdes
significativas na pressao arterial durante o periodo experimental.

Resultados mais expressivos sobre a atividade anti-hipertensiva da gelatina e
derivados in vivo foram encontrados por Saiga et al. (2003). Nesse estudo, a
administracdo oral de 1g/kg de peso corporal do colageno de galinha nao tratado e
tratado com protease bacteriana (Aspergillus) foi capaz de promover forte efeito
hipotensor in vivo, induzindo reducao significativa de 50 e 40 mmHg, respectivamente, na
pressao arterial de SHR.

Todas as fracdes dos colagenos hidrolisados bovino e suino, obtidas por
ultrafiltracdo, apresentaram maior atividade anti-hipertensiva in vivo do que os
hidrolisados nao fracionados. Segundo Pihlanto-Leppéla (2001), a maioria dos peptideos
com atividade inibitéria da ECA apresenta baixo peso molecular, geralmente até 12
residuos de aminodcidos. A partir desta observacao, a ultrafiltragdo com membranas tem
sido aplicada como um método para concentrar peptideos com atividade anti-hipertensiva,
como observado por Fujita et al. (1995). Estes autores apds a ultrafiltracdo do extrato
“Katsuobushi” (pescado desidratado) em membrana de 3kDa, obtiveram um permeado
com o dobro da atividade anti-hipertensiva em SHR, quando comparado ao hidrolisado

integral.

Ao comparar os resultados obtidos in vivo com os valores de ICsy antes e apds a
hidrélise gastrintestinal, observou-se que nao houve concordancia entre a eficiéncia em
inibir a ECA in vitro e a redugado da pressao arterial in vivo dos hidrolisados protéicos
(Figuras 27 e 28), exceto para o colageno hidrolisado suino (CHS) antes da hidrélise

gastrintestinal (Figura 28).
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Figura 27: Comparacgéao entre os resultados in vitro x in vivo. (1) Valores de 1Cs, (Mg proteina/mL)
obtidos para os hidrolisados comerciais antes (a) e depois (b) da hidrélise gastrintestinal in vitro
com as enzimas pepsina e pancreatina. (2) Mudancas na pressao arterial de ratos SHR apés 5
horas da administragéo oral dos hidrolisados (*p<0,05 vs PA basal, teste ) (** p<0,01 vs PA basal,
teste f). Letras iguais indicam mesmo nivel de significancia e letras diferentes indicam diferenca
estatistica p<0,05 (teste Tukey).Ver materiais e métodos para codificagdo das amostras.

Todos os hidrolisados protéicos comerciais promoveram igual efeito anti-
hipertensivo in vivo (p> 0,05), porém apresentaram diferentes capacidades de inibicao da
ECA in vitro, evidenciada por diferentes valores de 1Cs,. O hidrolisado do gluten de trigo
(Hyprol 4137) promoveu redugdo na pressao arterial semelhante ao hidrolisado do soro
de leite (Hyprol 3301), entretanto apresentou capacidade inibitéria da ECA
aproximadamente trés vezes maior que o hidrolisado Hyprol 3301 (Figura 27a).

A hidrolise gastrintestinal in vitro piorou a capacidade de inibicao da ECA dos
hidrolisados CE90ACE e SE50BT, que acabaram apresentando os mais altos valores de
ICs. Contudo, esses hidrolisados induziram forte efeito hipotensor, similar ao efeito
apresentado pelo hidrolisado WE80BG com valor ICs= 0,16 mg proteina/mL (Figura 27b).
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Figura 28: Comparacao entre os resultados in vitro x in vivo. (1) Valores de 1Csy (mg proteina/mL)
obtidos para os colagenos hidrolisados bovino e suino antes (a) e depois (b) da hidrélise
gastrintestinal in vitro com as enzimas pepsina e pancreatina. (2) Mudangas na pressao arterial de
ratos SHR apés 5 horas da administragao oral dos hidrolisados (*p<0,05 vs PA basal, teste t) (**
p<0,01 vs PA basal, teste ). Letras iguais indicam mesmo nivel de significancia e letras diferentes
indicam diferenga estatistica p<0,05 (teste Tukey). Ver materiais e métodos para codificagdo das
amostras.

O colageno hidrolisado suino nao fracionado (CHS) foi o Unico produto em que foi
observada correlacado dos resultados in vitro e in vivo, apresentando a menor atividade
inibitéria da ECA e o menor efeito hipotensor in vivo dentre os hidrolisados analisados
antes do tratamento enzimdtico. Por outro lado, o CHBP3 que apresentou o menor valor
ICs0, OU seja, a maior atividade inibitéria da ECA in vitro, ndo foi capaz de promover forte
redugao na pressao arterial de ratos SHR. Observou-se também que os hidrolisados
CHSP3 e CHBP1 que apresentaram valores maiores de ICsy foram os produtos que
produziram maior efeito hipotensor in vivo (Figura 28a).

Apb6s a hidrélise in vitro, o hidrolisado de colageno bovino ndo fracionado

apresentou maior atividade inibitéria da ECA entre os hidrolisados analisados,
aproximadamente duas vezes mais que o CHBP1, resultados opostos aos obtidos por
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avaliacdo da atividade in vivo. Adicionalmente, ndo houve diferenga entre os valores de
ICs para os hidrolisados CHBP1 e CHS, porém o CHS nao foi capaz de produzir reducao
significativa da PA dos SHR, enquanto que o CHBP1 foi um dos produtos mais eficientes
na reducdo na pressao arterial dos animais (Figura 28b).

