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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ECA — Enzima conversora de angiotensina

MS — Espectrometria de massas

ESI MS — Analise de ionizac&o por eletroasperséo
MALDI MS — Analise por dessorcéo / ionizacdo a laser
OMS - Organizagédo Mundial da Saude

SRAA - Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
ERO — Espécie reativa de oxigénio
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RESUMO

O feijdo comum é susceptivel ao processo de endurecimento, uma vez
endurecido ndo é comercializado, sendo considerado um residuo da agroindustria.
Entretanto é possivel utilizd-lo como fonte de proteinas e peptideos bioativos. Os
peptideos bioativos do feijdo podem apresentar atividade antihipertensiva,
antihiperglicemiante, hipoglicemiante, antioxidante e hipocolesterolémico. Deste
modo este trabalho buscou estudar a bioatividade da fracdo peptidica de baixo peso
molecular extraida dos graos do feijdo comum (Phaseolus vulgaris) endurecidos sobre
as funcdes renais, cardiovasculares e metabdlicas. Para avaliar o efeito do peptideo
de feijdo comum foi empregado as seguintes metodologias: 1) Obtencdo do extrato e
fracdo peptidica — a partir do feijdo endurecido foi feito uma farinha através do moinho
de facas. Esta farinha foi usada para extracdo dos peptideos e proteinas, utilizando
uma solu¢do combinada de acetonitrila, agua e acido férmico (25: 24: 1), este extrato
foi submetido ao processo de fracionamento, utilizando uma membrana de filtragdo
de 3 kDa, este extrato foi denominado como PV3. II) Comparacédo das sequéncias de
aminoacidos do PV3 com outras sequéncias de aminoacidos relatados por outros
autores. 1ll) Avaliacdo da osmolaridade e ions de sédio e potassio no extrato PV3. V)
Avaliacdo do efeito vasorelaxante e mecanismos fisiolégicos envolvidos no
vasorelaxamento em anéis de artéria renal de animais normotensos (Wistar) e
hipertensos (SHR). V) Avaliacdo dos parametros renais em animais WT e SHR. VI)
Avaliacédo dos parametros hemodinamicos em WT e SHR. VII) Avaliacdo dos ganhos
de massa corporal e consumo alimentar em camundongos C57BL6/6J submetidos a
dieta hiperlipidica e administracdo por pseudogavagem de PV3. VIII) Avaliagcdo dos
niveis glicémicos, teste de tolerdncia ao piruvato, a insulina e ao piruvato. I1X)
Avaliacdo dos mecanismos envolvidos do PV3 na via da insulina por Western Blotting
e gPCR. X) avaliacdo do metabolismo energético do PV3 por g PCR. Os principais
resultados deste estudo séo: I) homologia de sequéncias aminoacidicas do PV3 com
diversas sequéncias de aminoacidos descritos na literatura que apresentam atividade
anti-hipertensiva, Il) PV3 provoca efeito relaxante dependente do endotélio e de vias
oxidonitrérgicas; 1ll) PV3 causou efeito natriurético e diminuiu o ritmo de filtracdo
glomerular; 1V) PV3 causou efeito hipotensor concomitante a reducédo na resisténcia
vascular nos leitos vasculares aortico e renal; V) Preveniu os danos provocados pela

dieta hiperlipidica, tais como reducdo da adiposidade e niveis glicémicos.; VI) PV3
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atua na via IRS/ PI3K e AMPK para reduzir os niveis glicémicos; VII) PV3 atua na
regulacdo do balanco energético. Tais achados sédo relevantes para o estudo
molecular e fisiologico de peptideos bioativos de origem alimentar; e estes resultados
contribuem para o aproveitamento de feijdes endurecidos na formulag&o de alimentos

nutracéuticos para tratar a hipertensao, diabetes tipo 2 e obesidade.

Palavras chaves: Feijao comum, feijao endurecido, peptideos bioativos, PV3,

hipertenséao, resisténcia a insulina e obesidade.
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ABSTRACT

