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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica ocorre quando mecanismos fisiolégicos de controle
da presséao se encontram ineficientes. Essa condi¢ao afeta 32,5% de adultos no Brasil.
Devido a disfungao arterial contribuir para a hipertensao, a procura por novos agentes
que possuam atividade nos vasos se mantém foco de muitos estudos. Dessa maneira,
os efeitos vasculares de peptideos derivados de alimentos tém sido amplamente
investigados. Dentre eles, peptideos derivados do soro de leite sdo descritos como
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA). O presente estudo teve como
objetivo investigar a hipétese de que metodologias de digestdo in vitro poderiam
potenciar o efeito vasodilatador de peptideos derivados de soro de leite. Além do mais,
0 mecanismo de acado envolvido nesta atividade vasodilatadora foi explorado em
vasos de condutancia e resisténcia, em ratos. Nossos resultados revelaram que as
fragdes de hidrolisado de soro de leite submetidas a digestédo in vitro (denominado
HDE) exerceram relaxamento concentragao-dependente com maior poténcia em aorta
e artérias mesentéricas, quando comparado a hidrolisados nao digeridos. Ademais, o
relaxamento maximo induzido por HDE foi reduzido de 94 + 7% em anéis com
endotélio intacto, para 10 £ 9% em anéis sem endotélio funcional, indicando que esse
relaxamento € dependente de endotélio. Notavelmente, a incubagao de anéis de aorta
com 50 ug/mL de HDE n&o interferiu na resposta contratil & angiotensina Il apos
adicdo de angiotensina |, sugerindo que nao ha atividade inibitéria sobre a ECA. Por
outro lado, o relaxamento vascular induzido por HDE em aorta foi abolido por L-NAME
(inibidor das sintases de oxido nitrico), c-PTIO (sequestrador de NO) e ODQ (inibidor
da guanilato ciclase soluvel, bem como pelo TEA (bloqueador de canais de potassio
ativados por calcio). Por outro lado, apesar do ODQ bloquear o relaxamento induzido
por HDE em artérias de resisténcia, apenas uma inibicdo parcial foi obtida apos
incubacdo com L-NAME. Além disso, em artérias mesentéricas, o TEA nao foi capaz
de reduzir a atividade de HDE. Esses achados confirmam a hipétese de que produtos
obtidos apds digestao de hidrolisados de soro de leite induzem vasorrelaxamento com
maior poténcia comparado com hidrolisados nao digeridos. Esse efeito ndo parece ser
relacionado a inibicdo da ECA e ocorre de maneira dependente de endotélio. Apesar
da diferenga encontrada, o relaxamento induzido por HDE é ao menos em parte
relacionado a ativagdo da via da via NO/guanilato ciclase em aorta e artérias de
resisténcia. S4o necessarios estudos adicionais para explorar a eficacia desses
produtos em modelos in vivo.

Palavras-chave: hipertensao, peptideos, whey protein, 6xido nitrico, endotélio.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension occurs when physiological mechanisms of blood
pressure control are ineffective. This condition affects about 32,5% of adults in Brazil.
Because arterial dysfunction contributes to hypertension, the search for new agents
with activity in vessels remains the focus of several studies. In this way, the vascular
effects of food-derived peptides have been widely investigated in the last decades.
Among them, peptides derived from whey protein are described as inhibitors of
angiotensin-converting enzyme (ACE). The present study was designed to investigate
the hypothesis that in vitro digestion approaches could potentiate the vasodilatory
effects of whey protein-derived peptides. Besides, the mechanism of action involved
in such vasodilatory action was further explored in both conductance (aorta) and
resistance (small mesenteric) arteries from rats. Our results revealed that the whey
protein hydrolysed fractions subjected to in vitro digestion (here named HDE) present
enhanced concentration-dependent vasodilatory effect in both aorta and small
mesenteric arteries, compared with non-digested hydrolysates. Besides, the maximal
relaxation induced by HDE was reduced from 94 + 7% in endothelium-intact to 10 +
9% in endothelium-denuded aortic rings, indicating that this relaxation was highly
dependent on endothelial function. Notably, the previous exposure of aortic rings to 50
ug/mL HDE did not prevent angiotensin ll-mediated contractile responses obtained
after addition of angiotensin |, suggesting the lack of any inhibitory effect on ACE
activity. On the other hand, HDE-induced vascular relaxation in aortic rings was
abolished by L-NAME (a nitric oxidase synthase inhibitor), c-PTIO (a nitric oxide
scavenger), and ODQ (a soluble guanylate cyclase inhibitor), as well as by TEA (a
non-selective calcium-activated potassium channel blocker). Differently, although
ODAQ did block the relaxation induced by HDE in small mesenteric arteries, only partial
inhibition was found after incubation with L-NAME. Moreover, in these resistance
arteries, TEA failed to reduce the activity of HDE. These findings confirm the
hypothesis that products obtained after digestion of whey protein hydrolysates can
induce vascular relaxation with enhanced potency, compared with non-digested
products. This effect does not appear to be associated with ACE inhibition and occurs
in an endothelium-dependent manner. Moreover, despite the differences found, HDE-
induced relaxation is at least in part associated with the activation of the nitric
oxide/guanylate cyclase pathway in both conductance and resistance arteries.
Additional experiments must be carried out to explore the efficacy of these products in
in vivo models.

Keywords: hypertension, peptides, whey protein, nitric oxide, endothelium.
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1 INTRODUGAO

1.1 Mecanismos de regulagéo da presséao arterial

A pressao arterial € controlada por diversos mecanismos fisioldgicos, sendo
capazes de gerar efeitos a curto, médio e longo prazo, conforme resumido na Figura
1. Os mecanismos de curto prazo corrigem pequenas mudangas momentaneas de
pressao, enquanto que os de meédio prazo controlam mudangas que ocorrem por um
periodo maior, e os de longo prazo levam ao controle e equilibrio da pressao por
meses e anos (Waghmare; Srivastava, 2016) .

Dentre os mecanismos de controle a curto prazo esta o reflexo dos
barorreceptores, que estao localizados no sino carotideo e arco adrtico, os quais, com
a elevacao da pressao arterial mandam impulsos ao centro vasomotor, levando a
diminui¢cdo do tonus simpatico nos vasos e coragao. Também se pode destacar os
quimiorreceptores, que sao sensiveis a hipdxia tecidual e como resposta levam ao
estimulo do centro vasomotor e respiratério, aumentando a pressao arterial, o débito
cardiaco e a frequéncia respiratoria. Além desses dois mecanismos, também existe a
resposta isquémica do sistema nervoso central (SNC), que ¢é ativada quando ha uma
queda mais acentuada da pressdo arterial, e conseguinte a isquemia do centro
vasomotor no bulbo, resultando em estimulacdo do sistema nervoso simpatico
(Manning; Norman, 1972; e Waghmare; Srivastava, 2016).

Ja no que tange os mecanismos de controle de médio prazo, um deles é através
do deslocamento de fluido capilar, em que o aumento da pressdo causa uma
transferéncia do fluido capilar para o meio extracelular, levando a diminuicdo de
volume plasmatico e consequentemente, da pressao arterial. Além disso, também ha
o relaxamento por estresse circulatério, que acontece quando ha uma elevacéo da
pressao arterial por aumento de volume sanguineo, ocorrendo um lento estiramento
dos vasos, especialmente em reservatérios venosos, como do figado e pancreas.
Como resposta, ha um relaxamento das artérias para que o volume sanguineo
aumentado possa ser acomodado (Guyton et al., 1969 e Waghmare & Srivastava,
2016).

Por ultimo, os mecanismos de controle a longo prazo da presséao, séo eficazes
e complexos, e sao exercidos principalmente pelos rins, geralmente através de

diurese e natriurese. O que ocorre € que quando a pressao arterial se eleva acima do
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normal, isso faz com que os rins passem a excretar sodio e agua em uma taxa mais
elevada do que a taxa de entrada dessas substancias no organismo, levando a
diminuicdo do volume sanguineo e consequente retorno da pressao ao basal. Além
disso, ha mecanismos indiretos que funcionam quando o contrario ocorre, e ha uma
queda na presséao. Isso resulta na liberagao de renina pelas células justaglomerulares
nos rins, que leva a formagdo de angiotensina | através da quebra do
angiotensinogénio, que apds € convertido em angiotensina Il. A angiotensina Il por
sua vez, age como vasoconstritor e também estimula a secre¢céo de aldosterona, que
aumenta a reabsor¢ao de sédio e agua (Guyton 1991; Manning & Norman 1972;
Waghmare & Srivastava 2016 e Yim & Yoo, 2008).

Regulacao da PA

i

¥ X

|

Barorreceptores Deslocamento Excregédo de
de fluido capilar sodio e agua

Quimiorreceptores !
Y

¥ Relaxamento Sistema Renina
Resposta isquémica por estresse Angiotensina
do SNC circulatério Aldosterona

Figura 1 - Visdo geral dos principais mecanismos de regulagdo da pressao arterial (PA).
Fluxograma demonstrando um apanhado geral dos principais mecanismos de controle da pressao

arterial, a curto, médio e longo prazo, conforme descrito. Fonte: Autora.

1.2 Papel dos vasos no controle da presséao arterial

Ha muito tempo existe o conhecimento de que a resisténcia vascular periférica
tem um papel muito importante no controle da pressao arterial (Green & Kepchar,
1959). Como indicacdo disso, muitos dos eventos descritos anteriormente s&o
baseados na liberagédo de substancias que agem diretamente nos vasos sanguineos,

como as catecolaminas pelo sistema nervoso simpatico, que atuardo também gerando
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vasoconstricdo. Diante disso, é notavel a importancia dos vasos para a manutengao

da pressao arterial, sendo sua participagao detalhada a seguir.

1.2.1 Como ocorre a vasoconstricao

Para evidenciar a participagédo dos vasos sanguineos no controle da pressao,
pode-se iniciar com a compreensao dos mecanismos vasoconstritores. No que tange
o funcionamento das artérias, para que ocorra a vasoconstrigdo, os agonistas de
modo geral produzem mudangas nas concentragdes de Ca?'* no citoplasma do
musculo liso vascular. Os eventos intracelulares classicos decorrentes da ativagao de
receptores a-1 adrenérgicos pela noradrenalina apds estimulagao simpatica, sdo bem
conhecidos e estdo detalhados na Figura 2. Em suma, a fosfolipase C (PLC) é ativada
pela subunidade a da proteina Gq a qual o receptor estd acoplado’. Essa PLC
hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 induz a liberagédo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico, que
ao complexar com a calmodulina, atua como mensageiro intracelular permitindo a
ativacdo da miosina adenosina trifosfatase (miosina ATPase) pela actina. A miosina
ATPase fornece trifosfato de adenosina (ATP) para a contracdo do musculo liso
através da fosforilacdo das cadeias leves de miosina (MLC) pela quinase de cadeia
leve da miosina (MLCK) dependente de calmodulina. Essas respostas contrateis sdo
desencadeadas pela acao de diversos vasoconstritores em seus receptores, como a
angiotensina |l, vasopressina, nucleotideos de adenosina, serotonina, endotelina,
prostaglandina F2q, histamina, entre outros (Frelin 2003; Webb, 2003 e Wier & Morgan,
2003).

' A maioria dos receptores presentes em vasos e que causam aumento rapido do ténus, sdo receptores
acoplados a proteina G (GPCR), como os receptores a-1 adrenérgicos e AT1 para angiotensina I,
dentre outros.
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Figura 2 - Cascata de eventos intracelulares no processo de contragao celular do musculo liso
vascular. A ativagdo de receptores a-1 adrenérgicos pela noradrenalina (NE) leva a ativagao da
fosfolipase C (PLC) através da subunidade a da proteina G (Ga) acoplada ao receptor. A PLC por sua
vez, hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). O aumento de IPs
leva a liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS), que ira se ligar a calmodulina. O complexo
formado por Ca?* e calmodulina se liga a quinase da cadeia leve da miosina (MLKC), ativando-a. Esta,
por sua vez passara a fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC) com consumo de ATP. A miosina se
ligara a actina, levando a contragdo muscular. Fonte: Elaborado pela autora a partir de imagens
disponiveis em Servier Medical Art (2017) e https://mindthegraph.com.

1.2.2 Como ocorre a vasodilatagao

Outra importante atribuicdo dos vasos sanguineos no controle da pressao
arterial, se da através de seus mecanismos de vasodilatagdo. Dentre as substancias
vasodilatadoras que participam do controle da pressido, vale destacar aquelas
oriundas do endotélio, que € a camada de células presente na parte interior do vaso
sanguineo. O endotélio é essencial para que ocorra o vasorrelaxamento, conforme
descreveu Furchgott et al., 1980. Hoje em dia, se sabe que as principais substancias
vasodilatadoras liberadas pelas células endoteliais sdo o éxido nitrico (NO), o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e a prostaciclina (PGlz) (Fortes et al.,
2001), conforme representado na Figura 3.
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Figura 3 - Principais fatores endoteliais envolvidos no relaxamento do musculo liso vascular.
Estimulos de agonistas levam a ativagédo da sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS), que catalisara
a formacao de 6xido nitrico (NO). Esse NO por sua vez, se difundira para a célula do musculo liso
vascular, ativando a guanilato ciclase soluvel (GCs) e levando ao aumento intracelular de GMPc, que
culminara no relaxamento do musculo liso. J& o mecanismo de relaxamento do EDHF é através da
hiperpolarizagédo da célula endotelial. Essa hiperpolarizagéo atravessara para a célula muscular através
de jungdes mioendoteliais. Além disso, também ocorrera a abertura de canais de K* sensiveis ao Ca?*
de condutdncia baixa (SKCa) e intermediaria (IKCa), contribuindo para a hiperpolarizagdo e
consequente relaxamento da célula muscular lisa. Quanto aos produtos da ciclooxigenase (COX), eles
sao formados a partir do acido araquidénico, e um exemplo deles é a PGl2. Essa substancia se difunde
para a célula muscular e ao se ligar ao seu receptor (denominado IP) leva a ativagdo da adenilato
ciclase (AC), aumentando a disponibilidade de AMPc e culminando no relaxamento. Fonte: Elaborado

pela autora a partir de imagens disponiveis em Servier Medical Art (2017) e https://mindthegraph.com.

Em 1980 foi que Furchgott percebeu que o endotélio ndo sé era essencial para
a vasodilatagdo, como também era capaz de liberar uma substancia vasodilatadora,
identificada como sendo o mecanismo pelo qual a acetilcolina causava relaxamento
em aorta de ratos. A substancia em questao a que ele se referia foi mais tarde, em
1987, identificada como 6xido nitrico, por Moncada e seus colaboradores (Moncada
et al., 1988).