As diferengas entre os resultados in vitro e in vivo, podem ter ocorrido devido a
clivagem proteolitica adicional dos hidrolisados durante e apds a absorcao intestinal.
Segundo Vermeissen, Camp e Verstraete (2004), ha inUmeras barreiras no corpo
humano, tais como a absorgdo intestinal e a degradacao pelas peptidases séricas, que
podem ativar ou inativar os peptideos bioativos antes de sua ligacdo ao sitio da ECA.

A dificuldade na absorgao dos peptideos ativos de hidrolisados de elevado tamanho
molecular pode ser um dos fatores que influenciaram no fraco efeito hipotensor in vivo,
observado para os colagenos hidrolisado bovino e suino ndo fracionado. Segundo
Clemente (2000), a absorcdo de hidrolisados protéicos na forma de dipeptideos e
tripeptideos é mais rapida e eficaz quando comparada a proteina intacta ou a
aminoacidos livres, principalmente em situacdes de estresse, reducdo da area de
absorc¢éao intestinal ou comprometimento das fungbes digestivas.

De acordo com Vermeirssen et al. (2003b), a simulacdo do tratamento
gastrintestinal promoveria a formacdo de peptideos anti-hipertensivos que seriam
resistentes ao ataque enzimatico posterior. Assim como foi observado para os
hidrolisados comerciais de baixo peso molecular, os resultados obtidos nesta pesquisa
indicam que o efeito pode ser variavel, em alguns casos melhorando a atividade dos
hidrolisados, e reduzindo em outros. Predizer o efeito dessas enzimas em hidrolisados
contendo peptideos de tamanho e sequiéncias variadas é praticamente impossivel, sendo
o experimento in vivo um método mais confidvel para avaliar a atividade biol6gica desses

hidrolisados.

Na literatura cientifica pesquisada, somente foram encontrados resultados da
avaliagdo da resisténcia de hidrolisados as enzimas do trato gastrintestinal em
experimentos in vitro, sem a confirmagao do efeito in vivo (Gémez Ruiz, Ramos e Recio,
2004; Hernandez-Ledesma et al., 2004; Vermeirssen et al., 2003; Wu e Ding, 2002).

Porém os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que a aplicacdo da digestao

73



Capitulo 1

gastrintestinal in vitro unicamente nao é capaz de predizer sobre a atividade biolégica dos
hidrolisados. Além disso, outros mecanismos podem estar envolvidos com o decréscimo
da pressao arterial produzido pela acido dos peptideos, o que levaria também a uma nao

correlacdo dos resultados in vitro e in vivo.

3.3.1 Experimento Crénico

Dentre os produtos analisados, o hidrolisado do soro de leite (WE80BG) e a fracao
P1 do colageno bovino (CHBP1), por terem induzido forte efeito hipotensor in vivo ap6s 5

horas da administragdo oral, foram escolhidos para o experimento crdnico.

Para avaliar o efeito a longo prazo da administracdo oral dos hidrolisados
WES80BG e CHBP1, utilizou-se as concentracoes de 250 e 500 mg/kg de peso corporal,
respectivamente, que de acordo com os testes anteriores foram as doses mais efetivas na
reducao da pressao arterial dos animais.

Na Figura 29 estdo apresentados os resultados do efeito da administracdo oral
crénica dos hidrolisados WE80BG e CHBP1. A administrag@o oral do hidrolisado do soro
de leite (WE80BG) promoveu uma reducdo progressiva da pressao arterial dos SHR,
comparada a pressdo basal deste grupo. Na primeira semana de administragdo do
hidrolisado, a reducédo na pressao arterial foi discreta, porém estatisticamente mais baixa
que a do grupo controle. Apds 2 semanas de tratamento, um forte efeito hipotensor foi
observado, com uma redugéo significativa de 20,60 mmHg da pressao arterial, reducao
esta que praticamente foi mantida até o final do periodo experimental (Figura 29a).

De forma menos pronunciada do que o hidrolisado WE80BG, o hidrolisado CHBP1
também foi capaz de induzir reducao significativa da pressao arterial dos animais. No
inicio do experimento, a média da pressao arterial dos dois grupos, controle (que recebeu
agua) e experimental (que recebeu CHBP1) foi similar. O efeito significativo na reducao
da pressao arterial foi observado no 11° e 18° dias do inicio do tratamento (p<0,05),
embora nao tenha sido observada diferenca estatistica nas duas Ultimas semanas de
tratamento, quando comparado aos valores basais. No entanto, ao final do experimento, a
presséo arterial do grupo experimental foi estatisticamente mais baixa que a do grupo
controle (p = 0,03) (Figura 29b).
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Figura 29: Comportamento da pressédo arterial média de ratos SHR apds a administracdo oral
cronica do hidrolisado WEBOBG (a) e CHBP1 (b), em comparacdo com o grupo controle que
recebeu agua. (*p<0,05 vs PA basal, teste f) (** p<0,001 vs PA basal, teste {) (# p<0,05 vs grupo
controle,teste {).. Resultados apresentados como média de 5 animais * erro padrao.