The common bean is susceptible to the hardening process and once hardened, it is
not commercialized, being considered an agroindustry residue. However, it is possible
to use it as a source of proteins and bioactive peptides. The bean bioactive peptides
may have antihypertensive, antihyperglycemic, hypoglycemic, antioxidant and
hypocholesterolemic activity. Thus, this work sought to study the bioactivity of the low
molecular weight peptide fraction extracted from hardened common bean (Phaseolus
vulgaris) grains on renal, cardiovascular and metabolic functions. To evaluate the
effect of the common bean peptide, the following methodologies were used: I)
Obtaining the extract and peptide fraction — from the hardened beans, flour was made
using a knife mill. This flour was used to extract the peptides and proteins, using a
combined solution of acetonitrile, water and formic acid (25: 24: 1), this extract was
subjected to the fractionation process, using a 3 kDa filtration membrane, this extract
was nhamed as PV3. II) Comparison of PV3 amino acid sequences with other amino
acid sequences reported by other authors. Ill) Evaluation of osmolarity and sodium and
potassium ions in the PV3 extract. IV) Evaluation of the vasorelaxant effect and
physiological mechanisms involved in vasorelaxation in renal artery rings from
normotensive (Wistar) and hypertensive (SHR) animals. V) Evaluation of renal
parameters in WT and SHR animals. VI) Evaluation of hemodynamic parameters in
WT and SHR. VII) Evaluation of body mass gains and food consumption in C57BL6/6J
mice submitted to a high-fat diet and administration of PV3 by pseudogavem. VIII)
Assessment of glycemic levels, pyruvate, insulin and pyruvate tolerance test. IX)
Evaluation of the mechanisms involved in PV3 in the insulin pathway by Western
Blotting and qPCR. X) evaluation of the energy metabolism of PV3 by q PCR. The
main results of this study are: I) homology of amino acid sequences of PV3 with several
amino acid sequences described in the literature that show antihypertensive activity,
I) PV3 causes a relaxing effect dependent on the endothelium and oxidonitrergic
pathways; IIl) PV3 caused a natriuretic effect and decreased the glomerular filtration
rate; IV) PV3 caused a hypotensive effect that was concomitant to a reduction in
vascular resistance in the aortic and renal vascular beds; V) PV3 prevented the
damage caused by the hyperlipidic diet, such as reduction of adiposity and glycemic

levels.; VI) PV3 acts on the IRS/PI3K and AMPK pathway to reduce glycemic levels;



22

VII) PV3 acts in the regulation of energy balance. Such findings are relevant for the
molecular and physiological study of bioactive peptides of food origin; and these results
contribute to the use of hardened beans in the formulation of nutraceutical foods to
treat hypertension, type 2 diabetes and obesity.

Keywords: Common beans, hardened beans, bioactive peptides, PV3,

hypertension, insulin resistance and obesity.
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE

Essa pesquisa de doutorado buscou estudar peptideos bioativos, que sdo
fragmentos proteicos com atividade biologica extraidos do feijao endurecido. O feijao
endurecido € um feijdo descartado pela agroindustria, ou seja, um alimento rejeitado
pelo mercado consumidor. A utilizacdo de um residuo agroindustrial para o
aproveitamento de moléculas bioativas contribui para a diminuicdo de desperdicio de
alimentos, que é um dos problemas socioeconémicos mais relevantes e discutidos
ultimamente.

O potencial dos peptideos é alto, visto que € possivel utilizad-los para o
tratamento de varias doencas, como hipertensao, diabetes, obesidade, ansiedade,
doencas relacionadas ao estresse oxidativo e entre outras. Deste modo, este estudo
avaliou o potencial dos peptideos de feijdo endurecido com acdo anti-hipertensiva,
hipoglicemiante e hipocolesterolémico, o que pode ser usado na formulacdo de
alimentos nutracéuticos para o tratamento e/ou prevencdo de doencas

cardiometabdlicas.
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1. INTRODUCAO

Grande parte da populacdo mundial consome feijao (Phaseolus vulgaris),
devido ao seu teor nutricional (1,2). O feijdo é uma boa fonte de proteinas, fibra
dietética, carboidratos, vitaminas e minerais (3). Entretanto, o armazenamento
inadequado nas etapas pdés-colheita pode ocasionar o desenvolvimento de um
processo conhecido como endurecimento ou efeito “hard-to-cook”, ou seja, os graos
de feijdo comecam a sofrer alteracdes fisicas e quimicas que resultam em graos com
mais resisténcia ao cozimento (4). Alteracbes na coloracdo da casca dos feijbes
também sdo observados durante o armazenamento, e tais alteracdes de cor também
interferem com a aceitacao do grao pelo consumidor (3,5).

Apesar das alteracdes de cotilédones e casca contribuirem para a rejeicdo dos
graos endurecidos, sua composicdo em termos de nutrientes essenciais, como
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais, permanece inalterada. No entanto, a
biodisponibilidade e digestibilidade destes nutrientes diminuem (6).