O Oxido nitrico é sintetizado através de suas sintases, que possuem ftrés

diferentes isoformas: a sintase de 6xido nitrico neuronal (nNOS), a induzida (INOS) e
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a endotelial (eNOS)?. Para que a sintese ocorra, as sintases utilizam L-arginina como
substrato, além de oxigénio e fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
reduzida (NADPH) como co-substratos. Além disso, a flavina adenina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e tetraidrobiopterina (BH4) sdo utilizadas como
co-fatores. Assim, a NOS transfere elétrons da NADPH via FAD e FMN para o
grupamento heme no dominio amino-terminal da oxigenase, que se liga ao cofator
BH4 e a L-arginina. Desta maneira, ocorre ativacdo de Oz para oxidar a L-arginina em
L-citrulina e NO. Para que esse processo ocorra, € necessario o aumento de Ca?*
intracelular, formando o complexo Ca?*/calmodulina e ativando a NOS (Forstermann
& Sessa, 2012; Masters et al., 1995; Stuehr et al., 2001).

A caracteristica do NO de ser uma substancia bastante lipofilica faz com que
facilmente se difunda através da membrana das células do musculo liso vascular,
levando a ativacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs) no citosol, que por sua vez,
aumenta a disponibilidade de monofosfato de guanosina ciclica (GMPc) (lgnarro,
1991; Rapoport & Murad, 1983). A partir de entdo, ocorre ativacdo da proteina
quinase G (PKG), que por mecanismos diferentes, como por exemplo, a abertura de
canais de K* e consequente hiperpolarizagao da célula, leva a vasodilatagao (Archer
et al., 1994). O NO também leva a vasodilatacdo por diminuir a disponibilidade de
Ca?* no citosol ativando a ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) (Cornwell et
al., 1991), que recaptura Ca?* para seus estoques intracelulares (Fortes et al, 2001;
Furchgott; Zawadski, 1980; Ignarro et al, 1987; Ignarro 1989). Além disso, conforme
Bolotina (1994), o 6xido nitrico também é capaz de abrir canais de K* diretamente,
contribuindo para a hiperpolarizagdo.

Além do oxido nitrico, outro importante fator com atividade vasodilatadora
liberado pelo endotélio, como citado anteriormente, € conhecido como EDHF. Apesar
de bastante estudado, existem diversas hipoteses sobre qual substancia exerceria
essa fungéo, incluindo o proprio K* (Weston et al., 1998) e também o perdxido de
hidrogénio (H202) (Takeshita et al., 2000). No entanto, a maior parte das evidéncias
aponta que o EDHF esta relacionado a um aumento de condutancia da membrana
celular, e aumento na movimentacdo de ions K*. Desta maneira, os canais de K*

sensiveis ao Ca?* sdo bastante importantes para essa resposta, uma vez que ha

2 Também conhecidas como NOS1, NOS2 e NOS3, respectivamente.
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ativacao desses canais, principalmente os de condutancia baixa e intermediaria em
respostas mediadas por EDHF (Cocks et al., 1995; Félétou et al, 2005). Como
consequéncia disso, ocorre uma hiperpolarizagdo das células endoteliais, que é
transmitida por jun¢cdes mioendoteliais para as células do musculo liso, levando ao
relaxamento (para revisao, ver Félétou & Vanhoutte, 2006).

Outra substancia que contribui para a vasodilatagao dependente do endotélio é
a PGl2. Ela foi descoberta em 1976 (Vane et al., 1976), e em 1977 foi mostrado que,
além da potente atividade antiagregante plaquetaria, também era formada em tecidos
de artérias e veias em humanos (Moncada et al., 1977). Quando liberada pelo
endotélio, a PGIl2 se liga a seus receptores, denominados IP, que através da
estimulacéo de proteinas Gs ativam a adenilato ciclase (AC), aumentando os niveis
de monofosfato de adenosina ciclica (AMPc) no meio intracelular. Dentre outras
funcdes, o AMPc ativa a proteina quinase A (PKA), que reduz a atividade da MLCK,
diminui a concentragao de MLC fosforilada e leva ao relaxamento vascular (Birukov et
al., 2007; Garcia et al., 2001).

1.3 Diferengas nas vias de relaxamento entre vasos de condutancia e resisténcia

Apesar dos principais mediadores vasodilatadores ja terem sido descritos, existe
um interesse crescente nas diferentes distribuicbes desses mecanismos de
vasodilatagdo entre vasos de resisténcia e de condutancia. Desta maneira, sabe-se
que esses vasos diferem na resposta a determinadas substancias. Um exemplo disso
€ o relaxamento exercido pela acetilcolina, um vasodilatador classico, que age em
receptores muscarinicos nas células endoteliais e causa liberagdo de NO. Ja foi
mostrado que o relaxamento exercido pela acetilcolina tem o envolvimento obrigatério
do endotélio (Furchgott & Zawadaski, 1980). Porém, também se sabe que os fatores
endoteliais envolvidos em seu relaxamento, podem variar dependendo do calibre do
vaso e do leito vascular (Duling, 1997).

Em aorta (artéria de condutancia) de camundongos, a resposta vasodilatadora
para a acetilcolina se mostrou inteiramente dependente de 6xido nitrico, uma vez que
a incubagao com L-NAME, inibidor ndo seletivo das sintases de 6xido nitrico, € capaz
de abolir totalmente o seu efeito (Wanstall et al., 2001). Por sua vez, a acetilcolina
causa vasodilatacdo em vasos da pele de humanos, por mecanismos dependentes

principalmente de NO e prostaciclina, uma vez que tanto o L-NAME, quanto inibidores
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das ciclooxigenases foram capazes de reduzir a vasodilatacdo da acetilcolina nesse
tecido, sendo a inibicdo em maior escala quando administrados em conjunto (Kellogg
et al., 2005).

Em se tratando de artérias de resisténcia, como pequenas artérias mesentéricas,
evidéncias apontam que o relaxamento causado por acetilcolina ndo tem um
envolvimento obrigatério do NO, ja que essa resposta persiste mesmo apos incubagao
com substancias que afetam sua producdo, como inibidores da sintase de NO e
oxihemoglobina (Garland,C.J., McPherson, 1992). Uma vez que o NO nao seria o
principal mediador de vasodilatagdao em artérias de resisténcia, e tampouco parece
ser a prostaciclina, as evidéncias apontam em direcdo ao EDHF como principal
mediador de vasodilatagdo nessas artérias (Waldron et al., 1999). Nesse sentido, a
participacao de canais de K* merece destaque, sendo que em muitos desses vasos a
utilizagdo de bloqueadores de canais de K* sensiveis ao Ca?* de condutancia baixa,
intermediaria e alta é capaz de reduzir significativamente o relaxamento induzido por
acetilcolina, ao contrario do L-NAME, sendo esse achado acentuado quanto menor o
calibre do vaso (Hilgers et al., 2006). Sendo assim, parece haver na literatura uma
concordancia de que a contribuicdo do 6xido nitrico para o relaxamento causado por
acetilcolina diminui conforme diminui o calibre do vaso, sendo que em vasos menores
ha um aumento da contribuicdo do EDHF e canais de K* (Shimokawa et al., 1996;
Tomioka et al., 1999).

Além da acetilcolina, outras substancias ja demonstraram diferencas de efeitos
em artérias de condutancia e resisténcia, como € o caso da quercetina, que induziu a
uma resposta vasodilatadora maior em artérias coronarias de resisténcia de coelhos
do que nas de condutancia, embora as duas respostas sejam endotélio-
independentes (Rendig et al., 2001). A histamina também gerou respostas diferentes
em dois tipos de vasos, provocando contragao significativa em artérias coronarias de
condutancia de porco sem nenhum efeito em artérias de resisténcia. Também a
prostaglandina F2a (PGF2q), capaz de provocar vasoconstricdo mais intensa nessas
artérias de condutancia, apresenta efeito menor ou inexistente em artérias de
resisténcia (Nakayama et al., 1989). Ja foi demonstrado heterogeneidade em
respostas funcionais entre artérias de condutancia e resisténcia também em estados
patolégicos, como na hipertensédo. Por exemplo, em ratos Lyon hipertensos, houve
uma reducgéao do relaxamento dependente de endotélio para agonistas vasodilatadores

em aorta, sendo que em artérias mesentéricas de resisténcia essa resposta
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permaneceu a mesma, em comparagao com ratos normotensos (Freitas et al., 2003).
Também em artérias de resisténcia, em modelo experimental associado a obesidade,
houve um aumento de resposta contratil para a noradrenalina e uma diminuigao da
resposta vasodilatadora para acetilcolina, enquanto em artérias de condutancia as

respostas permaneceram inalteradas (Brien et al., 1998).

1.4 Hipertenséo arterial

Quando os mecanismos de controle da pressao arterial se tornam inefetivos,
ocorre uma condigdo denominada hipertensdao. Segundo a 72 Diretriz Brasileira de
Hipertensdo Arterial, a hipertensdo € uma condi¢cdo clinica multifatorial, que se
caracteriza pela elevacao sustentada dos niveis presséricos para valores = 140 e/ou
= 90 mmHg. Essa condigdo esta frequentemente associada com disturbios
metabdlicos, alteracdes de 6rgaos-alvo e € agravada por outros fatores de risco, como
dislipidemia, obesidade e diabetes mellitus (Malachias et al., 2016). Altamente
prevalente, foi estimado que cerca de 36,2% dos adultos norte americanos com idade
= 20 anos entre 2009 e 2012 tinham valores elevados de pressao arterial, somando
um total de 80 milhdes de individuos (Mozaffarian et al., 2015). Ja no Brasil, a
hipertensdo acomete cerca de 32,5% de individuos adultos, aproximadamente 36
milhdes, e mais de 60% dos idosos, contribuindo para 50% das mortes por doencgas
cardiovasculares (Scala et al., 2015).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a pressao arterial elevada é
um fator de risco importante para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
juntamente com aumento de glicose e lipideos séricos, obesidade e sobrepeso,
gerados por comportamentos de risco, como a falta de exercicio fisico, ma
alimentagao, fumo e uso abusivo de alcool. Além disso, as doengas cardiovasculares
sao a causa numero 1 no ranking de mortes por doencas nao transmissiveis no
mundo, com 17,9 milhdes de mortes estimadas em 2016, representando 31% do total
de casos de mortes, sendo 85% devido a infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral (WHO, 2018). Em virtude desses dados alarmantes, destaca-se a
importancia do conhecimento de novas estratégias para o gerenciamento de

condigdes como a hipertensao arterial.
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1.4.1 Papel do NO e da disfungao arterial na hipertensao

Os vasos sanguineos possuem um papel importante no desenvolvimento da
hipertensdo, uma vez que os mesmos séo alvo de mudangas funcionais, estruturais e
mecanicas, incluindo disfuncdo endotelial, remodelamento vascular, inflamacao e
rigidez arterial, conforme ilustrado na Figura 4. Dentre as principais mudancgas
vasculares ja descritas em hipertensos, destaca-se a diminuigdo da biodisponibilidade
de NO (Calver et al., 1992; Forte et al., 1997), reduzindo a capacidade do endotélio
de causar relaxamento. Além disso, também ha aumento da resposta contratil no
musculo liso vascular, calcificagao tanto da camada endotelial quanto da muscular,
aumento na produgédo de espécies reativas de oxigénio (EROS), além de fibrose e
remodelamento de matriz extracelular na camada adventicia (para reviséo, ver
Cameron et al., 2016, e Harvey et al., 2016).
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Figura 4 - Alteracdes vasculares que contribuem para o desenvolvimento da hipertensao arterial.
llustragdo demonstrando os principais fatores vasculares que se encontram alterados na hipertensao e
sua localizacdo no vaso. Fonte: Elaborado pela autora a partir de imagens disponiveis em

https://mindthegraph.com.

A ligacao entre a disfungdo endotelial e a hipertensdo é antiga, sendo que
estudos da década 70 e 80 demonstraram que a capacidade da acetilcolina causar
relaxamento em aorta era menor em ratos SHR (do inglés, spontaneously
hypertensive rat) quando comparados a ratos normotensos (Konishi & Su, 1983;
Cohen & Berkowitz, 1976). Sendo assim, a disfungao endotelial mostrou ter um papel
importante na fisiopatologia da hipertensao. Mais tarde, descobriu-se que pacientes
com hipertensdo possuiam um déficit na liberagdo de Oxido nitrico endotelial,
contribuindo para o aumento da resisténcia vascular periférica e para a resposta
diminuida a vasodilatadores (Panza et al., 1993). Isto posto, sabe-se que a redugéo
da biodisponibilidade do NO tem papel principal no desenvolvimento da hipertenséao,
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sendo resultado de uma diminuigdo em sua producgéo, e também de sua inativagao
devido a um aumento no estresse oxidativo. Isso se da ao fato de que o NO reage
com especies reativas de oxigénio, principalmente o anion superéxido (O2) (para
revisdo, ver Cameron et al., 2016).

Uma vez que a associagao entre hipertensao e a disfungéo endotelial ja esta
bem estabelecida, pode-se considerar os vasos como um alvo terapéutico para o
tratamento da doenca, tendo como objetivo a melhora na biodisponibilidade do NO.
Algumas medicagdes utilizadas para tratamento da hipertensdo, dentre outras
funcdes, possuem efeitos benéficos sobre a disfungao endotelial. Um exemplo seriam
os bloqueadores de canais de calcio, que contribuem na restauracdo da
biodisponibilidade de NO em pacientes com hipertensao (Salvetti et al., 2001). Esse
efeito se da principalmente através de sua agado antioxidante, protegendo a célula
endotelial de prejuizos gerados por radicais livres (Mak et al., 1992). Além disso,
antagonistas de receptores AT+1 para a angiotensina e também inibidores da enzima
conversora de angiotensina (ECA) possuem potencial para melhora da fungao
vascular por mecanismos ndo bem esclarecidos, mas que podem estar relacionados
a inibicdo dos efeitos da angiotensina, que causa disfuncdo endotelial através da
inducao de aumento no estresse oxidativo (Griendling et al., 1994). Ademais, alguns
B-bloqueadores possuem importantes propriedades antioxidantes e também auxiliam
no relaxamento dependente de oxido nitrico (Prieto et al., 2012).

Considerando-se o papel do NO na fisiopatologia da hipertenséao, e a relevancia
de manter-se sua biodisponibilidade em valores adequados, destaca-se o interesse
na busca por novas ferramentas farmacoldgicas capazes de influenciar e/ou auxiliar

em sua liberacéo, biodisponibilidade e ativagdo de suas vias de sinalizagao.