Fahmi et al. (2004) pesquisaram o efeito da administragéo crénica do hidrolisado
de colageno de peixe. Ap6s um més de administragao oral diaria de 300 mg/kg de peso
corporal de hidrolisado, os autores observaram um decréscimo significativo da pressao
arterial de SHR (=40 mmHg), superior ao encontrado para o hidrolisado de colageno
bovino (CHBP1).

Em estudo de administracao cronica de leite fermentado, Sipola et al. (2002) s6
detectaram o efeito na presséo arterial de SHR apés 6 semanas de tratamento, enquanto
que Fujita, Yamagami e Ohshima (2001), observaram reducgéo significativa da pressao
arterial de humanos, com 4 semanas de administracdo de hidrolisado de pescado
submetido a ultrafiltragdo por membrana de cut-off 3kDa.

No estudo apresentado por Wu e Ding (2001), a administracdo oral diaria de 100
mg/kg de peptideos derivados da proteina de soja induziu um decréscimo significativo na
pressao arterial de SHR (38 mmHg), ap6s um més de tratamento. Em outro estudo de

administracao cronica, Yoshii et al. (2001) avaliaram o efeito da administrac@o oral diaria
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de 500 mg/kg de peso corporal de oligopeptideos da gema do ovo de galinha, na pressao
arterial de SHR. Apds 12 semanas de administracdo, esses autores observaram que a
pressao arterial sistolica e diastélica dos ratos tratados foi aproximadamente 10% menor
que a dos ratos do grupo controle, que receberam agua.

Vale ressaltar que para a realizacdo do experimento crénico com os hidrolisados
WES80BG e CHBP1 foram utilizados SHR com 28-32 semanas de vida. Segundo Marczak
et al. (2003), o efeito hipotensor de peptideos inibidores da ACE em SHR velhos (com
idade > 28 semanas) é menor do que em ratos jovens (com idade < 20 semanas),
sugerindo que o efeito anti-hipertensivo promovido pela administragdo cronica desses
hidrolisados possa ser maior do que os resultados apresentados nesse trabalho.
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4. CONCLUSOES

A hidrélise gastrintestinal in vitro promoveu efeito variavel sobre a atividade
inibitéria da Enzima Conversora de Angiotensina dos hidrolisados protéicos comerciais.
Os hidrolisados de maior peso molecular, colagenos hidrolisados bovino e suino,
apresentaram aumento significativo da potencia inibitéria da ECA. Por outro lado,
observou-se reducao na capacidade de inibir a ECA dos hidrolisados com menor peso
molecular como os hidrolisados da caseina (Hyprol 8052 e CE90ACE), soro de leite
(Hyprol 3301) e soja (SE50BT).

Ao comparar os resultados obtidos in vivo com os valores de ICsy antes e apés a
hidrolise gastrintestinal, observou-se que nao houve concordancia entre a eficiéncia em

inibir a ECA in vitro e a redugéo da presséo arterial in vivo dos hidrolisados.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sugerem que as enzimas gastrintestinais
exercem grande influéncia sobre atividade anti-hipertensiva dos hidrolisados protéicos
comerciais, podendo aumentar ou diminuir o efeito hipotensor in vivo. Contudo, predizer o
efeito dessas enzimas em hidrolisados contendo peptideos de tamanho e seqiiéncias
variadas é praticamente impossivel, sendo o experimento in vivo um método mais

confiavel para avaliar a atividade bioldgica desses hidrolisados.
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AVALIACAO DO EFEITO DOS HIDROLISADOS PROTEICOS COMERCIAIS NA
FUNCAO RENAL DE RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS

RESUMO

Os rins estao diretamente relacionados com o controle da hipertensao arterial sistémica
por secretarem a angiotensina Il, que é o substrato sintético da ECA, além do controle da
reabsorcdo ou secrecao de NaCl. A maioria das ac¢des conhecidas da angiotensina Il é
mediada pela ativagao de receptores do tipo AT, incluindo vasoconstricdo, antinatriurese,
secrecao de aldosterona, ativagdo simpética, inibicao da sintese de renina e crescimento
e proliferacao celular. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de
hidrolisados protéicos comerciais na funcao renal de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR). Para este estudo, foram escolhidos o hidrolisado de caseina (CE90ACE) e as
fracoes P1(PM< 30-50kDa) do colageno hidrolisado bovino (CHBP1) e suino (CHSP1),
por terem induzido forte efeito hipotensor em SHR. Para avaliar a influéncia dos
hidrolisados na fisiologia renal foram realizadas as seguintes medidas: depuracao
plasmatica de creatinina endbégena (clearance de creatinina) para estimar a taxa de
filtracdo glomerular (TFG), e o clearance de litio para estimar a manipulagéo tubular
proximal de sédio nos animais. A administragao oral do hidrolisado CEQOACE promoveu
reducéo significativa da TFG e induziu maior excre¢cdo de sodio pds-proximal, quando
comparada ao controle que recebeu agua. Por outro lado, os hidrolisados CHBP1 e
CHSP1 apresentaram valores de clearance de creatinina similares ao grupo que recebeu
agua e diferentes do grupo que recebeu o lisinopril. Apdés a administracdo oral dos
hidrolisados CHBP1 e CHSP1 nao houve diferenga na reabsorcao de sédio (p>0,05) entre
0s animais dos grupos experimentais e controle. Esses resultados sugerem que o
mecanismo pelo qual o hidrolisado CE90ACE induz a diminui¢gdo da presséo arterial nos
SHR ndo é o mesmo pelo qual atua os hidrolisados de colageno CHBP1 e CHSP1. Por
ndo ter promovido alteragdes significativas na fungéo renal dos SHR, o efeito hipotensor
dos hidrolisados CHBP1 e CHSP1 pode ser mediado por outros mecanismos, além do
sistema renina-angiotensina.
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ASSESSMENT OF THE EFFECT OF COMMERCIAL PROTEIN
HYDROLYSATES ON KIDNEY FUNCTION IN SPONTANEOUSLY
HYPERTENSIVE RATS