Nos ultimos anos a indastria de alimentos voltou sua atencdo aos alimentos
gue apresentem caracteristicas nutricionais e benéficas a saude, os chamados
alimentos nutracéuticos (3,7) As pesquisas nesta area se concentram em produtos
naturais ricos em compostos bioativos. Dentre estes alimentos, o feijao se enquadra
nesse requisito, uma vez que apresenta polifendéis, amido resistente, oligossacarideos
e peptideos capazes de modular respostas fisiolégicas (8). Dentre estes compostos
bioativos presentes no feijao, os peptideos se destacam por atuar como ligantes,
inibidores ou biomarcadores, podendo ser utilizados com fins terapéuticos e
medicinais (9-11)

Os peptideos bioativos sdo fragmentos proteicos que atuam sobre a fungéo
fisiologica dos organismos (12). Esses peptideos sdo diferenciados pela sua
composicdo de aminoacidos e estrutura quimica e tais caracteristicas determinam o
tipo de atividade biol6gica que o peptideo potencialmente desenvolvera (12-14).
Vérios peptideos bioativos sdo de ocorréncia natural, ou seja, sdo encontrados em
diversas fontes alimentares como o feijdo comum (12). Relatos da literatura
demonstram que estes peptideos bioativos podem exercer diversas atividades, dentre
elas a atividade antioxidante, quelante, anti-hipertensiva, hipoglicemiante e

anticancerigena (12,15-17).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 FEIJAO COMUM
O feijdo é uma leguminosa mundialmente consumida, principalmente no Brasil,
por apresentar nutrientes indispensaveis na alimentagdo, como por exemplo

proteinas, minerais, carboidratos, vitaminas e lipidios (4,18,19).

O seu consumo é relatado ha milhares de anos. Pesquisadores relatam que
existem 3 bases concretas sobre a origem do feijdo: a primeira teoria sugere que o
feijdo tenha se originado na regido da Mesoameérica, que compreende o sudeste dos
Estados Unidos até o Panama, e zonas do México e Guatemala. Nessa regido, teriam
surgido graos pequenos de feijao, 0s mesmos que sao cultivados no Brasil. A segunda
origem seria no sul dos Andes, que compreende o norte do Peru até as provincias do
noroeste da Argentina, sendo observado a predominancia de feijdes com sementes
grandes, como o feijdo-jalo. A terceira origem seria no norte dos Andes, que
corresponde a areas da Colémbia, Venezuela até o norte do Peru. Nessa regido teriam
surgido cultivares de tamanho intermediario entre os dois tipos de feijdes citados
anteriormente (7). Deste modo, 0 consenso que se tem € que a origem do feijdo tenha
sido no continente americano (3). No Brasil, evidéncias encontradas em cavernas

indicam que o cultivo do feijoeiro tenha se iniciado ha mais de 2.000 anos atras (1,7).

Atualmente, os paises que mais cultivam o feijio s&o india, Brasil, Mianmar,
México, Estados Unidos e China, sendo que o Brasil se enquadra em terceiro lugar,
atras apenas de Mianmar e india (1,2,7). Por mais que o Brasil seja um dos maiores
produtores de feijdo do mundo, o seu consumo interno vem caindo de 2010 até os
dias atuais, sendo que naquele ano, o consumo aparente dessa leguminosa era de
3450 mil toneladas e atualmente o consumo aparente é de 3050 mil toneladas. Essa
reducdo do consumo de feijdo é resultado da menor oferta, uma vez que as areas
cultivadas de feijao tém sido reduzidas por consequéncia das dificuldades climaticas
e do baixo valor agregado. Consequentemente, o valor final do feijao para o
consumidor € mais alto, o0 que atinge as vendas no varejo e reduz a procura por parte
dos consumidores (20). No intuito de diminuir as oscilacées de valores do feijao
decorrentes das condi¢cdes climéticas e limitagcbes com relacdo as condi¢cdes de

armazenamento prolongado, o feijao € cultivado em trés safras ao longo do ano
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(3,7,20). O armazenamento do feijdao deve ser feito com cautela, pois altas
temperaturas e umidade contribuem para endurecimento dos gréaos (5,6). Demito e
colaboradores (2019) relatam que os graos devem ser armazenados em temperatura
de 12°C para nao endurecer, e assim prolongar o tempo de armazenamento.
Entretanto, o feijdo armazenado em galpbes sob temperaturas elevadas acaba por
sofrer alteracdo, tornando-o mais resistente ao cozimento, efeito conhecido como
Hard-to-cook, ou dificil de cozinhar (5,6,17). Portanto, é necessario que se
desenvolvam meétodos mais eficientes de armazenamento, a fim de ampliar a
estocagem na entressafra, garantindo um estoque regulador de precos, bem como de

aproveitamento do potencial nutricional de feijées endurecidos (5,6,22,23).

Apesar da rejeicao por parte do consumidor, mesmo depois de endurecido o
feijdo continua apresentando a mesma quantidade de nutrientes, alterando-se apenas
sua biodisponibilidade, que fica reduzida (3,4). Deste modo, é possivel melhorar o
valor nutricional mediante aplicacdes biotecnoldgicas como autoclavagem, extruséo e
tratamentos térmicos (3,22—-24). Além disso, é possivel utilizar os graos de feijao
endurecido como fonte de compostos bioativos, em particular peptideos bioativos,
visto que durante o processo de endurecimento muitas proteinas séo hidrolisadas por
proteases resultando em fragmentos menores, que podem apresentar atividade
biolégica (3,10,25).