1.5 Peptideos no tratamento da hipertensao

1.5.1 O primeiro peptideo com atividade anti-hipertensiva

A histdria do uso de peptideos para o tratamento de condi¢des cardiovasculares,
data de décadas atras, mais precisamente em 1970. Com a descoberta feita pelo
cientista brasileiro Sérgio Ferreira, de um peptideo proveniente do veneno da
Bothrops jararaca que potencializava a atividade da bradicinina (Ferreira, 1965), a
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qual possui entre outros efeitos agao vasodilatadora, instalou-se um interesse nas
atividades vasculares de peptideos. Trabalhando com John Vane, Sérgio Ferreira
acabou por descobrir que os peptideos também possuiam potente atividade inibitéria
sobre a ECA (Ferreira et al., 1970).

A partir desse ponto, tornou-se crescente o interesse em testar peptideos para
tratamento da hipertensdo. Vane, que na época era professor de Farmacologia
Experimental em uma universidade na Inglaterra e também consultor da industria
americana Squibb, ao apresentar o conceito dos inibidores da ECA para a companhia,
levantou interesse da mesma pelo produto, como meio de ingressar no mercado de
tratamentos para doengas cardiovasculares. Essa historia resultou no primeiro ensaio
clinico realizado na Inglaterra, para testar em humanos os peptideos que até entdo s6
tinham sido testados em animais. Esse acontecimento foi seguido da aprovagao pela
agéncia regulatéria norte-americana Food and Drug Administration (FDA) para um
teste clinico também nos Estados Unidos, patrocinado pela Squibb, no qual de 17
pacientes com hipertensao essencial, 14 tiveram os valores pressoricos reduzidos por
meio do tratamento com os peptideos derivados do veneno da Bothrops jararaca.
Essa historia resultou na sintese, aprovagdo, produgdo e comercializagdo do
medicamento hoje conhecido como captopril, no inicio dos anos 1980, abrindo
caminho para uma nova abordagem para o tratamento da hipertensao (Vane e Smith,
2003).

1.5.2 Peptideos derivados de alimentos com atividade no sistema cardiovascular

Seguindo a descoberta de peptideos com atividade no sistema cardiovascular,
houve um crescente interesse no desenvolvimento de peptideos de origem alimentar,
que também possuissem tais efeitos, inclusive atividade inibidora sobre a ECA. Em
vista da pouca tolerancia a drogas sintéticas e busca de um estilo de vida mais
saudavel, o mercado dos alimentos bioativos para prevencéao e tratamento de doencas
esta cada vez mais forte (Torruco-uco, 2008).

Diversos peptideos de origem vegetal e animal ja foram avaliados acerca da
atividade sobre o sistema cardiovascular, principalmente in vitro. Um exemplo de fonte
alimentar para esses peptideos seria a proteina de soja, cujos efeitos descritos
incluem a supressdo da elevagdo de Ca?* intracelular evocada pela angiotensina |l

em células de musculo liso vascular (Kumrungsee et al., 2014). Nesse contexto, a
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suplementagao com peptideos derivados de soja preta em individuos com hipertensao
leve levou a reducdo nos valores da pressao arterial sistémica (Kwak et al., 2013).
Voltando as avaliagbes in vitro, alguns estudos sugerem que a atividade inibitoria da
ECA é o mecanismo de agéo dos peptideos derivados da soja (Nakahara et al., 2011)

e da proteina glicina (Gouda et al., 2006).

1.6 Proteina de soro de leite como fonte de peptideos com acgao cardiovascular

Além da soja, outras proteinas de fonte alimentar tém levantado interesse
quando se trata de saude cardiovascular. E o caso de proteinas derivadas de leite. A
B-lactoglobulina, uma das proteinas do leite, quando hidrolisada, pode gerar
sequéncias de peptideos com atividade inibitoria da ECA in vitro (Mullally et al., 1997).
Outra fonte proteica do leite, a caseina, ja demonstrou possuir peptideos com efeitos
vasorrelaxantes em aorta e artérias mesentéricas de ratos (Kanso et al., 2014). Além
disso, ja foram investigados peptideos derivados da caseina capazes de induzir
producdo de NO em cultura de células endoteliais, bem como relaxamento
dependente de endotélio em aorta (Hirota et al., 2011). Para se ter uma ideia, até o
presente momento existem cerca de 168 trabalhos publicados na base de dados
Pubmed com as palavras “peptideos do leite” e “hipertensao”.

O soro de leite, comumente conhecido como whey protein, muito utilizado como
suplementacado por atletas de alta performance, também possui peptideos com
potencial atividade sobre o sistema cardiovascular. Alguns estudos ja demonstraram
atividade inibitéria da ECA in vitro por hidrolisados de proteina de soro de leite (Mullally
etal., 1997b e O’Keeffe et al., 2017), bem como atividade anti-hipertensiva em animais
SHR (Martin et al., 2015; Tavares et al., 2012 e Wang et al., 2012).

1.7 Por que utilizar o soro de leite como fonte de produtos com atividades

cardiovasculares?

Segundo o Instituto de Economia Agricola do Estado de Sao Paulo, o soro de
leite € um dos principais problemas ambientais da producéo de lacteos, uma vez que
grande parte da produgao de queijo, principal gerador de soro de leite, é feita por
pequenas empresas que nao dao o destino adequado para este residuo,

subutilizando-o para alimentagao animal ou desprezando em rios, sendo um problema
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devido a alta demanda bioquimica de oxigénio necessaria para degrada-lo (Kaan et
al., 2019).

O soro de leite € composto principalmente por B-lactoglobulina, a-lactoalbumina,
albumina do soro bovino, imunoglobulinas, dentre outras proteinas, sendo fonte rica
para o desenvolvimento de produtos com atividades bioldgicas variadas (para reviséao,
ver Haraguchi et al., 2006). Sendo assim, além da utilizagao do soro de leite para
producdo de suplemento para atletas de alto rendimento, tem-se a possibilidade de
uso para producao de alimentos funcionais, capazes de promover a saude e reduzir o
risco de doencgas (Tavares et al., 2012). Dito isso, a hidrélise tem maior potencial para
gerar peptideos bioativos, ficando a frente dos produtos feitos de proteina intacta,
destacando-se a hidrélise enzimatica das proteinas de soro de leite como principal
metodologia para este fim, ficando a frente da hidrdlise quimica, por exemplo
(Madureira et al., 2010).

Segundo estudos realizados no nosso laboratério, em parceria com a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), peptideos hidrolisados de leite,
foram capazes de gerar atividade vasorrelaxante em aorta de ratos (Mellinger-Silva et
al., 2015). Tendo em mente os altos custos de produgao de peptideos com atividade
biolégica devido as altas tecnologias necessarias, este estudo visa investigar a
atividade de hidrolisados de soro de leite a partir de pepsina comercial de custo
reduzido e que passaram por dois processos diferentes de inativagédo da enzima (pH
e temperatura) e tecnologias de secagem (atomizacédo e liofilizagdo), conforme
esquematizado na Figura 5, além de fragbes que passaram por um processo que
simula a digestao gastrointestinal.

Desta maneira, nossos resultados pretendem testar a hipétese de que esses
peptideos possuem acgao vasodilatadora em banho de 6rgao isolado e que seu

mecanismo de agdo nao se baseia somente em inibicdo da ECA.
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Figura 5 - Esquema de utilizagcdo do soro de leite para formagado de peptideos com atividade
vascular. O esquema apresentado acima retrata os processos acerca da utilizacdo do soro de leite
para formagédo de peptideos bioativos. Primeiramente destacam-se os motivos em relagdo ao uso
desses peptideos seguido de sua composi¢cdo e caracteristicas relevantes. Apds, encontram-se
esquematizados os principais pontos na produgao do hidrolisado até sua formacgéo e uso para estudos

de atividade bioldgica. Fonte: Elaborado pela autora.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito vascular de hidrolisados de proteinas de soro de leite, antes e

apos digestao in vitro em aorta e artérias mesentéricas de resisténcia de ratos.

2.2 Objetivos especificos

a. Estabelecer o efeito do hidrolisado de proteina de soro de leite obtido por
hidrélise através de pepsina comercial e secado por diferentes técnicas,
selecionando a melhor fragdo para investigagdo do mecanismo de agéo.

b. Caracterizar o efeito da simulagao da digestao gastrointestinal in vitro sobre a
atividade vasodilatadora dos hidrolisados de proteina de soro de leite.

c. ldentificar a participacdo do endotélio vascular no efeito induzido pelo
hidrolisado de maior poténcia e eficacia.

d. Investigar a participagdo da via do o6xido nitrico/guanilato ciclase
soluvel/proteina quinase G no efeito vasorrelaxante induzido pelo hidrolisado.

e. Avaliar a participagao de canais de potassio no efeito vasorrelaxante induzido
pelo hidrolisado.

f. Investigar a participacdo da via da fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina
quinase (PI3K/Akt) e espécies reativas de oxigénio (EROS) no efeito
vasorrelaxante induzido pelo hidrolisado.

g. Analisar a participagao dos receptores de bradicinina e acetilcolinano  efeito
vasorrelaxante induzido pelo hidrolisado.

h. Avaliar a participagado de produtos da cicloxigenase no efeito vasorrelaxante
induzido pelo hidrolisado.

i. Determinar a atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA)
no efeito vasorrelaxante induzido pelo hidrolisado.

j- Investigar a participagdo da regulagdo da entrada de Ca?* no meio intracelular
no efeito vasorrelaxante induzido pelo hidrolisado.

k. Caracterizar o mecanismo de acao da atividade vasodilatadora do hidrolisado
de proteina de soro de leite em artérias mesentéricas de resisténcia, bem como

as diferencas em relagdo aos mecanismos envolvidos em aorta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Fornecimento dos hidrolisados de proteina do soro de leite

Os hidrolisados utilizados neste trabalho foram produzidos a partir de isolado
proteico de soro de leite, pela doutoranda Luisa Ozorio, do Programa de Pds-
Graduacgao em Ciéncias de Alimentos, Instituto de Quimica, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro.

O hidrolisado e a padronizacdo dos métodos de secagem, atomizacado e
liofilizagdo foram desenvolvidos na EMBRAPA Agroindustria de Alimentos (Rio de
Janeiro, RJ) sob orientagdo da Profa. Dra. Lourdes Maria Correa Cabral, do Programa
de Pods-graduagdo em Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal do Rio de
Janeiro e da Dra. Caroline Mellinger Silva, pesquisadora da EMBRAPA, como parte
da dissertacdo de mestrado da mesma autora. Para maior detalhamento, consultar
Mellinger-Silva et al. (2015) e Ozorio (2015).

A partir da obtencéo dos hidrolisados com atividade vasodilatadora em estudos
prévios, como demonstrado em Mellinger-Silva et al. (2015), iniciou-se o processo de
digestao in vitro dos hidrolisados, que também foram analisados no presente trabalho

quanto a atividade sobre a fungao vascular.

3.1.1 Preparo do hidrolisado do soro de leite

Para producdo do hidrolisado utilizou-se isolado proteico de soro de leite,
contendo 98% de proteinas, solubilizado em acido cloridrico (HCI 1 M) (1,25%, p/v).
Em seguida, realizou-se a hidrolise com pepsina comercial em diferentes
concentragbes (0,4%; 0,8%; 1,2%; 1,6% p/p) até obtengcdo da concentragao
enzima:substrato com perfil mais favoravel para producdo de hidrolisados com
atividade vascular (0,4% p/p). Apds a hidrdlise, o preparado foi colocado em banho
maria a 80 °C durante 5 minutos (inativagao térmica da pepsina), ou foi adicionado
NaOH 5 M (inativagao da pepsina por pH) para que a enzima fosse inativada, seguido
de resfriamento das amostras em agua corrente para serem congeladas e liofilizadas,
conforme diagrama apresentado na Figura 6. Para maiores detalhes ver Ozorio
(2015).
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Para secagem do hidrolisado de soro de leite utilizou-se dois processos distintos.
A liofilizagao consistiu no congelamento das amostras, seguido de liofilizagéao (-50 °C)
por 48 h em liofilizador (modelo L101, LioTop, Sdo Carlos, SP). Na secagem por
atomizacao, o soro foi pulverizado para dentro de uma camara sob uma vazao de ar
comprimido de 3,5 Bar, vacuo de -60 mBar, temperatura de entrada ~190 °C e
temperatura de saida em torno de 85 °C. A secagem foi realizada em atomizador
Buchi MiniSpray Dryer 190 (Buchi Labortechnik, Flawil, Suiga). Para as amostras que
foram secadas por liofilizacdo em que a pepsina foi inativada por temperatura deu-se
o nome de Hidrolisado de Soro de Leite Liofilizado Inativado por Temperatura (HLL-
IT), e nos que a inativacao foi feita por aumento de pH Hidrolisado de Soro de Leite
Liofilizado Inativado por pH (HLL-IP). J& nos que foram secos por atomizagao,
Hidrolisado de Soro de Leite Atomizado Inativado por Temperatura (HLA-IT) e
inativados por pH, Hidrolisado de Soro de Leite Atomizado Inativado por pH (HLA-IP)

Para os experimentos em banho de érgao isolado, os hidrolisados aqui citados

foram solubilizados em agua destilada.

Isolado Proteico de
Soro de Leite 98 %

— Pepsina comercial 0,4 % pp

v

Hidrolisado

Inativagdo por temperatura (80 °C) Inativacéo por pH (NaOH)

HLA-IT HLL-IT HLA-IP HLL-IP

v

Avaliacdo do Efeito
Vasodilatador

Figura 6 - Fluxograma do processo de producéao dos hidrolisados. HLA-IT: Hidrolisado de soro de
leite atomizado inativado por temperatura; HLL-IT: Hidrolisado de soro de leite liofilizado inativado por
temperatura; HLA-IP: Hidrolisado de soro de leite atomizado inativado por pH; HLL-IP: Hidrolisado de

soro de leite liofilizado inativado por pH. Para detalhes, ver Ozorio (2015). Fonte: autora.
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3.1.2 Digestao in vitro do hidrolisado de soro de leite

Para verificar os efeitos do trato digestorio sobre o hidrolisado, utilizou-se um
processo in vitro, em que o HLA inativado por temperatura, escolhido devido ao melhor
custo do processo de produgao e poténcia da atividade vasorrelaxante, foi submetido
a protocolos experimentais que simulam a digestdo, baseados em um consorcio
internacional, chamado COST INFOGEST (Minekus et al., 2014), conforme esquema
apresentado na Figura 7.

Na primeira etapa, que simula a fase oral da digestao, o HLA foi incubado com
amilase salivar (1,87 g de amostra para 10 mL de saliva). A solug¢ao obtida foi diluida
em agua destilada com pH ajustado até 2,0 e aquecida a 37 °C.