ABSTRACT

The kidneys are directly involved in the control of systemic blood pressure since they
secrete angiotensin Il, the synthetic substrate for ACE, in addition to controlling the
reabsorption or secretion of NaCl. The majority of the known actions of Angiotensin Il are
mediated by the activation of type AT receptors, including vasoconstriction, antinatriuresis,
aldosterone secretion, sympathetic activation, inhibition of rennin synthesis and cell
proliferation. The objective of the present study was to assess the influence of commercial
protein hydrolysates on the kidney function of spontaneously hypertensive rats (SHR). The
casein hydrolysate (CEQOACE) and the P1 fractions (PM<30-50 kDa) of bovine (BCHP1)
and porcine (PCHP1) collagen hydrolysates were chosen for this study, since they induced
a strong hypotensive effect of SHR. To evaluate the influence of the hydrolysates on
kidney physiology were taken the following measurements: endogenous plasmatic
creatinine clearance to estimate the glomerular filtration rate (GFR), and lithium clearance
to estimate the proximal tubular sodium handling in the animals. The oral administration of
the hydrolysate CEQOACE promoted a significant reduction in GFR and induced greater
post-proximal sodium excretion when compared to the control that received only water. On
the other hand, the hydrolysates BCHP1 and PCHP1 presented creatinine clearance
values similar to those of the group that received water and different to those of the group
that received lisinopril. After the oral administration of the hydrolysates BCHP1 and
PCHP1, there was no difference (p>0.05) between the experimental and control groups of
animals with respect to sodium reabsorption. These results suggest that the mechanism
by which the hydrolysate CEQOACE induces a decrease in blood pressure in SHR is not
the same as that by which the collagen hydrolysates BCHP1 and PCHP1 act. Since they
failed to promote significant alterations in the kidney function of SHR, the hypotensive
effect of the hydrolysates BCHP1 and PCHP1 could be mediated by other mechanisms

apart from the rennin-angiotensin system.
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1. INTRODUCAO

A hipertensao arterial € uma doencga poligénica que resulta de anormalidades dos
mecanismos de controle da pressdo arterial. Grande numero de substancias
biologicamente ativas pode interagir com diferentes sistemas fisiolégicos de maneira
complexa e com redundancia para garantir a homeostasia cardiovascular (Ribeiro e
Floréncio, 2000).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) desempenha importante
funcdo na regulagao da pressao arterial e na manutencao do equilibrio hidroeletrolitico. A
angiotensina Il atua como principal mediador do SRAA e a hiperatividade desse sistema
tem sido relacionada com o desenvolvimento da hipertensdo e de outras formas de
doencgas cardiovasculares e renais. Os agentes que bloqueiam farmacologicamente o
SRAA reduzem a pressao por mecanismos diversos, como reducdo da atividade
vasoconstritora da angiotensina Il, aumento na concentracdo de bradicinina, redugéo do
tbnus simpatico, melhora da funcdo endotelial e remodelacdo estrutural dos vasos
sanguineos (Santos, Fagundes e Silva, 2000).

O rim tem como fungao primaria a filtragdo do sangue, com isso ele participa da
manutencdo do meio extracelular, necessario para o funcionamento das células do
organismo, excreta produtos do metabolismo e ajuda a excrecdo urinaria da agua e
eletrélitos. Outras fungbes sdo: a secrecao de hormdnios que participam da regulagcéao
hemodindmica renal e sistémica, tais como a renina, aldosterona, angiotensina II,
prostaglandinas e a bradicinina, além da producao de eritropoetina, que regula a sintese
de glébulos vermelhos e de regular o metabolismo ésseo (Silbernagl e Despopoulos,
2003).

O néfron é a unidade basica funcional do rim, composta pelo glomérulo e por um
sistema tubular que reabsorve e secreta varias substancias até a formacao da urina que é
expelida pelo ducto coletor. Pela reabsorcao, os rins controlam a excreg¢ao de agua e sais
de acordo com a necessidade do organismo, mantendo constantes o volume e a
osmolaridade do espaco extracelular (Guyton e Hall, 2001).
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Variagbes da pressao arterial provocam efeitos significativos sobre a excregcao
renal de 4gua e de sédio. Estes efeitos sdo denominados diurese por pressao e natriurese
por pressao e sdo cruciais para a regulacdo da pressao arterial e dos volumes dos
liquidos corporais. A diurese de pressao se refere ao efeito da pressédo sanguinea elevada
aumentar o volume urindrio excretado, enquanto a natriurese de pressao significa o
aumento da excrecao de sddio provocado pela elevagao da pressao sanguinea (Guyton e
Hall, 2001).