2.2 PEPTIDEOS BIOATIVOS

Os peptideos bioativos sdo moléculas que atuam nas funcdes ou condicfes de
um organismo, influenciando na saude por atuarem como ligantes (por exemplo a
angiotensina e insulina), inibidores (por exemplo peptideos ciclicos e inibidores da
enzima conversora de angiotensina - ECA), toxinas (por exemplo peptideos de veneno
de cobra), biomarcadores e moléculas de importancia terapéutica (13,26,27). Por
terem uma vasta gama de potenciais atividades biologicas, os peptideos bioativos séo
alvos de muitos estudos na area da saude e biotecnologia (11,26).

Os peptideos sdo moléculas constituidas por sequéncias de 2 a 20
aminoacidos (11). Essas moléculas bioativas podem ser encontradas na forma livre
ou encriptadas dentro de uma sequéncia proteica. Entretanto, quando estdo

encriptadas, elas ndo conseguem exercer uma atividade bioldgica, a menos que
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sejam liberados peptideos por processos de hidrdlise quimica acida ou alcalina, acéo

proteolitica de microrganismo ou hidrolise enzimatica (11,21).

O estudo de peptideos bioativos envolve etapas que antecedem a avaliacéo in
vivo (26). Inicialmente, deve ser levado em consideracdo o método de extracao que
podera resultar em peptideos com atividade bioldgica de interesse (28).
Posteriormente, € necessario avaliar as diferentes estratégias de purificacdo e
identificacdo dos peptideos (27,29,30). Resumidamente, o estudo de peptideos
bioativos envolve inicialmente a selecdo da fonte proteica, processos de filtragao
através de membranas com tamanhos diferentes de poros, hidrélise por acéo
enzimatica, hidrolise quimica ou processos fermentativos, seguido de um screening in
vitro da atividade biologica de interesse; em seguida, se faz uma purificacdo do pool
peptidico e sequenciamento da solucéo peptidica de interesse, e por fim, a avaliagéo
do potencial bioativo em analises in vivo (26,28,29).

A etapa inicial do estudo de peptideos bioativos é a fase mais importante, pois
€ necessario o conhecimento das propriedades e caracteristicas fisico-quimicas do
material, para entdo saber o método de extracao ideal (3,31). Os métodos de extracao
sdo baseados nas propriedades que afetam a solubilidade da proteina (31), e podem
incluir variacdes na forca ibnica (ex: solucéo salina), pH (ex: solugéo alcalina ou acida),
temperatura (ex: aquecimento ou congelamento) e constante dielétrica do solvente
(ex: solucéo alcodlica) (32). Em processos de hidrolises para extracao de peptideos
sdo utilizadas comumente enzimas como Flavourzyme®, pepsina, alcalase,

quimiotripsina, neutrase, papaina, tripsina, entre outras (10,33).

A identificacdo de peptideos por espectrometria de massas (MS) fornece uma
medida altamente precisa de massa molecular de peptideos, e é capaz de revelar
rapidamente sequéncias de multiplos pequenos segmentos de oligopeptideos (de 2 a
30 residuos de aminoacidos) em uma amostra de proteinas (31). A técnica MS baseia-
se na determinacéo da relacdo entre massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em
fase gasosa. O equipamento possui uma fonte de ions, um analisador de massas, um
detector e um sistema de aquisicdo de dados, onde podem ser empregadas 2 fontes
de ionizacdo: a andlise de ionizacdo por eletroaspersdo (ESI MS) e a analise por

dessorgao/ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI MS); ambas as analises tém
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a funcdo de ionizar de maneira suave, preservando a estrutura polipeptidica e

transferir as espécies a serem analisadas para a fase gasosa (12,34).

Portanto, analises cromatogréaficas e espectrométricas sdo meétodos eficientes
e validados, capazes de avaliar em detalhes as sequéncias e estruturas de peptideos,
inclusive aqueles encontrados em feijao endurecido, como descrito previamente por
nosso grupo (35). Neste mesmo trabalho, demonstramos que uma fracdo peptidica
de baixo peso molecular extraida de feijdo endurecido, que contém uma grande

variedade de tamanhos e de sequéncias, € capaz de exercer atividades biologicas.