Na segunda etapa, simulando a fase gastrica da digestao, a solugéo obtida na
primeira etapa foi incubada com pepsina, mantendo-se em agitagcdo magnética sob
temperatura de 37 °C durante 1 h. Aliquotas desta parte do processo foram obtidas a
fim de avaliar se o hidrolisado mantém atividade vasorrelaxante e qual sua amplitude,
apos passar somente pela digestdo gastrica. A essas amostras se deu o nome de
Hidrolisado de Digestao Gastrica (HDG).

Na terceira e ultima etapa, que visou mimetizar a fase entérica da digestao,
ajustou-se o pH da solugdo obtida na segunda etapa para 7,0 com NaHCO3. Em
seguida, adicionou-se pancreatina e sais biliares, mantendo-se a 37 °C sob agitagéo
magnética durante 2 h com controle de pH (~7,0—7,5). Apds a terceira etapa, a solugao
foi congelada e posteriormente liofilizada ou atomizada por processo descrito no item

3.1.1, sendo denominado, apds essa fase, de Hidrolisado de Digestao Entérica (HDE).

3.2 Drogas

As drogas utilizadas para este estudo foram: acetilcolina, angiotensina |,
apamina, apocinina, atropina, carboxi-PTIO (C-PTIO), dorsomorfina, 4-aminopiridina
(4-AP), fenilefrina, glibenclamida, HOE-140, indometacina, Nw-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3a] quinoxalina-1 (ODQ), Rp-8-Br-PET-
cGMPS (Rp-PET), tempol, tetraetilaménio (TEA), TRAM-34 e wortmanina, adquiridos
da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MI, EUA).

Em sua maioria, as solugdes para estoque foram dissolvidas em agua destilada

e diluidas em solugdo nutritiva para uso, com exceg¢ao de glibenclamida, ODQ,
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wortmanina e apocinina que foram solubilizadas em DMSO, e da apamina, preparada
em HCI 0,1 N.

O isolado proteico de soro de leite foi cedido pela empresa Alibra Ingredientes
Ltda (Campinas, SP, Brasil), e a pepsina utilizada para hidrolisar esse isolado foi
adquirida de Bela Vista Produtos Enzimaticos Ind. e Com. Ltda (Alto Bela Vista, SC,
Brasil).

Os anestésicos cetamina e xilazina (Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil)
foram adquiridos e fornecidos pelo Programa de P6s-Graduagdo em Farmacologia da

UFSC, com recursos provenientes da CAPES.

HLA-IT

v

Digestéo Oral Amilase salivar

v

Digestao Gastrica

/ HDG
Avaliagao da

Atividade &

Vasodilatadora

Figura 7 - Fluxograma do processo de digestdo de HLA inativado por temperatura. HLA-IT:

Pepsina

Pancreatina e

Digestao Entérica
I acidos biliares

HDE

Hidrolisado de soro de leite atomizado inativado por temperatura; HDG: Hidrolisado de digestéo
gastrica; HDE: Hidrolisado de digestao entérica. Fonte: autora

3.3 Animais

Para os estudos realizados neste trabalho foram utilizados ratos da espécie
Rattus novergicus linhagem Wistar, com a idade de 3 a 4 meses, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Todos os experimentos
foram realizados com machos. Estes animais foram acondicionados no biotério

experimental do Laboratorio de Biologia Cardiovascular, em gaiolas ventiladas, com
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controle de temperatura (22 £ 2 °C) e ciclo claro/escuro (12/12 h), com acesso a agua
e racao ad libitum.

Os protocolos experimentais empregados neste estudo foram aprovados pela
Comisséo de ética no Uso de Animais (CEUA/UFSC), sob protocolo n°® 5371190815.

3.4 Preparagdes vasculares: montagem e avaliagao da viabilidade

3.4.1 Anéis de aorta

Os animais foram anestesiados com uma injecao de cetamina e xilazina (100 e
20 mg/kg, respectivamente) pela via intraperitoneal. Para confirmacdo da anestesia,
verificou-se a auséncia de reflexos caudais, oculares e nas patas.

Uma vez obtido o plano anestésico, os animais foram posicionados em decubito
dorsal e foi realizada uma incisao partindo do abdome até o térax, expondo a camada
muscular. Realizou-se entdo uma toracotomia, evidenciando-se os oOrgdos da
cavidade toracica. Apos exsanguinagao através do coragado e retirada dos 6rgaos
adjacentes, a artéria aorta foi exposta e isolada, sendo em seguida mantida em placa
de Petri contendo solugao nutritiva (composta por, em mM: NaCl, 131,3; KClI, 4,7;
KH2PO4, 1,18; MgS04.7H20, 1,17; NaHCOs, 14,9; dextrose, 5,5; CaCl2.2H20, 1,6;
EDTA, 0,03). O tecido perivascular (PVAT), bem como os demais tecidos adjacentes
foram retirados e o vaso foi seccionado em anéis de aproximadamente 5 mm. Em
alguns experimentos o tecido perivascular foi mantido e os anéis foram
acondicionados no sistema da mesma maneira descrita a seguir.

Os anéis de aorta foram fixados no banho de 6rgaos através de hastes metalicas
inseridas no lumen das artérias, com o objetivo de mensurar a tensao isométrica do
vaso. Estas hastes foram conectadas em um transdutor de forga acoplado a um
poligrafo digital e amplificador de sinal (PowerLab, AD Instruments, Australia). O
software para registro da variagao de tensao utilizado foi o LabChart versao 8.0 para
Windows (ADInstruments, Bella Vista, Australia). Durante todo o protocolo
experimental a artéria foi mantida neste sistema de banho de 6rgao isolado, com
solucgao nutritiva a 37 °C e borbulhamento continuo com mistura carbogénica (95% O:2
e 5% COy2).

Em nossos experimentos, os anéis de aorta foram submetidos a uma tensao de

3 g. Antes do inicio dos protocolos experimentais, os anéis foram mantidos em
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repouso durante uma hora para estabilizagdo, com realizagéo de trocas de solugao
nutritiva e ajuste de tensao (se necessario) a cada 15 minutos, seguindo protocolo

padrao, conforme registro tipico apresentado na Figura 8 e descrito a seguir.

KCI 120 mM

10 min 3 Acetilcolina
Lavagem 3x

1 UM
L ]

Lavagem
3x

Protocolos
Fenilefrina * Experimentais

1 uM

1 hora de 1 hora de

ilizacs 30 minutos ilizach
estabilizagao (Lavagem em 15 estabilizagdo

minutos)

Figura 8 - Registro tipico apresentando o protocolo experimental padrao utilizado para
experimentos em anéis de aorta. O protocolo experimental se inicial com a estabilizagdo dos anéis
no sistema de 6rgao isolado apds seu isolamento. O periodo de estabilizagado ocorre durante 1 h, e em
seguida é adicionado a cuba uma solugdo de KCI 120 mM, o que gera uma resposta contratil. Essa
contragao € mantida por aproximadamente 10 minutos, seguida de 3 lavagens com solugéo nutritiva.
Ap6s, ocorre outro periodo de estabilizagdo, com troca de liquido nutritivo no intervalo de 15 minutos.
Em seguida, é feita incubagédo com fenilefrina (1 uM), estabilizado por 10 minutos em platdé contratil e
em seguida é incubado com acetilcolina (1 uM), que ira gerar um relaxamento. E realizada uma lavagem

(3x) seguido de novo tempo de estabilizacdo de 1 h que antecede os protocolos experimentais.

Para avaliacdo da viabilidade do tecido utilizou-se uma solugao nutritiva
modificada, contendo 120 mM de KCI, que gerou um platdé contratil que foi mantido
durante 10 minutos. Apds esse periodo, as cubas foram lavadas 3 vezes com solugao
nutritiva regular, seguindo-se um novo periodo de estabilizagdo de 30 minutos, com
lavagem em 15 minutos.

Para verificar-se a integridade do endotélio, as preparagbées foram incubadas
com fenilefrina (1 yM), um agonista de receptores a-adrenérgicos, durante 10 minutos,
seguida da adigao de um agonista muscarinico (acetilcolina 1 uM). As preparagdes
que alcangaram um relaxamento de no minimo 80% em relagao a contragao induzida
pela fenilefrina foram consideradas como possuindo endotélio funcional. Para
protocolos em que se fez necessaria a auséncia de endotélio funcional, friccionou-se

uma haste metalica no interior do vaso antes de acopla-lo ao sistema, sendo utilizado



41

apenas os aneéis que nao apresentaram resposta vasodilatadora para a acetilcolina 1
MM.

Apos esse protocolo padrao inicial, os anéis foram novamente estabilizados em
tensdo basal de 3 g durante 60 minutos, com troca de solug&o nutritiva a cada 15

minutos, dando continuidade ao protocolo escolhido para cada preparagéao.

3.4.2 Anéis em artérias mesentéricas de resisténcia

Para retirada e excisao das artérias mesentéricas de resisténcia os animais
foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 e 20 mg/kg, respectivamente) pela
via intraperitoneal.

Apo6s obtencéo do plano anestésico, verificado através da auséncia de reflexos
oculares e nas patas, foi realizada uma incisdo na regiao abdominal para acesso aos
orgaos presentes nessa cavidade. O intestino foi retirado e limpo em um frasco
contendo solucédo nutritiva. As algas intestinais foram dispostas em uma placa de Petri
de maneira a expor os ramos vasculares do leito mesentérico.

Com o auxilio de uma lupa e pingas oftalmicas, retirou-se o tecido perivascular
adjacente aos vasos, expondo-se artérias de primeira e segunda ordem a partir da
artéria mesentérica superior. Realizou-se uma pequena incisao na artéria escolhida e
inseriu-se um fio de ago inoxidavel no lumen do vaso, possibilitando sua retirada e
isolamento do restante do leito mesentérico.

ApOs isoladas, as artérias foram acomodadas em uma placa de Petri de fundo
preto para melhor visualizagao, contendo solugao nutritiva e foram seccionadas em
anéis de aproximadamente 2 mm. Esses anéis foram posicionados, nhovamente com
auxilio da lupa, no interior de uma camara contendo solucdo nutritiva, acoplada a um
miografo de fio (Danish Myo Technology, Aarhus, Dinamarca). Fixou-se os anéis na
camara através de dois fios que atravessam o lumen do vaso e sdo presos com auxilio
de quatro parafusos, para registro de tensdo isomérica através do sistema de
aquisicao de dados, como descrito para experimentos em aorta. As camaras do
midgrafo foram mantidas com solucéo nutritiva a 37 °C e aeradas com carbogénio
(95% O2 e 5% COz2) durante todo o protocolo experimental.

Os anéis foram submetidos a um periodo de estabilizacdo de 45 minutos em que
foi mantida a tensao do vaso em 7,5 mN, com troca de solucido nutritiva a cada 15

minutos, seguido de administragdo de solug&o nutritiva modificada contendo KCI 120
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mM. A presenca do endotélio foi confirmada apos 30 minutos de estabilizagdo, com
adicao de fenilefrina e acetilcolina 10 uM, semelhante ao protocolo em aorta isolada.
Apenas anéis que atingiram >80% de resposta vasodilatadora foram utilizados em

nosso estudo.

3.5 Avaliacao do efeito vasodilatador dos hidrolisados

Para investigar a atividade vasodilatadora dos hidrolisados estudados neste
trabalho, tanto em aorta quanto em pequenos vasos, utilizou-se artérias com e sem
endotélio funcional, para verificagdo da participagdo do mesmo no efeito
vasorrelaxante.

Apobs o periodo de estabilizagdo, incubou-se os anéis com fenilefrina (1 yM em
aorta e 10 yM em pequenos vasos) para obtengao de uma resposta contratil. Depois
de 10 minutos da adi¢ao de fenilefrina, durante a fase tonica de resposta contratil, os
anéis de aorta foram expostos a concentracdes crescentes e cumulativas de HLA ou
HLL (tanto os em que a pepsina foi inativada por temperatura quanto por pH), nas
concentracdes de 1, 3, 5 e 10 mg/mL. Seguindo o mesmo protocolo experimental, os
preparados de HDG e HDE (concentragdes finais nas cubas: 3, 10, 30, 50 e 100
pMg/mL) foram adicionadas tanto em preparacées de aorta como de artérias de
resisténcia pré-contraidas por fenilefrina, para avaliacdo e comparagcao da curva
concentracao resposta (CCR) de relaxamento dos diferentes vasos. Cada preparagao

foi exposta a apenas um dos hidrolisados supracitados.

3.6 Protocolos de investigagdo do mecanismo de agdo envolvido no efeito

vasorrelaxante do HDE em anéis de aorta

Para escolha do hidrolisado para investigacdo do mecanismo de agao em aorta
levou-se em consideracdo aquele de maior eficacia, de acordo com o relaxamento
maximo (Rmax) obtido e a concentracéo efetiva mediana (CEso).

Apos os periodos de estabilizagcao e verificagdo do endotélio os anéis foram
incubados pelo tempo de 30 minutos em solugao nutritiva na presenca de farmacos
inibidores de diversas vias intracelulares, conforme descrito nos proximos itens. Cada
preparacao foi utilizada para avaliacdo de apenas um inibidor. Apés o periodo de

incubag&o com os inibidores, realizou-se adi¢cao de fenilefrina (1 uM) para obtengao
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de resposta contratil e CCR de relaxamento para HDE nas concentragdes de 3, 10,
30, 50 e 100 pg/mL.

3.6.1 Avaliacéo da participacéo da via do NO/guanilato-ciclase

Para investigar a participagado da via do NO/guanilato-ciclase no relaxamento
obtido pelo hidrolisado em aorta, seguindo tempo de incubagdo descrito
anteriormente, utilizou-se os seguintes farmacos: c-PTIO (300 uM), sequestrador do
oxido nitrico; L-NAME (100 uM), inibidor ndo seletivo da éxido nitrico sintase; ODQ
(10 uM), inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel, ou Rp-PET (100 uM), inibidor

seletivo da proteina cinase G.

3.6.2 Avaliagao da participacao de canais de potassio

Para investigar se a abertura de canais de potassio estaria relacionada com o
relaxamento gerado pelo HDE, utilizou-se os seguintes farmacos em aorta: TEA (10
mM), bloqueador n&o seletivo de canais de potassio ativados por Ca?*, glibenclamida
(10 pM), bloqueador de canais de potassio sensiveis ao ATP tipo Kir6.1, 4-
aminopiridina (1 mM), bloqueador de canais de potassio dependente de voltagem,
TRAM-34 (10 uM), blogueador de canais de potassio ativados por Ca?* de
condutancia intermediaria, e apamina (0,1 yM), inibidor de canais de potassio ativados

por Ca?* de condutancia baixa.