Dessa forma, os rins estdo diretamente relacionados com o controle da
hipertensao arterial sistémica por secretarem a angiotensina Il, que é o substrato sintético
da ECA, além do controle da reabsorcdo ou secrecao de NaCl. A maioria das acdes
conhecidas da angiotensina Il € mediada pela ativagdo de receptores do tipo AT, incluindo
vasoconstricdo, antinatriurese, secrecao de aldosterona, ativacdo simpatica, inibicado da
sintese de renina e crescimento e proliferagao celular (Carvalho et al., 2005).

No rim, a angiotensina Il causa constrigdo das arteriolas eferentes, aumentando a
resisténcia dos capilares glomerulares ao fluxo de sangue. Isto eleva a pressao
hidrostatica glomerular, ao mesmo tempo em que reduz o fluxo sanguineo renal,
aumentando levemente a filtragdo glomerular e causando aumento da reabsorcéo de
s6dio e agua. Ja a aldosterona aumenta a reabsor¢cdo de sédio, especialmente nos
tibulos coletores corticais. A reabsor¢cdo de sédio aumentada também é associada a
reabsorcdo maior de agua e a secrecdo de potassio. Inversamente, a supressdo da
formacdo de angiotensina e aldosterona diminui a filtracdo glomerular e a reabsorgao
tubular, permitindo que os rins excretem quantidades maiores de sédio (Guyton e Hall,
2001). Estudar a fungao renal é importante porque a influéncia de drogas ou substancias
pode ser facilmente visualizada pela alteracdo desses mecanismos.

Nesta etapa do trabalho, pesquisou-se a influéncia dos hidrolisados de caseina
(CE90ACE), colageno bovino fracao P1 (CHBP1) e colageno suino fracao P1(CHSP1) na
funcédo renal de ratos espontaneamente hipertensos. De acordo com os resultados do
capitulo 1, os hidrolisados CE90ACE, CHBP1 e CHSP1 por terem promovido um forte
efeito hipotensor in vivo, foram escolhidos para o estudo da fungéo renal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Estudo da funcao renal

Os métodos utilizados para avaliar a influéncia do hidrolisado na fisiologia renal
foram: medida de depuracao plasmatica de creatinina endégena (clearance de creatinina)
para estimar a taxa de filtragdo glomerular, e o clearance de litio para estimar a

manipulacao tubular proximal de s6dio nos animais.

Para o ensaio experimental, foram utilizados 15 ratos machos espontaneamente
hipertensos, provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB/UNICAMP). Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas contendo até cinco animais, em ambiente
climatizado com temperatura de 24 + 1°C, 60 + 5% de umidade relativa, com controle
automatico do ciclo claro/escuro a cada 12 horas. Dieta comercial (LABINA®) e agua
foram fornecidas ad libitum.

Apébs 10 semanas de aclimatacdo, os SHR (14 semanas de idade, com pressao
arterial sistélica > 160 mmHg) foram divididos aleatoriamente em trés grupos de cinco
animais (n=5) da seguinte forma: grupo experimental (E), recebeu solugio de hidrolisado;
grupo controle negativo (CN), recebeu agua destilada; grupo controle positivo (CP),
recebeu o agente anti-hipertensivo lisinopril (20 mg/kg de peso corporal). Durante o
experimento, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais, sem
restricdo de movimentos (Figura 1).

A filtracdo glomerular e a manipulagéo renal de sddio foram estimadas durante 120
minutos. Doze a 14 horas antes dos testes funcionais, foi administrado aos animais
cloreto de litio na dose 0,06 mEg/100g de peso corporal por gavagem, deixando-os em
jejum, mas com livre acesso a agua. Apos este periodo, os animais receberam agua por
gavagem em um volume correspondente a 5 % do peso corporal, seguida de uma nova
administracao de igual volume apés 60 minutos. As amostras de sangue foram coletadas
via vasos da cauda, sob anestesia com éter etilico ou por puncgao cardiaca na ocasiao do
sacrificio.
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Figura 1: Gaiola metabdlica

Dosagem de litio, sodio, potassio e creatinina

As concentragcbes plasmaticas e urinarias de litio, so6dio e potassio foram
determinadas por fotometria de chama (Micronal, B262, Sao Paulo) e os resultados foram
expressos em mEqg/L. As concentragbes de creatinina foram determinadas
espectofotometricamente (Espectofotometro digital B342 I1lI, Instruments Laboratory,
Genesys V, Lexington, MA, USA) pela técnica do picrato alcalino (Xavier; Magalhaes e
Gontijo, 2000). Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Metabolismo Hidro-
Salino (NMCE/ FCM).