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS PEPTIDEOS BIOATIVOS

Existem inUmeros alimentos que apresentam propriedades biolégicas que sao
considerados alimentos promotores de salde, e em grande parte essas propriedades
funcionais estdo relacionadas a proteinas e peptideos biologicamente ativos (36).
Sendo assim, uma substancia bioativa compreende componentes alimentares que
afetam processos biolégicos ou substratos, e consequentemente impactam a fungéo

ou condicao corporal, sendo benéficos a saude (13).

Alimentos tais como atum, sardinha, carne, ovos, trigo, milho, leite, arroz,
cogumelos, soja e feijdes sao ricos em peptideos bioativos com atividade antioxidante,
anti-hipertensiva, hipocolesterolémico, quelante, anti-glicemiante, e opioide
(10,13,36-38,38). O consumo desses alimentos ricos em peptideos bioativos com
multiplas fungdes tem um grande impacto na salde e bem-estar, prevenindo infeccbes
e doencas cronicas. A utilizacdo de alimentos funcionais com intuito de prevencao
acarreta na diminuicdo de custos na area da saude que sao esperados no futuro com

o envelhecimento da populacgéo (38).

As atividades biologicas de cada peptideo sdo ditadas pela composicdo de
aminoacidos, sequéncia peptidica, tamanho, estrutura, tipo de aminoacido que se
encontra na regiao C e N terminal, propriedade hidrofébica e a carga do aminoacido
(11,26,37). Dada a sua rica composi¢cao de aminoacidos, os peptideos com potencial
anti-hipertensivo estao entre as moléculas mais bem estudadas dentro da area de
alimentos funcionais (26,39). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destaca a

importancia do consumo de alimentos ricos em moléculas bioativas para o controle de
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doencas cardiovasculares (40). Aléem do mais, nos ultimos anos de 2015 a 2019 a
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos aprovou 15 medicamentos
peptidicos que corresponde a 7% do total de medicamentos aprovados neste intervalo
de tempo, e no ano de 2021 foi aprovado 2 drogas a base de peptideos bioativos
(41,42). Os avancos em peptideos com abordagens de triagem e biologia
computacional (analises in silico) tém auxiliado no desenvolvimento de novas drogas
peptidicas, como por exemplo, o desenvolvimento de drogas peptidicas para o
tratamento de diabetes chamada de Exedina-4, um peptideo agonista do receptor
GLP-1 (37,43,44).

Grande parte dos peptideos anti-hipertensivos relatados na literatura alcangcam
seus efeitos por inibirem a ECA e renina, reduzindo assim os efeitos do eixo pressor
do sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA). Tal sistema constitui um dos
mecanismos fisioldgicos que controlam a pressao arterial, e este processo se inicia
com a acdo da enzima Renina que faz a conversdo do angiotensinogénio em
angiotensina |I. Posteriormente, a ECA converte o peptideo inerte angiotensina | no
peptideo pressor angiotensina Il. O peptideo angiotensina Il age como um potente
vasoconstritor em vasos sanguineos (45). Deste modo, a inibicdo da renina e da ECA
por outros peptideos resulta na diminuicdo da presséao arterial (15,28,30,36). Algumas
caracteristicas sdo comuns a muitos peptideos inibidores de ECA: a presenca de
residuos de aminoacidos hidrofébicos ou aromaticos na regido C-terminal, como por
exemplo a tirosina, fenilalanina, triptofano e prolina. Por sua vez, a grande maioria dos
peptideos identificados como capazes de inibir a renina eram ricos em residuo de

prolina ao longo de sua sequéncia (30).

Além dos testes para potencial atividade anti-hipertensiva, ha estudos focados
em avaliar a atividade antioxidante de fontes alimentares (36) como o feijdo, que
podem neutralizar a a¢@o dos radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ERO)
(10,35). Os radicais livres sdo gerados no corpo em condicbes normais durante
reagOes metabolicas, como a respiracdo. Entretanto, quando os radicais livres estéo
em niveis elevados podem gerar danos celulares, e consequentemente doengas como
aterosclerose, diabetes e cancer (15). Além das condi¢cdes normais fisiologicas, as
ERO podem ser formadas a partir do consumo de alimentos gordurosos, substancias

toxicas e alcool e fumaca de tabaco (45-48).
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O feijao €é indicado como um bom candidato de fonte de peptideos bioativos,
pois € uma planta que sob condicfes de estresse abidtico, como o estresse climatico
e as condicbes inadequadas de armazenamento, ou sob estresse bidtico em
condicdes ou infestacdo de pragas, estd leguminosa sintetiza proteinas de defesa
(10). Entre as proteinas associadas a defesa de plantas destacam-se as proteinas
ricas em prolina, as ricas em glicina e inibidores de protease, que podem gerar ap0s
hidrélise peptideos ricos em aminoacidos arométicos (Trp, Tyr e Phe) e aminoéacidos
com carga positiva (His e Arg) (10,36). Os grupos fenol, indol e imidazol desses
aminoacidos atuam como doadores de prétons para espécies reativas, de modo a

manter a estabilidade molecular e o equilibrio redox intracelular (14,38).