3.6.3 Avaliacédo da participacédo da via da fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina

quinase (PI3k/Akt) e espécies reativas de oxigénio (EROS)

Para avaliar a participagao de outras vias, como a da Akt/PI3K e das espécies
reativas de oxigénio no relaxamento causado por HDE, foram utilizados em aorta:
wortmanina (0,5 uM), inibidor seletivo ndo competitivo e irreversivel da PI3K,
dorsomorfina (2 pM), inibidor seletivo da AMPK, tempol (0,3 mM), sequestrador de
anion superdxido (O%), e apocinina (100 uM), sequestrador de espécies reativas em

geral.
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3.6.4 Avaliagao da participagao dos receptores de bradicinina e acetilcolina

Para avaliar a participacdo da via de relaxamento tanto da bradicinina, quanto
da acetilcolina, utilizou-se atropina (1 pM), antagonista competitivo reversivel de
receptores para acetilcolina e HOE-140 (1 yM), antagonista competitivo reversivel

seletivo para receptores B2 da bradicinina.

3.6.5 Avaliagéo da participacéo de produtos da cicloxigenase

Com o objetivo de avaliar se o efeito vasorrelaxante do HDE depende de
substancias vasorrelaxantes derivadas do acido araquiddnico, utilizou-se o farmaco

indometacina (10 yM), inibidor ndo-seletivo das ciclooxigenases.

3.6.6 Investigacao do efeito inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) na

atividade vasorrelaxante do HDE

Com o objetivo de avaliar se HDE possui atividade inibidora da ECA, como
diversos outros peptideos de fonte alimentar, apds periodo de estabilizagdo de 1 h
inicial e verificagao da presencga do endotélio funcional, incubou-se anéis de aorta com
o HDE na concentragédo de 50 pg/mL durante os ultimos 30 minutos do segundo
periodo de estabilizagdo. Seguido da incubagdo com o HDE, as preparagdes foram
expostas a angiotensina | na concentragao de 1 pM. O efeito contratil induzido pela
angiotensina | também foi avaliado em preparagdes controle, as quais foram pré-

incubadas apenas com veiculo durante 30 minutos.

3.6.7 Investigacdo da participacdo da regulagdo da entrada de Ca?* no meio
intracelular na atividade vasorrelaxante do HDE

Nesses experimentos, apds o periodo de estabilizacdo e a verificacdo da
presenca do endotélio funcional, os anéis de aorta foram mantidos em solugao
nutritiva regular durante 30 minutos, seguida da incubagdo em solugcdo nutritiva
despolarizante sem calcio (composta por, em mM: NaCl, 71,4; KCI, 59,8; KH2POu4,
1,18; MgS04.7H20, 1,17; NaHCOs, 14,9; dextrose, 5,5; EDTA, 0,03) por mais 30

minutos, a fim de esgotar os estoques de calcio intracelular. Em seguida,
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concentragdes crescentes e cumulativas de CaClz (1 nM a 30 uM) foram adicionadas
as preparacgdes para registro das respostas contrateis evocadas pela entrada de calcio
no meio intracelular.

A seguir, os anéis de aorta passaram por mais um periodo de estabilizagdo de
1h, sendo os ultimos 30 minutos novamente em presenga do liquido nutritivo
despolarizante sem Ca?* porém com incubagdo do HDE na concentragdo de 100
pg/mL. Apds esse periodo de incubagédo, realizou-se outra CCR de contrag&o para
CaCl.

3.7 Protocolos de investigacdo do mecanismo de agao envolvido no efeito

vasorrelaxante do HDE em artérias de resisténcia

Para investigagdo do mecanismo de agcdo do HDE em artérias de resisténcia,
utilizou-se um protocolo semelhante ao realizado em aorta, em que apos os periodos
de estabilizacao e verificagdo do endotélio os anéis foram incubados pelo tempo de
30 minutos em solugao nutritiva na presenca dos farmacos inibidores de algumas vias
intracelulares previamente descritas. Cada anel foi utilizado para avaliagao de apenas
um inibidor. Apos o periodo de incubagdo com os inibidores, realizou-se adi¢ao de
fenilefrina (10 uM) para obtencao de resposta contratil, seguido da adicdo do HDE nas
concentragdes de 3, 10, 30, 50 e 100 ug/mL, para registro da CCR de relaxamento.

As drogas utilizadas em artérias de resisténcia para investigar a participagcéo da
via do NO/guanilato ciclase foram o L-NAME (100 uM), e o ODQ (10 uM). A
participacdo dos canais de potassio foi avaliada com o TEA (10 mM), a glibenclamida
(10 uM), e a 4-aminopiridina (1 mM). Para avaliar a participacdo de substancias
vasorrelaxante derivadas do acido araquidénico foi utilizado o farmaco indometacina
(10 uM).

Para fins de comparagao, também foi avaliado o efeito vasodilatador de
acetilcolina (1 nM a 30 uM) em preparagdes de artérias de resisténcia estimuladas por
fenilefrina e previamente incubadas com L-NAME (100 yM), ODQ (10 uM), TEA (10

mM), indometacina (10 uM) e 4-aminopiridina (1 mM).
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3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrédo da meédia (EPM). O
numero experimental variou entre 5 e 7 preparagbes para cada grupo, obtidas de
animais diferentes. As comparagbes entre grupos foram realizadas utilizando-se
analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida de pés-teste de Bonferroni, ou
pelo teste t de Student quando apropriado. Valores de p > 0,05 foram considerados
significativos. Valores de ECso foram calculados através do mesmo software utilizado
para os graficos e analise estatistica, GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad
Software, La Jolla, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade vasorrelaxante de hidrolisado de proteina de soro de leite em aorta

O hidrolisado de proteinas de soro de leite obtido através de hidrdlise por pepsina
comercial, que passou pela secagem por atomizagao e inativagdo da enzima por
temperatura (HLA-IT), foi capaz de gerar relaxamento dependente de concentragao
em aorta de ratos, nas concentragdes de 1, 3, 5 e 10 mg/mL, conforme mostrado nas
Figura 9A e B, atingindo uma Rmax de 81 £ 14%. Além disso, esse relaxamento
mostrou-se independente de endotélio, uma vez que néo houve alteragao no efeito
vasorrelaxante apos a remocado mecanica da funcdo do endotélio, mantendo-se uma
Rmaxde 90 + 11% (Figura 9A).

No entanto, o processo de producdo do hidrolisado foi capaz de afetar
diretamente a atividade vasorrelaxante. Enquanto os hidrolisados que passaram por
processo de inativacdo da enzima por aumento de temperatura (80 °C), tanto o
atomizado quanto o liofilizado (HLA-IT e HLL-IT), apresentaram alta eficacia quanto a
capacidade de gerar relaxamento, atingindo uma Rmax de 81 £ 14 e 72 = 6 %,
respectivamente. As amostras que passaram por inativagao através de mudanca de
pH (adicao de NaOH) tiveram uma menor eficacia, obtendo uma Rmax de 20 £ 5 %, no
caso da liofilizada (HLL-IP), ou foram incapazes de causar relaxamento, como ocorreu

com a preparagao atomizada (HLA-IP), conforme mostrado nas Figura 9C e D.

4.1.1 Influéncia da digestao in vitro sobre a atividade vasorrelaxante do HLA-IT em

aorta

A incubagao do HDG, produto da hidrélise do HLA-IT pela pepsina, utilizada
para simular a etapa gastrica de digestao, apresentou efeito vasodilatador dependente
da dose em concentragées muito semelhantes ao HLA-IT (Figuras 10A e 10C). Por
outro lado, a adi¢ao do HDE (produto da digestao entérica do HLA-IT) em preparagdes
de aorta previamente contraidas por fenilefrina resultou em efeito vasodilatador
significativo mesmo quando concentragdes muito menores (na faixa de 3 a 100 pg)
foram utilizadas (Figura 10B). O aumento na poténcia do HDE em relagdo ao HLA-IT
pode ser melhor observado através da analise do deslocamento para a esquerda na

curva concentragao-resposta de relaxamento obtida (Figura 10C).
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Figura 9 - Influéncia do método de inativagao da pepsina sobre o relaxamento induzido pelos
hidrolisados de soro de leite em anéis de aorta de rato. (A) CCR de relaxamento induzida por HLA-
IT em preparagdes de anéis de aorta com (E+) e sem (E-) endotélio funcional. (B) Registro tipico da
atividade vasorrelaxante de HLA-IT em anel de aorta com endotélio funcional. (C) CCR de relaxamento
induzida por hidrolisado de soro de leite atomizado (HLA) ou liofilizado (HLL) inativados por temperatura
ou pH em preparagdes com endotélio funcional. (D) Registro de um experimento mostrando auséncia
de efeito vasodilatador apds incubacdo do HLA-IP em anéis de aorta com endotélio funcional. Os
resultados correspondem a média £+ EPM (n = 6 preparacdes de diferentes animais por grupo). *p <
0,05 comparado ao grupo HLA-IT ou HLL-IT.

Ao comparar-se o HLA-IT com os hidrolisados que passaram pela digestao in
vitro, pode-se observar que HDE apresentou maior poténcia obtendo um valor de ECso
de 4,36 (0,47-11,98 ug/mL), seguido de HDE, que obteve um valor de ECs0 de 1,78
(1,15-2,81 mg/mL). Comparando-se o pD2, atingiu-se valores de LogECso de 1,5 para
HDE, seguido de LogECso de 3,0 para o HDG e LogECso de 3,7 para o HLA-IT,
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conforme demonstrado na Figura 10C. Sendo assim, utilizou-se o HDE para

continuacio dos estudos de mecanismo de acao.
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Figura 10 - Digestao in vitro do HLA-IT levou ao aumento de poténcia vasorrelaxante. CCR de
relaxamento induzida pelo HDG (A) ou pelo HDE (B), e comparagédo da atividade vasorrelaxante do
HDE, HDG e HLA-IT em preparacbes de anel de aorta de rato com endotélio funcional (C). Os
resultados correspondem a média £ EPM (n = 6 preparacdes de diferentes animais por grupo). * indica
p < 0,05 em relagdo ao tdbnus basal (antes da adicdo do hidrolisado). # indica p < 0,05 em relagao ao

relaxamento induzido pela concentragao anterior.

4.2 Mecanismo de ac¢ao da atividade vasorrelaxante do HDE em aorta

4.2 .1 Envolvimento de fatores endoteliais no relaxamento exercido pelo HDE em aorta
Apos a remogao mecanica do endotélio vascular para avaliar a participacao de

fatores endoteliais no relaxamento causado pelo HDE, na Figura 11 pode-se observar

que houve perda quase total de atividade vasorrelaxante do hidrolisado, comparado
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ao efeito gerado em anéis mantidos com endotélio funcional (Rmax de 10 £ 9% e 94 +

7% em preparagdes sem e com endotélio funcional, respectivamente).
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Figura 11 - Remog¢ao mecénica do endotélio funcional diminui significativamente a atividade
vasorrelaxante do HDE. CCR de relaxamento induzida pelo HDE em preparagéo de anéis de aorta,
previamente contraidas com fenilefrina. Os resultados correspondem a média + EPM (n = 6

preparagdes de diferentes animais por grupo). * indica valor de p < 0,05 comparado ao grupo E+.

4.2.2 Contribui¢cao da via do NO/guanilato-ciclase no relaxamento exercido pelo HDE

em aorta

Ao incubar-se a preparacédo de anel de aorta com um inibidor n&o seletivo da
enzima oxido nitrico sintase, L-NAME, a atividade vasorrelaxante do HDE foi quase
totalmente abolida (Rmaxde 11 + 4%), conforme mostrado na Figura 12A. O mesmo
ocorreu ao utilizar-se um sequestrador de NO, o ¢c-PTIO, condicdo em que também se
observou perda de efeito vasorrelaxante induzido pelo HDE (Rmaxde 24 + 3%), como
demonstrado na Figura 12B.

Seguindo na via de relaxamento do NO, o inibidor da guanilato ciclase soluvel
OQD, também aboliu quase totalmente o relaxamento induzido pelo HDE (Rmax de 12
1 3%; Figura 12C). Entretanto, o inibidor da PKG RP-8-PET nao foi capaz de interferir
na atividade vasorrelaxante do HDE (Figura 12D).
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Figura 12 - Via do NO/guanilato ciclase participa do relaxamento produzido pelo HDE em aorta.
Relaxamento induzido pelo HDE na auséncia (Controle, circulos fechados em todos os graficos) ou
apos incubacdo de L-NAME (A), c-PTIO (B), ODQ (C) ou RP-8-PET (D), respectivamente. Os
resultados correspondem a média £ EPM (n = 6 preparacdes de diferentes animais por grupo). * indica

p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle.

4.2.3 Participagado de canais de potassio no relaxamento produzido pelo HDE em

aorta

A presenca do inibidor de canais de potassio do tipo sensiveis ao ATP,
glibenclamida, nao foi capaz de alterar a atividade vasorrelaxante do HDE,
semelhante ao que ocorreu em preparacdes que expostas ao inibidor de canais de
potassio dependentes de voltagem, a 4-AP (Figuras 13C e D, respectivamente).

Por outro lado, o inibidor ndo seletivo de canais de potassio sensiveis ao Ca?*,
TEA, diminuiu significativamente a atividade vasorrelaxante do HDE reduzindo a Rmax
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de 80 + 6% (grupo controle) para 16 £ 1%, conforme demonstrado nas Figuras 13A
e B.
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Figura 13 - Bloqueio nido seletivo de canais de potassio sensiveis ao Ca?* inibe relaxamento
exercido pelo HDE. Relaxamento induzido pelo HDE na auséncia (Controle, circulos fechados em A,
C e D) ou apés incubacao de TEA (A), glibenclamida (C) ou 4-AP (D) em preparacdes de anel de aorta
com endotélio funcional. Registros tipicos do relaxamento vascular induzido pelo HDE em anéis de
aorta com endotélio funcional, na auséncia (acima) e apds incubacéo de TEA (abaixo) sdo mostrados
no painel B. Os resultados correspondem a média £ EPM (n = 6 preparagdes de diferentes animais por

grupo). * indica p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle.

No que tange a participacdo de canais de potassio sensiveis ao Ca?*, do tipo de
condutancia intermediaria e baixa, utilizou-se os inibidores TRAM-34 e apamina,
respectivamente. Conforme demostrado nas Figuras 14A e B, nenhuma das duas

drogas foi capaz de interferir na agao vasodilatadora do HDE.
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Figura 14 - Canais de potassio sensiveis ao Ca?* de condutincia intermediaria e baixa nao
influenciam o relaxamento produzido pelo HDE. CCR de relaxamento para o HDE em anéis de aorta
com endotélio funcional, na presenca e auséncia dos inibidores de canais de potassio sensiveis ao
Ca?*, TRAM-34 (A) e apamina (B). Os resultados correspondem a média + EPM (n = 6 preparagdes de

diferentes animais por grupo).