Calculo das variaveis para o estudo da funcao renal
Apbs a determinacado das concentracoes dos eletrélitos e creatinina, as seguintes

variaveis foram calculadas:
Volume urinario: V'

O volume urinario dos animais, coletado em duas horas, foi expresso em
pL/min/100g de peso corporal.
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Filtracao glomerular: FG ou Ccr
A medicgao foi realizada pelo clearance de creatinina, calculado segundo a férmula:

UCr xV
Cr=
I:>Cr
onde:
Ucr = concentragao de creatinina na urina em mg/dl;
Pcr = concentragédo de creatinina no plasma em mg/dl;

V= volume urinario em uL/min

Fracao da excrecao de sddio: FEy,
A fracao de excrecao de sodio foi calculada segundo a férmula:

UNa xV
FEna=—— x 100
IDNa X CCr

onde:

Una = concentragd@o de sédio na urina em mEg/L;
V= volume urinério em pyL/min

Pna = concentragcao de sédio no plasma em mEqg/L;

Cqr = clearance de creatinina

Fracao de excrecao proximal de sédio: FEPy,
A frag@o de excregao proximal de sodio foi calculada pela férmula:

CLi
FEPna=—— x 100
CCr

onde:
Cy = clearance de litio em pyL/min
Cc: = clearance de creatinina
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Fracao da excrecao pos-proximal de sédio: FEPPy,

A fracao de excregao pos-proximal de sédio foi calculada pela férmula:

CNa
FEPPNa = x 100
CLi

onde:
Cna = clearance de sédio em pL/min
Cy = clearance de litio em pyL/min

Fracao da excrecao de potassio: FEk
A fracdo de excrecao de potassio foi calculada segundo a féormula:

UKXV‘
FEk=— x100
PKXCCr

onde:

Uk = concentracdo de sédio na urina em mEq/L;
V= volume urinério em pL/min

Pk = concentragao de sodio no plasma em mEg/L;
Ccr = clearance de creatinina

2.2 Anadlise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média + erro padrdo e
submetidos a analise de variancia ANOVA e teste de Bonferroni para confronto entre as
médias. O software Statistica for Windows (1995) foi utilizado no intervalo de confianca de
95%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os hidrolisados analisados no capitulo 1, os hidrolisados de colageno
bovino (CHBP1) e suino (CHSP1), obtidos apés ultrafiltragcdo em membrana de 30kDa, e
o hidrolisado da caseina (CE90ACE) foram os que induziram maior redugédo na pressao
arterial dos animais. O CHBP1 produziu decréscimo significativo de 21,16 mmHg apés 5
horas da administracédo oral de 500 mg/kg de peso corporal do hidrolisado. Ja 0 CHSP1
promoveu reducdo de 25,83 e 21,94 mmHg, respectivamente, apdés 1 e 3 horas da
ingestdo por via oral. O hidrolisado CE90ACE induziu efeito hipotensor similar,
promovendo decréscimo de 25 mmHg apés 3 horas e 21,33 mmHg apds 5 horas da
administracdo oral de 100 mg/kg de peso corporal do hidrolisado.

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) € uma variavel influenciada pela: pressao
arterial, que funciona como pressao de filtracdo na entrada do glomérulo; pela superficie
de filtragdo, que depende do niumero de néfrons intactos nos rins; e pela permeabilidade
do filtro glomerular a 4gua. Assim, se a pressao arterial diminuir, o fluxo sangiineo é
reduzido e a TFG também diminui. Caso a pressao arterial sistémica caia abaixo de 80
mmHg, a filtragao glomerular é interrompida (Guyton e Hall, 2001).

Para medir a TFG, a creatinina endégena pode ser utilizada como substancia
indicadora, uma vez que esta é filtrada livremente, ndo sendo reabsorvida nem secretada,
portanto sua depuragao pode ser considerada como depuragio do volume plasmatico, por
unidade de tempo (Silbernagl e Despopoulos, 2003).

Na Figura 2 estdo apresentados os valores para o clearance de creatinina, ou taxa
de filtracdo glomerular (TFG), apés a administracdo oral dos hidrolisados CE90ACE,
CHBP1 e CHSP1. O grupo que recebeu o hidrolisado da caseina CE9Q0ACE, apresentou
reducao significativa da TFG, quando comparada ao controle que recebeu agua, e
estatisticamente similar a induzida pela droga lisinopril. A reducdo da TFG indica que a
reducdo da pressao arterial influenciou diretamente a fungao renal, ja que esta funciona
como pressao de filiragdo na entrada do glomérulo. Os grupos que receberam as fragdes
derivadas do colageno bovino e suino apresentaram valores de clearance de creatinina

similares ao grupo que recebeu agua e diferentes do grupo que recebeu o lisinopril.
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Figura 2: Taxa de filiragdo glomerular estimada pelo clearance de creatinina ap6s a administragéo
dos hidrolisados CE90ACE (100 mg/kg de peso corporal), CHBP1 e CHSP1 (500 mg/kg de peso
corporal) (*p<0,05 versus Agua, **p<0,05 versus Lisinopril, test Bonferroni). Resultados
apresentados com média de 5 animais + erro padréo.

A magnitude da excrecao de diferentes substancias na urina representa a soma
algébrica de trés processos renais: filtracdo glomerular, reabsorcado de substancias dos
tubulos renais para o sangue e secrecao de substancias do sangue para os tubulos
renais. Cada um destes processos é regulado de acordo com as necessidades do corpo.
Por exemplo, quando ha excesso de sédio no corpo, a filtragdo do s6dio aumenta e uma
menor parcela do sédio filtrado € reabsorvida, resultando num aumento de excregao
urinaria de sédio. Na verdade, variagdes na filtragao glomerular e na reabsorcao tubular
usualmente atuam de maneira coordenada para produzir as alteragdes necessarias na

excrecao renal (Guyton e Hall, 2001).