Por fim, os peptideos bioativos também podem apresentar efeito antidiabético.
Os indices de morbidade e mortalidade por diabetes tém aumentado
significativamente, e por essa razdo, houve um aumento proporcional no numero de
estudos voltados para moléculas bioativas com potencial anti-hiperglicemiante e/ou
hipoglicemiante (17,49,50). Estudos feitos por Valencia-Mejia e colaboradores (2019)
demonstraram que peptideos de feijdo comum endurecido foram capazes de diminuir
os niveis de glicose em amplitude similar & glibenclamida. Nesse mesmo estudo, 6
horas apds o tratamento, os niveis de glicose estavam proximos ao nivel normal, uma
vez que os peptideos diminuiram a resisténcia a insulina. Relatos da literatura afirmam
gue essa atividade pode estar associada com a inibicdo de enzimas importantes no
metabolismo de carboidratos, tais como a a-glucosidase, amilase e o DPP-1V (44).Tal
efeito inibitério esta relacionado com a composicédo aminoacidica na regido N-terminal
e C-terminal, estudos in silico feitos por Nongonierma e colaboradores (51,52)
relataram que aminodacidos hidrofébicos como, Ala, Gly, lle, Leu, Pro, Met, Glu e Val
na posicao N-terminal contribuiram para o aumento da inibicdo de DPP-1V por interagir
com a bolsa hidrofébica do sitio ativo da enzima. Por essa razao, os peptideos tém
recebido atencdo por apresentar propriedades benéficas ao organismo comparado
com drogas tradicionais que estdo no mercado farmacéutico, com grande potencial

para auxiliar no tratamento de doencas cronicas de maior incidéncia e prevaléncia.

2.4 DOENCAS CRONICAS
As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) sao atualmente as

responsaveis pela maioria das doencas e mortes em muitos paises, seja ele
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desenvolvido ou subdesenvolvido (40). As DCNT incluem as doencas
cardiovasculares, respiratorias crbnicas, renais, diabetes e cancer. Segundo dados
mais recentes da OMS as DCNT constituem sete das dez principais causas de morte
no mundo, sendo que as doencas cardiovasculares lideram o ranking de mortes,
seguido por diabetes e deméncia (53,54). Dados feitos no intervalo de tempo de 2000
a 2019, o numero de mortes por doencas cardiacas aumentou de 2 milhdes para 9
milhdes no ultimo ano de analise, correspondendo a 16% do total de mortes por todas
as causas (54). Enquanto as mortes por diabetes aumentaram 70% mundialmente no
periodo de 2000 a 2019, e com um aumento de 80% nas mortes entre os homens.
Tais dados nos mostram a importancia em desenvolver medidas que contribuam para

o tratamento e prevencao das DCNT (55).

2.5 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A hipertenséao arterial sistémica (HAS) é uma das doencas crdénicas com maior
morbidade no mundo, além de ser responsavel por um aumento significativo de
desenvolvimento de outras doencas cardiovasculares, como aterosclerose,
insuficiéncia e arritmia cardiaca (56). Estudos recentes, feitos com 1 milhdo de
individuos, indicaram que 31,1% da populagéo adulta é hipertensa, sendo que 28,5%
e 31,5% destes individuos estdo nos paises de maior e menor condicdo
socioeconbmica, respectivamente. Este estudo avaliou que o controle da hipertenséo
depende também das condi¢cdes socioeconbmicas, chegando a 28,4% nos paises
mais desenvolvidos e apenas 7,7% em menor grau socioecondmico. No Brasil, essa
porcentagem de controle da hipertensdo varia de 10,4% e 35,2% (54). Segundo
estimativas da Sociedade Brasileira de Cardiologia, até 2030 9,2 milhdes de mortes
sdo causadas por doencas cardiacas isquémicas e 8,5 milhdes por acidente vascular

encefélico (57).

A HAS é uma doenca cronica caracterizada pelo aumento da pressao arterial
sistélica e diastolica acima de 140/90 mmHg, podendo ser classificada como HAS
primaria ou secundaria (57,58). Em 90% dos casos clinicos ndo existe uma causa
secundaria pré-definida (57), portanto, sdo considerados como HAS primaria ou
essencial, por desenvolverem aumento da resisténcia periférica total, resultando em

vasoconstricdo ou um aumento do débito cardiaco ou ambos (59). Em casos onde as



32

causas da HAS vao além das condi¢cdes cardiovasculares, a hipertensdo é
classificada como secundaria, podendo ser desencadeada por alteracbes
neuroendocrinas como a sindrome de Cushing (cortisol) ou hiperaldosteronismo e

durante estenose de artéria renal (54,57,58).