4.2.4 As vias Akt/PI3K e das espécies reativas de oxigénio nao participam do

relaxamento induzido pelo HDE em aorta

A incubacdo com as drogas wortmanina, inibidor da fosfatidilinositol-3-cinase, e
dorsomorfina, inibidor da proteina cinase ativada por AMP (AMPK), ndo resultou em
diferengas no efeito vasodilatador do HDE. Da mesma maneira, a apocinina, inibidor
da NADPH oxidase e o tempol, sequestrador de espécies reativas de oxigénio também
nao foram capazes de interferir na resposta vasorrelaxante do hidrolisado (Figuras
15A a D).

4.2.5 Os antagonistas dos receptores de acetilcolina e bradicinina ndo foram capazes

de reverter o relaxamento induzido pelo HDE em aorta

Conforme demostrado nas Figuras 16A e B, a acao vasodilatadora do HDE néao
foi alterada pela incubagado com atropina, antagonista de receptores muscarinicos, ou

HOE-140, antagonista do receptor B2 da bradicinina.



0-
- -®- CONTROLE
N
< -O- WORTMANINA (0,5 uM)
[=]
Tt
Q
£ 50
©
x
=
Q
4
100 -
— T T |
3 10 30 50 100
HDE [pg/mL]
0-
_ -8~ CONTROLE
R -O- APOCININA (100 uM)
2
c
Q
£ 50
(]
x
s
o
4

100~

3 10 30 50 100
HDE [pg/mL]

Relaxamento (%)

O

Relaxamento (%)

50

100 -

50

100 -

-®- CONTROLE
-O- DORSOMORFINA (2uM)

3 10 30 50 100
HDE [pg/mL]

-®- CONTROLE
-O- TEMPOL (300 uM)

3 10 30 50 100
HDE [pg/mL]

54

Figura 15 - Inibicao das vias da Akt/PI3K e EROs nao interfere no relaxamento causado pelo

HDE. CCR de relaxamento para o HDE em anéis de aorta com endotélio funcional, na presenga e

auséncia dos inibidores wortmanina (A), dorsomorfina (B), apocinina (C) e tempol (D), respectivamente.

Os resultados correspondem a média + EPM (n = 6 preparagdes de diferentes animais por grupo).
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Figura 16 - Antagonismo de receptores para acetilcolina e bradicinina nao interfere no

relaxamento causado pelo HDE. CCR de relaxamento para o HDE em anéis de aorta com endotélio

funcional, na presencga e auséncia dos antagonistas atropina (A) e HOE-140 (B), respectivamente. Os

resultados correspondem a média + EPM (n = 6 preparagdes de diferentes animais por grupo).
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4.2.6 Os produtos da cicloxigenase ndo tem participagao no relaxamento causado
pelo HDE em aorta

A indometacina, inibidor ndo seletivo de ciclooxigenases, responsavel pela
formacao de prostandides nao foi capaz de interferir no efeito do HDE em anéis de

aorta, conforme demonstrado na Figura 17.
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Figura 17 - Bloqueio da COX néao interfere no relaxamento causado pelo HDE. CCR de
relaxamento para o HDE em preparagdes de anéis de aorta com presenga de endotélio funcional, na
presenca e auséncia de indometacina. Os resultados correspondem a média £ EPM (n = 6 preparagdes
de diferentes animais por grupo).

4.2.7 HDE nao exerceu efeito sobre a atividade contratil da angiotensina |

Conforme ilustrado na Figura 18, nao houve diferenga na contragao induzida por

angiotensina | entre anéis que foram incubados com o HDE ou apenas com o veiculo.
4.2.8 Auséncia de efeito do HDE sobre contragdes induzidas por CaClz.
Na Figura 19 pode-se observar que a incubagao de anéis de aorta mantidas em

solugao nutritiva despolarizante com o HDE (100 uM) néao foi capaz de alterar a CCR

de contragao induzida pelo CaCla.
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Figura 18 - HDE nao foi capaz de interferir na resposta contratil exercida pela angiotensina I.
Contracao exercida pela incubagdo com angiotensina | em anéis de aorta de rato, na presenga do
veiculo (barra preta) ou HDE 50 pug/mL (barra branca). Barras do grafico correspondem a média + EPM

(n = 6 preparagdes de diferentes animais por grupo).
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Figura 19 - HDE n3o interfere na mobilizagio de Ca?* extracelular. CCR de contragdo para CaClz
em anéis de aorta com endotélio funcional e previamente despolarizados, na auséncia e na presenga

de HDE 100 pM. Os resultados correspondem a média £ EPM (n = 6 preparagdes de diferentes animais

por grupo).

4.2.9 Presenga do tecido perivascular ndo altera o relaxamento exercido pelo HDE em

aorta

Conforme demonstrado na Figura 20A, a presenca do tecido perivascular intacto

na preparacao de aorta ndo causou aumento nem diminuig&o significativa na atividade
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vasorrelaxante de HDE (Rmax de 83 + 4%). De maneira semelhante, ndo houve
mudanca na habilidade do L-NAME (Figura 20B), ODQ (Figura 20C), ou TEA (Figura

20D) em inibir o efeito vasodilatador do HDE nestas preparagoes.
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Figura 20 - Relaxamento exercido pelo HDE néo foi alterado pela presenga do tecido perivascular
(PVAT) em anéis de aorta. CCR de relaxamento para o HDE em preparacdes de aorta com endotélio
funcional, com e sem a presenca do PVAT (A). CCR de relaxamento para o HDE em preparagdes de
aorta com endotélio funcional e sem a remogao do PVAT, na presenga ou auséncia dos inibidores L-
NAME (B), ODQ (C) E TEA (D). Os resultados correspondem a média + EPM (n = 6 preparacdes de

diferentes animais por grupo). * indica p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle.

4.3 Atividade vasorrelaxante de HDE em artérias mesentéricas de resisténcia

Ao avaliar-se a atividade biolégica do HDE em artérias mesentéricas de
resisténcia de primeira e segunda ordem, observou-se que a adi¢ao de concentragdes

crescentes do hidrolisado também €& capaz de gerar relaxamento dependente de
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concentracédo (Rmax de 90 £ 3%), semelhante ao encontrado na aorta de ratos, como

apresentado na Figura 21.

509

Relaxamento (%)

@ Aorta

1004 “O- Mesentéricas de Resisténcia

3 10 30 50 100
HDE [pg/mL]

Figura 21 - HDE é capaz de gerar relaxamento dependente de concentragdao em artérias de
resisténcia. CCR de relaxamento para o HDE em preparagdes de anéis de aorta e de artérias
mesentéricas de resisténcia, com presenga de endotélio funcional. Os resultados correspondem a

média + EPM (n = 6 preparagdes de diferentes animais por grupo).

4.3.1 Contribui¢ao da via do NO/guanilato-ciclase no relaxamento exercido pelo HDE

em artérias de resisténcia

Em anéis de artérias de resisténcia, quando incubados com inibidores da via do
NO, como o L-NAME, o HDE perdeu grande parte do seu efeito vasorrelaxante e
também sua poténcia, reduzindo a Rmaxde 90 para 58%. Para fins de comparacgéo, a
acetilcolina nao teve seu relaxamento alterado pela presenca do L-NAME, conforme
demonstrado nas Figura 22A e B. Resultado semelhante foi encontrado quando os
anéis foram incubados com o inibidor de guanilato ciclase soluvel ODQ, o qual foi
capaz de abolir o relaxamento induzido pelo HDE (Figura 22C), mas causou apenas

um deslocamento da CCR de relaxamento induzido pela acetilcolina (Figura 22D).
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Figura 22 - NO participa de relaxamento induzido pelo HDE, mas nao pela acetilcolina, em
artérias mesentéricas de resisténcia. CCR de relaxamento para o HDE em preparagbes de anéis de
artérias mesentéricas de resisténcia com endotélio funcional, na presenga ou na auséncia dos inibidores L-
NAME (A) e ODQ (C), respectivamente. CCR de relaxamento para acetilcolina em preparacdes de anéis de
artérias mesentéricas de resisténcia com endotélio funcional, na presenga ou na auséncia dos inibidores L-
NAME (B) e ODQ (D). Os resultados correspondem a média + EPM (n = 6 preparagdes de diferentes animais

por grupo). * indica p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle.

4.3.2 Canais de potassio nao participam do relaxamento induzido pelo HDE em

artérias de resisténcia

Diferente do que ocorreu em anéis de aorta, a presenga do TEA néo alterou o
efeito vasorrelaxante do HDE em artérias de resisténcia. Em contraste a esse
resultado, quando incubou-se o anel com TEA e realizou-se uma CCR para
acetilcolina, pode-se observar um deslocamento a direita da curva no grafico, havendo
perda de poténcia da droga, conforme demonstrado na Figuras 23A e B.

Por outro lado, quando os anéis foram incubados com o inibidor seletivo de

canais de K* dependentes de voltagem 4-AP, a CCR de relaxamento induzido pelo
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HDE foi deslocada significativamente para a esquerda, revelando uma potencializagao
desse efeito. Por sua vez, a incubagao de 4-AP nao alterou o relaxamento vascular

induzido pela acetilcolina nessas preparagdes (Figuras 23C e D).
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Figura 23 - Canais de K* sensiveis ao Ca?" e canais de K* dependentes de voltagem nio
participam do relaxamento causado pelo HDE. CCR de relaxamento para o HDE em preparagoes
de anéis de artérias mesentéricas de resisténcia com endotélio funcional, na presenga ou na auséncia
dos inibidores TEA (A) e 4-AP (C), respectivamente. CCR de relaxamento para acetilcolina em
preparagdes de anéis de artérias mesentéricas de resisténcia com endotélio funcional, na presenga ou
na auséncia dos inibidores TEA (B) e 4-AP (D). Os resultados correspondem a média + EPM (n = 6
preparacdes de diferentes animais por grupo). * indica p < 0,05 comparado ao respectivo grupo

controle.

Em se tratando dos canais de K* sensiveis ao ATP, também nao houve mudancga
na resposta vasodilatadora para o HDE em artérias de resisténcia quando os anéis

foram incubados com glibenclamida, conforme Figura 24, abaixo.
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Figura 24 - Canais de K* sensiveis ao ATP nao participam do efeito vasodilatador exercido pelo
HDE em artérias de resisténcia. CCR de relaxamento para o HDE em anéis de artérias mesentéricas
de resisténcia com endotélio funcional, na presenga ou na auséncia de glibenclamida. Os resultados

correspondem a média + EPM (n = 6 preparacgbes de diferentes animais por grupo).

4.3.3 Produtos da cicloxigenase nao reduzem o relaxamento causado pelo HDE em

artérias de resisténcia

O relaxamento vascular induzido pelo HDE foi potencializado em preparagdes
de artérias mesentéricas de resisténcia previamente incubadas com indometacina,
como pode ser observado pelo deslocamento da CCR (Figura 25A). Por sua vez, a
CCR de relaxamento para acetilcolina em preparagdes incubadas com indometacina
nao foi diferente daquela obtida em preparacdes controle, incubadas apenas com
veiculo (Figura 25B).
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Figura 25 - Produtos da ciclooxigenase nao reduzem o relaxamento causado pelo HDE em
artérias de resisténcia. CCR de relaxamento para o HDE em preparagbes de anéis de artérias
mesentéricas de resisténcia com endotélio funcional, na presenga ou na auséncia de indometacina (A).
CCR de relaxamento para acetilcolina em preparagdes de anéis de artérias mesentéricas de
resisténcia com endotélio funcional, na presenga ou na auséncia de indometacina (B). (n = 6

preparagdes de diferentes animais por grupo). * indica p < 0,05 comparado ao respectivo grupo
controle.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou a atividade vasorrelaxante de um hidrolisado de
proteina de soro de leite, obtido através da hidrélise por pepsina comercial, antes e
apoés digestdo in vifro. Em termos de atividade biologica, a hidrélise e
consequentemente a digestao sdo importantes para que haja liberagao e formacgéao de
peptideos, que podem ter maior potencial para exercer tais atividades quando
comparados a proteina de soro de leite intacta. Um estudo de Mullally et al. (1997b),
demonstrou que a hidrélise por pepsina e proteases pancreaticas foi necessaria para
obtencao de efeito inibidor da ECA in vitro, uma vez que essa atividade foi exercida
por peptideos formados apds a quebra da B-lactoglobulina (uma proteina derivada do
leite), enquanto que a proteina n&o hidrolisada apresentou baixa atividade. O mesmo
grupo também demonstrou que a digestdo do soro de leite em si, por proteinase
pancreatica in vitro, foi responsavel por gerar peptideos com atividade bioldgica
significativa, quando comparados ao soro de leite ndo digerido (Mullally et al., 1997a).

De maneira semelhante ao apresentado na literatura, no que diz respeito a
hidrdlise de proteinas do leite gerar peptideos com atividade bioldgica, este trabalho
demonstrou que peptideos de soro de leite hidrolisados através de pepsina comercial
apresentam atividade vasorrelaxante em aorta e artérias mesentéricas de ratos. Além
disso, apos esse mesmo hidrolisado (HLA-IT) passar por um processo de digestao in
vitro, houve um importante aumento na sua atividade vasorrelaxante, principalmente
apo6s a fase entérica da digestao (que gerou o hidrolisado denominado HDE). Como
revelado neste estudo, a primeira concentracdo do HDE capaz de exercer efeito
vasodilatador foi a de 3 ug/mL, o que representa um aumento de cerca de 300 vezes
em sua poténcia, quando comparado ao HLA-IT, cuja concentragao inicial capaz de
exercer vasorrelaxamento foi de 1 mg/mL.

No que diz respeito ao método de obtencédo do hidrolisado e ao processo de
secagem para sua utilizacdo como ferramenta experimental, comparou-se a atividade
vasorrelaxante de hidrolisados gerados através da liofilizagdo e da atomizagao.
Apesar do custo reduzido, existe certa relutancia em utilizar-se a atomizagéo, uma vez
que o processo nao raramente submete o produto a temperaturas acima de 100 °C,
podendo levar a desnaturacdo de proteinas ou inativar compostos bioativos nao
resistentes a altas temperaturas (Ameri & Maa, 2007). Entretanto, obteve-se um perfil

cromatografico semelhante de peptideos na composigéo dos hidrolisados submetidos
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aos dois processos, conforme trabalho previamente realizado por este grupo (Ozorio,
et al., 2019). Da mesma maneira, ndo houve diferenca de resposta vasodilatadora em
aorta de ratos, na qual tanto os hidrolisados liofilizados quanto os atomizados,
exerceram uma vasodilatagdo significativa. Desta forma, os resultados aqui
apresentados permitem concluir que o método de secagem do hidrolisado nao
interferiu em sua atividade vasorrelaxante em banho de 6rgao isolado.