No organismo humano, em média, 99% da quantidade de sddio que é filtrada é
reabsorvida, ou seja, a fragdo de excrecdo de sodio (FEy,) corresponde a
aproximadamente 1%. A fracdo de excrecdo de sédio e as demais variaveis (fracao de
excrecao proximal; fracdo de excrecao pos-proximal e excre¢ao de potassio), dosam a
ocorréncia de reabsor¢cdo ou secrecdo de eletrélitos ao longo dos ductos do néfron
(Silbernagl e Despopoulos, 2003).

Nao houve diferenga estatistica na reabsorcao de sbédio entre os animais dos

grupos experimentais e controle (Figura 3). A administragao oral do hidrolisado CE90ACE
foi a que promoveu maior excrecdo de sédio. A inducdo da excrecdo de sodio traz
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beneficios ao organismo, ja que a longo prazo a retencao deste eletrélito pode implicar no
desenvolvimento da hipertensdo arterial. Por outro lado, a reabsor¢cdo de sodio mais
acentuada foi observada no grupo que recebeu o hidrolisado CHBP1. O aumento da
reabsorcao de sddio pode ter ocorrido como mecanismo contra-regulatério do organismo,

em resposta a reducao da pressao arterial induzida pelo hidrolisado.
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Figura 3: Fracdo de excrecdo de sédio ap6s a administragdo dos hidrolisados CE90ACE (100
mg/kg de peso corporal), CHBP1 e CHSP1 (500 mg/kg de peso corporal). Resultados
apresentados com média de 5 animais + erro padrao.

A excreg¢ao de sbédio no tubulo proximal foi maior para o grupo que recebeu o
medicamento lisinopril, apesar da menor TFG. Neste caso, o resultado apresentado pelo
grupos que receberam os hidrolisados foram similares ao do grupo controle que recebeu
agua (Figura 4).
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Figura 4: Fracdo de excregao proximal de s6dio apés a administragado dos hidrolisados CE9OACE
(100 mg/kg de peso corporal), CHBP1 e CHSP1 (500 mg/kg de peso corporal) (*p<0,05 versus
Agua, test Bonferroni). Resultados apresentados com média de 5 animais  erro padréao.

Em relacdo a excrecdo de sodio péds-proximal (FEPPy,), a administracdo do
hidrolisado CE90ACE induziu um aumento significativo da FEPPy,, quando comparado
aos demais grupos analisados, sendo estatisticamente diferente do grupo controle que
recebeu agua (Figura 5).
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Figura 5: Fracdo de excrecdo pos-proximal de sodio apdés a administragdo dos hidrolisados
CE90ACE (100 mg/kg de peso corporal), CHBP1 e CHSP1 (500 mg/kg de peso corporal) (*p<0,05
versus Agua, test Bonferroni). Resultados apresentados com média de 5 animais * erro padrao.
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Como a angiotensina Il tem vérios efeitos importantes no aumento da reabsorgao
tubular de sédio, nivel reduzido de angiotensina Il diminui a reabsor¢ao tubular de sédio e
agua, aumentando assim a excreg¢ao de sédio e agua. Depois do bloqueio da formagao de
angiotensina Il, como ocorre apés a administracdo de um inibidor da ECA, h4 uma perda
inicial de s6dio e agua, mas a queda da pressido sanguinea compensa este efeito e a
excregao de sodio é novamente restaurada ao normal (Guyton e Hall, 2001).

Apesar da redugédo na TFG apresentada pelo hidrolisado CE90ACE (Figura 2), a
FEn. € FEPPy, foram maiores, quando comparado aos grupos que receberam os demais
hidrolisados e agua. Este resultado é interessante porque o efeito do hidrolisado
CE90ACE na pressao arterial ndao foi minimizado pelos mecanismos contra-regulatérios.

A fracdo de excrecao de potassio (FEx) média varia de 2% a 150% do volume
filtrado, isso porque o potassio pode ser secretado no tdbulo distal. Quanto maior a
reabsorcdo de sédio, maior a excre¢do de potassio, ja que na maioria das vezes esse
processo é mediado através do transporte ativo promovido pela enzima Na/K-ATPase,
que bombeia sbdio da célula para o sangue e potassio na direcado contraria (Silbernagl e
Despopoulos, 2003).

Na Figura 6 estdo apresentados os resultados da excre¢ao de potéassio. Observa-
se que o efeito apresentado pelos grupos experimentais foi similar ao do grupo controle
que recebeu agua, ao passo que com o medicamento lisinopril, houve um aumento da
excrecao do potassio.
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Figura 6: Fracdo de excregao de potassio apds a administrag@o dos hidrolisados CE90ACE (100
mg/kg de peso corporal), CHBP1 e CHSP1 (500 mg/kg de peso corporal) (*p< 0,05 versus Agua,
test Bonferroni). Resultados apresentados com média de 5 animais * erro padrao.

A reducao significativa da pressao arterial dos SHR apdés a administragcdo do
hidrolisado de caseina (CE90ACE), promoveu reducdo na taxa de filiracdo glomerular,
determinada pelo clearance de creatinina, quando comparada ao grupo controle. Efeito
semelhante sobre o clearance de creatinina e a pressao arterial, foi reportado por Costa et
al. (2005) ap6s a administragao intraperitoneal do hidrolisado protéico de soro de leite em
SHR. Neste estudo, os autores também observaram forte efeito anti-natriurético, como
mecanismo compensatério do organismo, em resposta a diminuicdo da pressao arterial, o
que nao foi observado para o hidrolisado CE90ACE. Ao contrario, os resultados obtidos
mostraram que a administragdo do hidrolisado CE90ACE induziu maior excregao de
sédio, indicando um efeito positivo, jA que uma elevada reabsorcao de sédio pelo tdbulos

renais acarreta retengao de agua e conseqientemente aumento da pressao arterial.