Pela sua caracteristica inicialmente assintomética, metade das pessoas
desconhecem que tem um quadro hipertensivo, e por essa razdo a HAS é
caracterizada como uma doenca silenciosa (59). Dentre os pacientes diagnosticados,
apenas um quarto adere ao tratamento a ponto de terem seus niveis pressoricos

adequadamente controlados (60).

A origem da HAS é multifatorial, associada aos fatores de risco modificaveis e
ndo modificaveis, que podem modular o quadro clinico do paciente. Sdo considerados
fatores de risco modificaveis: a alimentacdo inadequada, sedentarismo, uso de
tabaco, consumo exagerado de alcool, estresse, glicemia alta, colesterol e/ou
triglicérides elevados, sobrepeso e obesidade. Os fatores de riscos ndo modificaveis
incluem género, idade, etnia e historico familiar (hereditariedade) (58). A despeito do
conhecimento acerca de muitos dos componentes fisiopatoldégicos do quadro
hipertensivo, tal doenca ainda afeta a populacdo mesmo com multiplas alternativas
terapéuticas. Portanto, ainda é necessario 0 estudo de alternativas terapéuticas que

somem ao arsenal atualmente disponivel (36).

2.6 FATORES QUE MODULAM A PRESSAO ARTERIAL

Em condi¢cdes normais a pressao arterial (PA) mais elevada na circulacéo
encontra-se no ventriculo esquerdo com valor aproximado de 120 mmHg, resultante
da abertura da valvula adrtica e inicio da fase de ejecéo sistélica. Apés o fechamento
da valvula aodrtica, a pressao diminuiu progressivamente até os valores diastolicos
préximos a 80 mmHg (45,47,48,61).

Em linhas gerais a PA € uma variavel fisica (expressa em for¢ga/unidade de
area) dependente do volume sanguineo presente no leito arterial (sendo uma relagéo
contetdo/continente). E marcada por fatores funcionais que definem, momento a
momento, a entrada de sangue no compartimento arterial (débito cardiaco, DC), bem
como a resisténcia a sua saida desse compartimento (resisténcia periférica, RP). O

DC depende da frequéncia cardiaca (FC) e do volume sistélico (VS), que é
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determinado pela contratilidade combinada com pré-carga e RP (45). Em seguida, a
pré-carga ou retorno venoso (RV) depende do volume sanguineo (volemia) e de varios
mecanismos que mantém o retorno do sangue ao coragao, entre 0s quais se destaca
a capacitancia venosa (CV). Deste modo, estdo presentes 0S mecanismos que
regulam a PA e fazem as alteracfes instantaneas por meio da CV e RV, do DC (FC x
VS) e da RP, ou de alteracdes a longo prazo. Estes fatores, alterando a quantidade
de sangue presente no leito arterial em um dado instante, marcam o nivel
momentaneo da PA (45,48).

Existe uma série de fatores que modulam a PA, e estes fatores sdo reunidos
em duas grandes classes: 1) os de acao imediata, que envolvem mecanismos ativos
gue atuam em segundos e/ou minutos, apresentando regulacées de curto e médio
prazo; 2) os de acdo mais prologada e duradoura, tendo regulacdes a longo prazo
(45,48,61).

A regulacéo a curto e médio prazo envolve fatores locais que sdo os fatores
miogénicos, metabdlicos (02, pH, K* osmolaridade), paracrinos/ autdcrinos
(Bradicinina (Bk), Prostaglandina (PG), Histaminas, 5-HT e entre outros), fatores
endoteliais e temperatura. Os fatores neuronais que estédo envolvidos nessa regulacao
envolvem o0s mecanorreceptores arteriais, quimiorreceptores arteriais, receptores
cardiopulmonares, receptores aferentes renais, termoreceptores e receptores
musculares esqueléticos. Por fim, outro fator que esta relacionado com a regulacéo a
curto e médio prazo é o fator hormonal, que inclui as catecolaminas (epinefrina e
norepinefrina), sistema renina-angiotensina-aldosterona, vasopressina, ocitocina e
peptideo atrial natriurético. Por outro lado, a regulacdo a longo prazo envolve
mecanismos de feedback, incluindo aqueles que controlam a relagédo entre os rins e
os fluidos corporais (balanco ingestdo/excrecdo de agua e sais) (45—-47,61). A figura

1 representa a combinacgao de fatores que influenciam a PA.
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Fatores Moduladores da
Pressao Arterial Média

Curto Prazo
(Neuronais)

Barorreflexo
Quimiorreceptores arteriais
Receptores cardiopulmonares

Médio Prazo
(Coragéo)

Fatores Miogénicos
Fatores Hormonais  (Ex.
SRAA)
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(Vaso)

Fatores Endoteliais

(EDRF/EDCF)
Fatores Miogénicos

Longo Prazo
(Rim)

Natriurese Pressdrica
Peptideo Natriuretico

Fatores Hormonais  (Ex.
SRAA)

Figura 1. Representagdo esquematica de alguns fatores que modulam a presséo arterial. Fonte: Autor.