Ja no que tange ao método de inativagdo da enzima utilizada para hidrolisar o
soro de leite, pode-se constatar que a inativagdo por temperatura (80 °C) gerou
peptideos com maior poténcia vasodilatadora do que a inativagao por mudancga de pH
utiizando o NaOH, que fez com que o hidrolisado perdesse sua atividade
vasorrelaxante em aorta de ratos. Desta maneira, utilizou-se para as etapas
subsequentes da avaliagao farmacoldgica o hidrolisado atomizado, no qual a pepsina
foi inativada por temperatura (HLA-IT), que foi capaz de gerar um relaxamento robusto
e independente do endotélio, conforme demonstrado na Figura 9.

Para compreender a relevancia dos resultados da atividade do hidrolisado
encontrados em banho de 6rgéo isolado, cumpre-nos ressaltar que a maior parte das
evidéncias existentes na literatura acerca da atividade biolégica de peptideos de soro
de leite apontam para a capacidade destes em inibir a ECA. Apds a descoberta dos
peptideos provenientes da Bothrops jararaca com atividade inibitoria da ECA (Ferreira
et al., 1970), buscou-se outras fontes de peptideos que também pudessem gerar esse
efeito. A compreensao da atividade dos peptideos de soro de leite sobre o sistema
vascular se iniciou aproximadamente em 1996, a partir de um estudo de Mullally et al.
(1996), que demonstrou que peptideos sintéticos correspondentes a a-lactoalbumina
e B-lactoglobulina eram capazes de inibir a ECA. Desde entdo, despertou-se o
interesse e a busca por peptideos derivados de soro de leite com atividade inibitoria
da ECA, e diversos estudos encontraram resultados similares, que mostravam a
inibicao da ECA através de metodologias in vitro (Alvarado et al., 2018; O’Keeffe et
al., 2017; Pinto et al., 2012).

A partir das evidéncias de que peptideos de soro de leite exerciam atividade
inibitéria sobre a ECA, buscou-se avaliar a atividade anti-hipertensiva desses
peptideos. Em meados de 1998 surgiram evidéncias nessa linha, como o estudo de
Abubakar et al. (1998), o qual demonstrou que peptideos derivados da hidrolise do
soro de leite foram capazes de exercer atividade anti-hipertensiva em animais SHR

ap6s uma unica administragdo intragastrica. Logo em seguida, um estudo de
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Nurminen et al. (2000) também demonstrou através da medida de presséo arterial por
telemetria, a diminui¢cao da pressao arterial apos inje¢ao de um peptideo derivado da
a-lactoalbumina, tanto em ratos SHR quanto normotensos. Além desses, diversos
estudos demonstraram resultados semelhantes no que tange a atividade anti-
hipertensiva de peptideos derivados de soro de leite, aferida através de metodologias
in vivo realizadas em ratos SHR (por exemplo, Martin et al., 2015, Tavares et al., 2012
e Wang et al., 2012).

Apesar da evidéncia a respeito da atividade sobre a ECA, e da atividade anti-
hipertensiva de peptideos de proteina do soro do leite, pouco se sabe a respeito de
sua acgao direta em vasos isolados, e informacdes a respeito de outros mecanismos
de acao envolvidos na atuacao desses peptideos sdo escassas.

Considerando-se a insuficiéncia de informacdes a respeito da atividade vascular
de hidrolisados de soro de leite, o presente estudo buscou explorar essa atividade,
bem como identificar os possiveis mecanismos de acado responsaveis pelo
relaxamento apresentado. Dessa maneira, como houve aumento significativo na
poténcia do HLA-IT apds a digestao in vitro, deu-se seguimento aos estudos de
mecanismo de acgao utilizando-se o HDE. O primeiro ponto a ser observado, € que o
HDE, diferente do HLA-IT, apresentou uma atividade dependente de endotélio, sendo
necessaria a presenca deste para que ocorresse 0 vasorrelaxamento.

Uma vez que a remogao mecanica da funcionalidade do endotélio foi capaz de
inibir totalmente a atividade vasorrelaxante do HDE, e que o NO é um dos principais
mediadores vasodilatadores provenientes do endotélio (Moncada et al., 1988),
utilizamos o inibidor ndo seletivo das sintases de 6xido nitrico, L-NAME, que é capaz
de impedir o vasorrelaxamento por substancias cujo efeito € dependente de NO (Rees
etal., 1990). A incubacado com o L-NAME resultou na inibi¢gdo do relaxamento causado
pelo HDE, sugerindo que o NO é um dos fatores responsaveis pelo relaxamento
observado. Para confirmar essa hipotese, langou-se mao de um sequestrador quimico
do NO, o c-PTIO, que foi capaz de inibir totalmente a resposta vasorrelaxante da
acetilcolina em diversos vasos de coelho (Yoshida et al., 1998). O sequestro do NO,
como era de se esperar, também reduziu significativamente o relaxamento causado
pelo HDE.

Para que ocorra relaxamento, o NO precisa difundir-se através da membrana
celular, vindo do endotélio, entrando na célula do musculo liso vascular. Uma vez

disponivel no citoplasma, ele € capaz de ativar a guanilato ciclase soluvel e
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desencadear a formacdo de GMPc (Arnold et al., 1977). Para fins de elucidar a
ativagdo da via do NO pelo HDE, utilizou-se um inibidor direto da guanilato ciclase
soluvel, o ODQ (Zhao et al., 2000). Como a presenga do ODQ na preparag¢ao diminuiu
o efeito vasorrelaxante na mesma magnitude que o L-NAME, confirmou-se a hipotese
que o HDE é capaz de ativar a via do 6xido nitrico em aorta de ratos, assim levando
a ativagao da GCs. Apesar disso, provavelmente o HDE n&o ative diretamente a GCs
em aorta, uma vez que o L-NAME por si s6 foi capaz de abolir o efeito do hidrolisado.

Como o aumento de GMPc apds ativacdo da GCs pelo NO leva a estimulacao
da PKG para gerar efeito vasodilatador (Francis et al., 2010), era de se esperar que a
inibicdo da PKG através do Rp-8-Br-PET-cGMPS (Butt et al., 1990) diminuisse a
vasodilatacdo exercida pelo hidrolisado. Porém, apesar de todas as evidéncias
apontarem para ativagao da via do 6xido nitrico por HDE, Rp-8-Br-PET-cGMPS nao
foi capaz de interferir no relaxamento. Nao se pode excluir uma falha na inibicao da
PKG, uma vez que as condi¢gdes experimentais ndo permitem a realizagcdo de um
controle positivo para verificar a atividade do inibidor. Além disso, um estudo de
Valtcheva et al. (2009) demonstrou auséncia de antagonismo e uma possivel atividade
agonista de Rp-8-Br-PET-cGMPS sobre a PKG. Ainda neste estudo, a atividade da
PKG foi monitorada através do estimulo de crescimento de células de musculo liso
vascular, ndo ocorrendo antagonismo quando adicionado o agonista 8-Br-GMPc.
Além disso, Rp-PET favoreceu o crescimento celular de maneira dependente de PKG.
Sendo assim, esse antagonista ndo deveria ser usado como evidéncia unica do papel
da PKG no processo de vasorrelaxamento exercido pelo HDE.

Estudos na literatura corroboram nossos achados de que o NO pode estar
envolvido na atividade vasorrelaxante de peptideos de origem alimentar. Um estudo
de Hirota et al. (2011b) demonstrou que tripeptideos derivados de outra proteina do
leite, a caseina, sdo capazes de induzir a producdo de NO em cultura de células
endoteliais, bem como causar relaxamento dependente de endotélio em aorta de
ratos. Além disso, outro estudo também demonstrou peptideos isolados derivados de
leite (Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro) que foram capazes de reverter a disfuncéo arterial
causada por tratamento com L-NAME. Mesmo em animais que passaram por 4
semanas de tratamento com L-NAME, o relaxamento mediado por acetilcolina foi
preservado quando tratados com val-pro-pro e ile-pro-pro. O contrario ocorreu com o
grupo que recebeu somente L-NAME, em que perdeu-se parte da capacidade de

relaxamento apds estimulo por acetilcolina, sendo este evento relacionado pelos
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autores com o aumento de producdo de NO (Nonaka et al., 2014). Também
relacionado a producdo de NO, o estudo de Yamaguchi et al. (2009) demonstrou
através da analise de microarraste de DNA, que peptideos isolados do leite podem
levar a um upregulation da expressao de RNAm para eNOS na aorta de ratos SHR.
Os estudos apresentados acima demonstram a evidéncia existente na literatura de
que peptideos derivados de leite podem atuar no sistema cardiovascular através da
via do oxido nitrico. Porém os resultados obtidos no presente estudo sdo os unicos
em nosso conhecimento a demonstrarem atividade direta de derivados do hidrolisado
de soro de leite sobre a via do NO.

Além do NO, outra importante via de relaxamento dependente do endotélio é
através da abertura de canais de K*. Esses canais participam diretamente do
relaxamento do musculo liso vascular por estarem relacionados com o EDHF, seja
através do K* atuando diretamente como fator hiperpolarizante e vasodilatador
(Weston et al.,, 1998) ou através da liberacdo desse ion por outra substancia,
culminando na hiperpolarizagdo (Chen et al., 1988). Além disso, o proprio NO pode
levar ao aumento de K* no meio intracelular por ativar diretamente canais de K*
sensiveis ao Ca?*, como demonstrado por Bolotina et al. (1994) e por Archer et al.
(1994). Em suma, sabe se que o relaxamento dependente de endotélio também
envolve a participagcao de canais de K*, de diversas maneiras (Gluais et al., 2005).

Tendo em vista estas informacdes a respeito da participacdo dos canais de K*
no relaxamento dependente de endotélio, buscamos identificar a pariticipagao dos
mesmos na atividade do HDE. Para tal, utilizamos o bloqueador ndo seletivo de canais
de K* ativados por Ca?*, TEA, o qual ja foi demonstrado inibir o relaxamento causado
por acetilcolina em aorta de coelhos (Demirel et al., 1994). Apds incubagao com o TEA
em aorta, observou-se uma diminuigao robusta no relaxamento causado pelo HDE,
semelhante aquela observada com L-NAME, o que demonstra que de alguma
maneira, os canais de K* ativados por Ca?* tém participacdo importante nesse efeito
vasorrelaxante.

Além dos canais de K* ativados por Ca?*, também buscamos identificar a
participagéo de outros canais de K*, como aqueles sensiveis ao ATP. A glibenclamida,
um hipoglicemiante oral, é capaz de bloquar as correntes de K* através dos canais de
K* sensiveis ATP (Sturgess et al., 1985), do tipo Kir6. Sendo assim, a auséncia de
alteracao no efeito vasorrelaxante do HDE apds a incubagao da glibenclamida indica

que esses canais de potassio ndo participam neste evento. Da mesma maneira,
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canais de K" dependentes de voltagem nao parecem contribuir para o relaxamento
exercido pelo HDE, visto que a droga 4-aminopiridina, conhecida por ser capaz de
bloquear canais de K* dependentes de voltagem e diminuir a condutancia do ion K*
na membrana celular (Robertson et al., 1994), também n&o levou a nenhuma alteracao
na resposta vasodilatadora gerada pelo HDE, demonstrando que também os canais
dependentes de voltagem n&o tem participagdo no efeito vasorrelaxante do HDE
nestas condigdes experimentais.

Uma vez que somente o inibidor ndo seletivo de canais de K* sensiveis ao Ca?*,
TEA foi capaz de reduzir a atividade vasorrelaxante do HDE, utilizou-se bloqueadores
seletivos para canais dessa familia, com intuito de identificar qual subtipo de canal
estaria participando desta atividade. Existem evidéncias de que tanto os canais de K*
de condutancia intermediaria, (IKCa) quanto baixa (SKCa), tém papel importante no
relaxamento causado por acetilcolina em vasos (Hilgers et al., 2006). Sendo assim,
como ao utilizar-se a droga TRAM-34, um bloqueador seletivo de canais IKCa
(Grissmer et al., 2000), ndo observou-se redugdo na resposta vasodilatadora,
concluiu-se que estes canais nao participam do vasorrelaxamento exercido por HDE.
Ao utilizarmos a apamina, que ja foi demonstrado ser capaz de reduzir a
hiperpolarizacdo causada por acetilcolina ao bloquear canais SKCa (Gluais et al.,
2005), também nao foi possivel observar alteragao na resposta ao HDE, sugerindo
que canais SKCa néo participam na sua atividade vasorrelaxante.

Uma vez que, até este ponto dos experimentos a participacdo do NO havia sido
revelada como crucial para o relaxamento vascular descrito neste estudo, estudou-se
outras vias que pudessem estar relacionadas a ativacao da eNOS, como a via da
Akt/PI3K. O estimulo desta via por mecanismos como o estresse de cisalhamento leva
a uma ativagcao sustentada da eNOS, através da fosforilagcdo do residuo de serina
1177, aumentando a biodisponibilidade de NO (Dimmeler et al., 1999). Porém, tanto
a utilizagao do inibidor seletivo da PI3K, wortmanina (Powis et al., 1994), quanto da
dorsomorfina, usada como inibidor da AMPK (Liu et al., 2014), n&o alterou a resposta
vasodilatadora induzida pelo HDE, sugerindo que esta via nao participa desta
resposta.

Outro mecanismo que poderia estar envolvido no relaxamento exercido pelo
HDE seria a regulagado de EROS. Estas sdo conhecidas por diversas agdes sobre a
biologia vascular, algumas vezes gerando efeitos que podem ser considerados

controversos. Esta bem estabelecido que uma das maneiras que as EROS regulam o
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tbnus vascular é através da inativacdo do NO pelo anion superoxido (Rubanyi &
Vanhoutte, 1986 e Taniyama & Griendling, 2003). Além disso, as EROS também
podem ter efeito vasodilatador direto. Um exemplo é o H202, capaz de causar
vasorrelaxamento em artéria pulmonar (Burke & Wolin, 1987) e vasos de resisténcia
(Matoba et al., 2000), dentre outros. Desta maneira, neste estudo, procurou-se
entender a participacdo das EROS no relaxamento exercido pelo HDE. Os
experimentos realizados mostraram que a incubagdo com a apocinina, que tem sido
utilizada como inibidor da enzima NADPH oxidase (Dodd-o & Pearse, 2000), principal
catalizadora da formagao de Oz (para revisao, ver Salazar, 2018), ou também como
sequestradora de espécies reativas (Heumliller et al., 2008), nao interferiu no
relaxamento exercido pelo hidrolisado. Da mesma forma, a utilizacdo do tempol,
sequestrador de EROS que permeia a membrana celular (Square et al., 2000),
também néo influenciou a atividade vasorrelaxante do HDE. Assim, os resultados
obtidos a partir da utilizacdo dessas ferramentas farmacolégicas ndo gerou indicios
que apontem para a participagdo de EROS no relaxamento vascular induzido pelo
HDE.