Esses resultados indicam que o efeito hipotensor apresentado pelo hidrolisado
CE90ACE possa ser mediado pelo sistema renina-angiotensina através da inibicado da
ECA. Segundo Guyton e Hall (2001) tanto o efeito direto da angiotensina sobre o rim
quanto seu efeito através da aldosterona sdo importantes no controle da presséao arterial,
pois resultam em retencdo de sal e agua, produzindo elevacdo crbnica da pressao
arterial.

Por outro lado, os hidrolisados CHBP1 e CHSP1 apresentaram valores de
clearance de creatinina similares ao grupo que recebeu agua e diferentes do grupo que
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recebeu o lisinopril. Wu e Ding (2001) também observaram respostas diferentes em
relacdo a atividade anti-hipertensiva do hidrolisado de soja e 0 medicamento captopril.
Nesse estudo, os autores avaliaram o efeito in vivo da atividade da ECA no soro, na aorta
e no pulmao de SHR. Ap6s um més de administracdo diaria dos peptideos da soja néo foi
observado efeito significativo sobre a atividade da ECA no soro, na aorta € no pulmao,
quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, a administracdo do captopril
promoveu aumento significativo da atividade da ECA no soro e reducao na atividade da
ECA na aorta, sugerindo que o hidrolisado de soja e a droga captopril possam atuar por
diferentes mecanismos anti-hipertensivos. Estudos anteriores indicam que a
administracao de inibidores da ECA pode levar ao aumento nos niveis plasmaticos da
ECA (Fyhrquist, Horting e Gronhagen-Riska, 1982; Kohzuki et al., 1991). Porém, o
mecanismo envolvido com o aumento da atividade da ECA no soro apds a administracao
continua de captopril, ainda nao é conhecido (Wu e Ding, 2001) .
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4. CONCLUSOES

O hidrolisado da caseina (CE90ACE) induziu uma reducgéo na filtragdo glomerular
dos animais e promoveu maior excre¢ao de s6dio na por¢cao pos-proximal do ducto renal,
provavelmente devido a um efeito vasodilatador, decorrente da inibicdo da ECA.

Os demais hidrolisados analisados, CHBP1 e CHSP1, nao induziram alteracbes
significativas na funcao renal dos animais, sugerindo que o efeito dos colagenos
hidrolisados na reducdo da pressao arterial possa ser mediado por outros mecanismos,

além do sistema renina-angiotensina.
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CONCLUSOES GERAIS

>

Os hidrolisados protéicos com baixo peso molecular apresentaram maior
poténcia inibitéria da Enzima Conversora de Angiotensina em comparagao
com os colagenos hidrolisados bovino e suino e suas fragdes, tanto antes
como apéds a digestao gastrintestinal in vitro.

Independente da fonte protéica, todos os hidrolisados analisados foram
capazes de induzir reducdo significativa da pressao arterial de ratos
espontaneamente hipertensos, exceto os colagenos hidrolisados bovino (CHB)
e suino (CHS) nao fracionados. Os hidrolisados da caseina (CE9Q0ACE), soro
de leite (WE80BG), colageno bovino (CHBP1) e colageno suino (CHSP1 e
CHSP3) foram os produtos mais eficientes em reduzir a pressao arterial de
ratos espontaneamente hipertensos, apesar de apresentaram peso
moleculares diferentes.

A ultrafiltragao dos colagenos hidrolisados implicou em aumento da poténcia
inibitéria da Enzima Conversora da Angiotensina, bem como maior eficiéncia

em reduzir a pressao arterial dos animais;

A administragao oral crénica dos hidrolisados WE80BG e CHBP1 induziu uma
reducao progressiva e significativa da pressdao arterial de ratos
espontaneamente hipertensos, comparada a pressao basal deste grupo.

O hidrolisado CE90ACE induziu uma redugao na filtracdo glomerular dos
animais, provavelmente devido a um efeito vasodilatador e promoveu maior
excrecdo de sédio na porgdo péds-proximal do ducto renal. Os demais
hidrolisados analisados, CHBP1 e CHSP1, ndo induziram alteracdes
significativas na funcéo renal dos animais, indicando que o efeito destes
hidrolisados na reducdo da pressdo arterial possa ser mediado por outros

mecanismos, além do sistema renina-angiotensina.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sugerem que as enzimas gastrintestinais

exercem grande influéncia sobre atividade anti-hipertensiva dos hidrolisados protéicos
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comerciais, podendo aumentar ou diminuir o efeito hipotensor in vivo. Porém, a aplicacao
da digestao gastrintestinal in vitro unicamente ndo é capaz de predizer sobre a atividade
biolégica dos hidrolisados, pois além da digestdo gastrintestinal ha outros fatores e/ou
mecanismos que podem estar envolvidos com o decréscimo da pressao arterial produzido
pela acdo dos peptideos, o que levaria também a uma nao correlagcdo dos resultados in

vitro e in vivo.
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