A estimulacdo de determinados receptores da membrana da célula endotelial
leva a ativagao da eNOS e liberacdo de NO (para revisao, ver Fleming & Kai, 2010).
Duas dessas importantes substancias que se ligam a seus receptores e culminam na
liberagdo de NO sé&o a acetilcolina (Furchgott & Zawadzki, 1980) e a bradicinina (Mann
et al.,, 1991). Desta maneira, testou-se a hipétese de que o HDE estaria causando a
liberacdo de NO através da ativacdo de receptores desses agonistas enddégenos.
Porém, ao incubar-se a preparacdo de anel de aorta tanto com atropina, um
antagonista de receptores muscarinicos, quanto com HOE-140, antagonista de
receptores Bz para a bradicinina, ndo se observou qualquer alteragao no relaxamento
induzido pelo HDE, demonstrando que esses receptores ndo sao ativados pelo HDE.

Como comentado anteriormente, a maior parte dos estudos existentes na
literatura a respeito dos efeitos de hidrolisados de proteina de soro de leite no sistema
vascular sdo relacionados com a inibigdo da ECA (Mullally et al., 1997a; O’Keeffe et
al., 2017 e Tavares et al., 2012). Devido a isso, apesar dos presentes resultados
indicarem uma participagdo da via do NO no relaxamento causado pelo HDE,
buscamos evidenciar a hipétese de que o HDE também estaria inibindo a ECA. Desta
maneira, ao realizar-se a incubagcdo com angiotensina | em anéis de aorta de rato,

ocorre a conversao desta para angiotensina Il através da ECA tecidual, e observa-se
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uma resposta contratil. No presente estudo, observou-se que ao incubar-se o0 anel de
aorta com o HDE na concentracédo de 50 pg, (concentragdo capaz de exercer efeito
vasodilatador quando administrado em preparagdes contraidas por fenilefrina) ndo se
observou mudanga na contragdo induzida pela angiotensina |, em comparagdo com
repostas obtidas em anéis adrticos que nao foram incubados com HDE. Tendo em
vista que o efeito contratil gerado apds a adi¢ao de angiotensina | € dependente de
sua conversao a angiotensina Il pela ECA tecidual, pode-se concluir que o
relaxamento vascular gerado pelo HDE em nossos experimentos ndo é dependente
da inibicdo da ECA, sendo que ndo houve mudancga na contragdo para angiotensina
Il apos incubacéo com HDE.

Considerando-se a aplicabilidade de substancias vasodilatadoras em meios
biolégicos, mais especificamente tratando-se da atividade do HDE, avaliou-se seu
efeito vasodilatador em preparagdes nas quais o tecido perivascular (PVAT) foi
preservado. Essa analise é potencialmente importante, tendo em vista que em
condigdes fisioldgicas, no organismo de um individuo, o PVAT estaria presente. Foi
somente em 1991 que surgiu a primeira hipotese de que o PVAT seria importante, ou
teria algum papel na regulacdo vascular (Soltis & Cassis, 1991). Mais tarde se
descobriu que ele tinha papel vasodilatador, ou mais precisamente, liberava uma ou
mais substancias com atividade anti-contratil (Lohn et al., 2002). Por isso, visamos
avaliar se a presenca do PVAT no anel de aorta influenciaria a atividade
vasorrelaxante do HDE. Porém, a analise dos resultados apresentados na Figura 20
revela que nao houve alteragdo na resposta ao HDE naqueles anéis que continham
PVAT. Da mesma forma, o mecanismo de acéao pelo qual o HDE exerceu relaxamento
em anéis aorticos contendo o PVAT se manteve o mesmo, uma vez que a
vasodilatagdo induzida apés a incubagado com L-NAME, ODQ e TEA foi reduzida de
forma semelhante ao observado em preparacdes sem PVAT. A auséncia de influéncia
do PVAT na atividade do HDE, pode se dever ao fato de que, como mostrado em
estudos existentes, o fator vasorrelaxante derivado do PVAT gera efeitos de forma
independente do endotélio, e principalmente, independente da liberacdo de o6xido
nitrico (Lohn et al., 2002). Assim, considerando-se que o HDE exerce seu mecanismo
de acao principalmente através da liberagcao de oxido nitrico, é possivel compreender
0 porqué da auséncia de influéncia do PVAT em seu efeito.

Considerando-se o contraste de mecanismos envolvidos na vasodilatagcao de

artérias de condutancia e resisténcia, buscou-se investigar se ha diferengcas na
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resposta vasodilatadora do HDE em artérias de resisténcia, uma vez que o leito
mesentérico tem papel importante no controle da presséao arterial. O HDE foi capaz
de gerar relaxamento em artérias de resisténcia da mesma magnitude e com a mesma
poténcia encontrada em aorta. Apesar disso, pode-se notar diferencas na resposta a
inibicao das sintases de 6xido nitrico em artérias de resisténcia. Enquanto em aorta o
L-NAME foi capaz de bloquear quase totalmente o efeito do HDE, em pequenos vasos
mesentéricos, pode-se observar que a maior concentracdo de HDE exerce um
relaxamento de aproximadamente 50% na presenca do inibidor da sintase de 6xido
nitrico. Apesar disso, quando se inibiu a guanilato ciclase soluvel com o OQD, a
resposta vasodilatadora foi quase totalmente abolida nessas artérias de resisténcia
semelhante ao encontrado em aorta. Além do NO, existe evidéncia de que outro gas
€ capaz de ativar a GCs, o monoxido de carbono (CO) (Brune & Ullrich, 1987;
Furchgott & Jothianandan, 1991). Sendo assim, apesar de a eNOS estar inibida na
presenca do L-NAME, a enzima heme-oxigenase pode estar sendo estimulada pelo
HDE e levando a liberagao de CO, que estaria ativando a GCs e levando a formacéao
de GMPc, o que explicaria porque a resposta vasorrelaxante ao HDE foi parcialmente
preservada mesmo na presenca do L-NAME, porém foi praticamente abolida na
presenca do ODQ. Entretanto, o CO seria apenas um exemplo a ser considerado, nao
se podendo excluir outras substancias capazes de contribuir para este efeito, como
por exemplo, os nitrosotiois, os quais ja foi demonstrado serem potentes ativadores
da guanilato ciclase (Ignarro et al, 1979). Outra hipotese seria de que alguns dos
peptideos contidos no hidrolisado poderiam estar também ativando diretamente a
GCs, o que explicaria porque parte do efeito foi mantido com a presenga do L-NAME.
Sendo assim, nossos resultados apenas nos permitem afirmar que as sintases de
oxido nitrico participam nesse relaxamento, porém podendo o efeito ndo ser somente
através dessas. S4o necessarios outros experimentos para elucidar a participacao de
outras substéncias nesse relaxamento.

A acetilcolina, que também exerce vasodilatacao através da liberacido de NO em
aorta de ratos, quando testada em vasos de resisténcia n&o € inibida pela presenca
do L-NAME, indicando que nesses vasos o NO nao é o principal mediador da sua
atividade (Garland & McPherson, 1992) assim como demonstrado nas Figuras 22B e
C. Esse achado difere da substancia vasodilatadora utilizada no presente estudo, em
gue mesmo em artérias de resisténcia, o NO continua contribuindo significativamente

para a atividade HDE. Por outro lado, canais de K* sdo tidos como os principais
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mediadores do vasorrelaxamento em artérias de resisténcia (Hiroaki et al., 1996). Isso
€ confirmado na Figura 23B, em que a curva de relaxamento para acetilcolina é
deslocada para a direita na presenca do inibidor ndo seletivo de canais de K* sensiveis
ao Ca?*, TEA, indicando perda de poténcia da droga. Apesar disso, quando se trata
do relaxamento exercido pelo HDE, ndo podemos observar essa resposta,
demonstrando que os canais de K* sensiveis ao Ca?* nao participam de forma tao
pronunciada da vasodilatagao induzida pelo HDE em artérias de resisténcia, como
ocorre para a acetilcolina. Esse resultado difere também do encontrado em aorta, em
que o TEA foi capaz de diminuir o efeito do HDE.

Apesar de os canais de K* terem maior participagao no relaxamento causado por
acetilcolina em artérias de resisténcia, um estudo demonstrou ndo ser o NO que
medeia diretamente a abertura desses canais nessas artérias, levantando a hipétese
de que outro fator participa dessa hiperpolarizagcdo exercida pela acetilcolina
(Garland,C.J. & McPherson, 1992). No efeito do HDE, apesar de encontrarmos
participacdo do NO no relaxamento em artérias de resisténcia, provavelmente esse
NO néo exerce abertura de canais de potassio tdo significativa nesses vasos, como
ocorre em aorta (Bolotina et al., 1994). Dessa maneira, a reducdo do efeito
vasodilatador do HDE em aorta na presenca do TEA pode ser relacionada a abertura
direta desses canais pelo NO liberado pelo HDE.

Além dos canais de K* sensiveis ao Ca?*, os canais de K* sensiveis ao ATP
também ja foram destacados como mecanismo através do qual o NO causa
hiperpolarizagdo em artérias de resisténcia, sendo que essa hiperpolarizagao seria
bloqueada pela presenca da glibenclamida, como demonstrado por Murphy & Brayden
(1995). Sendo assim, como também realizado em aorta, utilizou-se a glibenclamida,
inibidor seletivo para canais de K* sensiveis ao ATP em artérias mesentéricas. A
glibenclamida nao foi capaz de alterar a resposta exercida pelo HDE, o que em
primeira instancia, indica que esses canais nao participam do seu relaxamento nessas
condi¢cdes experimentais.

De maneira semelhante, os canais de K* dependentes de voltagem também
participam do controle do ténus vascular em artérias de resisténcia, até mesmo por
estabelecer o potencial de membrana em repouso da célula do musculo liso vascular
(Xu et al., 2019). Ao incubar-se anéis de artérias mesentéricas de resisténcia com o
inibidor seletivo para esses canais, a 4-AP, obteve-se um aumento no relaxamento

causado pelo HDE, exatamente o oposto do que seria esperado. Esse achado néo foi
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explorado em nossos experimentos, mas € possivel afirmar que o mesmo indica que
a abertura de canais de K* dependentes de voltagem nao € um mecanismo envolvido
na atividade vasorrelaxante do HDE.

Prostandides como a prostaciclina também figuram entre os principais
mediadores de relaxamento dependente de endotélio em diversas artérias, incluindo
as de resisténcia do leito mesentérico. Desta maneira, buscamos investigar a
participacdo de derivados da ciclooxigenase no relaxamento exercido pelo HDE
também em vasos de resisténcia. Para tal, os anéis de pequenas artérias
mesentéricas foram incubados com o inibidor ndo seletivo da COX, indometacina.
Pode-se observar que nao houve redugao na resposta vasodilatadora para o HDE na
presenca da indometacina, e, ao contrario, houve um aumento nessa resposta. Uma
possivel explicagao para esse ocorrido se baseia no fato de que o endotélio também
€ capaz de liberar prostanoides com atividade vasoconstritora em algumas condigoes,
sendo alguns deles o tromboxano Az, PGHz, PGl2, PGE2 e a PGF2q (para revisao, ver
Félétou et al., 2010). Com a presencga da indometacina, essas substancias derivadas
do acido araquidénico também estariam bloqueadas. Dessa maneira, sua atividade
contratil deixaria de se opor ao relaxamento exercido pelo HDE, aumentando a
amplitude de sua resposta.

De acordo com os estudos de mecanismo de agdo em banho de 6rgao isolado
e distinto do encontrado na literatura até o presente momento, a utilizagdo de um
hidrolisado que passou por um processo de digestao in vitro que simula o0 que ocorre
no trato gastrointestinal, causa um relaxamento de forma dependente da
concentracdo em aorta e artérias mesentéricas de rato, e esse relaxamento esta
relacionado principalmente a liberacdo de 6xido nitrico pelas células endoteliais. O
oxido nitrico € um dos principais fatores vasorrelaxantes em diversos leitos vasculares
e tem grande importancia no controle do ténus vascular, sendo que em condigdes em
que sua producao esta defasada, como em animais nocaute para a sintase de 6xido
nitrico endotelial, ocorrem disturbios como a hipertensdo (Huang et al., 1995). Por
isso, a busca por novas substancias capazes de aumentar a liberagcdo de NO pode
ser considerado um ponto importante para o desenvolvimento de novas estratégias
que auxiliem no controle de doencgas cardiovasculares, como a hipertensao arterial.
Aliado a isto, a busca por produtos de origem alimentar, ou de origem natural, para
tratamento de diferentes doencas, inclusive as que afetam o sistema cardiovascular,

deve ser ressaltada aqui. No caso de doencas como a hipertensdao ha um numero
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elevado de pacientes que nao aderem a terapia medicamentosa tradicional, levando
a uma alta taxa de hipertensao refrataria (Matos et al., 2008). Desta maneira, o estudo
dos efeitos de hidrolisados do soro de leite nessa condigdo tem sua importancia como
ferramenta para buscar novas alternativas de tratamento, principalmente levando-se

em consideragao seu potencial de atuacéo através da via do NO.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho, identificamos que os hidrolisados provenientes de proteinas

de soro de leite possuem atividade vasorrelaxante sobre aorta e artérias mesentéricas

de resisténcia de ratos, havendo aumento de poténcia do hidrolisado apds digestao in

vitro. Além disso, os dados obtidos nesse estudo sugerem que:

1.

a simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro leva ao aumento da poténcia
da atividade vasodilatadora dos hidrolisados de proteina de soro de leite,
colaborando para um possivel uso do hidrolisado na terapéutica;

o endotélio vascular participa do efeito induzido pelo HDE, principalmente
através da via do oxido nitrico sintase/guanilato ciclase soluvel;

canais de K* ativados por Ca?* também tem participagdo no efeito
vasorrelaxante induzido pelo HDE em aorta;

a via da fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt) e
espécies reativas de oxigénio (EROS), bem como os receptores de bradicinina
e acetilcolina e os produtos da ciclooxigenase, nédo participam do efeito
vasorrelaxante induzido pelo hidrolisado;

apesar da evidéncia na literatura a respeito da atividade de peptideos de
origem alimentar com agéo inibitéria da ECA, este estudo demonstrou ndo ser
esse o principal mecanismo de acao do HDE, uma vez que seu relaxamento
nao se deu através desta via, e sim através da produgdo ou aumento da

biodisponibilidade do éxido nitrico.
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