2.7 PAPEL DO RIM NA REGULAC}AO DA PRESSAO ARTERIAL

O controle da PA é bastante preciso. Entretanto, quando os mecanismos de
controles de curto e médio prazo ndo conseguem promover o equilibrio, entram em
acdo os controles da PA a longo prazo, que sdo responsaveis por uma atividade
regulatéria ao longo de semanas e meses (46). O controle a longo prazo da presséo
arterial estd intimamente ligado a homeostasia do volume de liquido corporal,
determinado pelo balango entre a ingestéo e a eliminagéo de fluidos, conhecido como

feedback rim/fluidos corporais (62—65).

O pesquisador Guyton desenvolveu em 1961, a partir de seus experimentos,
um modelo experimental que posicionou o0 rim como 0 ponto chave no controle da
pressao arterial a longo prazo através do equilibrio hidroeletrolitico, resultante da
excrecao de sodio e agua, afirmando assim, que o rim é um dos grandes responsaveis
pelo controle circulatério (66). Deste modo, a regulacéo da PA pelos rins se dé através
da regulacdo do volume circulatério controlado pelo equilibrio de sodio e agua,
denominado como natriurese/ diurese pressorica (45). A pressao de natriurese atua
guando o volume sanguineo aumenta e a capacitancia vascular ndo é alterada,
resultando em uma pressao arterial alta. Essa elevacdo faz com que os néfrons
reduzam a reabsorcdo de sodio e agua, aumentando a excrecdo de sodio e agua,

normalizando assim a presséo e reduzindo o débito cardiaco (62,65,67).
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O mecanismo de feedback rins - fluidos corporais ndo se adapta as alteracées
do nivel da PA. Ou seja, mesmo que haja alteracdes do nivel da PA, o mecanismo de
feedback continuard ativado para restaurar a PA a seu nivel basal e/ou ponto de
equilibrio (46,61). Essa capacidade do rim de ndo se adaptar as alteragfes da PA é
muito importante pois confere um ganho infinito ao balanco ingestéo/excrecéo de agua
e sais, e conseguentemente consegue atuar de forma lenta e continua até

restabelecer a PA ao equilibrio, o que pode durar dias e meses (46,64,65,68).

Anormalidades no mecanismo da pressao de natriurese podem acontecer,
resultando em distarbios no ponto de equilibrio da PA, por exemplo o surgimento da
hipertensédo (67). As anormalidades surgem por alteracdo do feedback rins-fluidos
corporais. Por exemplo, a alteracdo do feedback rins-fluidos corporais pode ser
observado quando ha um aumento excessivo na producédo de Angiotensina Il (Ang Il),
ou hiperatividade do sistema simpatico ou alteracdo da capacidade excretora
intrinseca (doenca renal). Nesse caso, pode haver uma diminui¢cdo na capacidade de
excrecao dos rins, com consequente retencéo de sodio e agua, caso a ingestdo destes
permaneca constante. O acumulo de fluido continuaria até que a PA aumentasse 0
suficiente, a ponto de restaurar a excrecdo renal, induzindo um novo ponto de
equilibrio entre ingestdo e excrecao renal de sddio e 4gua (45). Sendo assim, a
hipertenséo arterial pode resultar em uma reducéo da capacidade de eliminar sodio
em resposta ao aumento da ingestdo ou da falta de habilidade dos rins em promover

pressao de natriurese (69).

Os rins também sdo capazes de controlar a PA através da producdo de
moléculas bioativas, como as prostaglandinas, o 6xido nitrico, moléculas do SRAA,
peptideos natriuréticos, BK e horménio antidiurético (ADH). A via classica mais
estudada de controle da presséo arterial € o SRAA. O primeiro componente liberado
dessa via € a renina, uma enzima proteolitica sintetizada e estocada nas células
justaglomerulares renais, e secretada para a circulacéo sistémica em resposta a um
estimulo (45,61). O SRAA é um dos mais potentes sistemas vasoativos e tem papel
critico na regulacdo da presséo arterial e na homeostase do sédio, compreendendo
desde a acao vasoativa da Ang Il até a estimulacdo da zona fasciculada da glandula

adrenal para a sintese e liberagdo do mineralocorticéide aldosterona (70).
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A Ang Il é um dos mais potentes hormdnios responsaveis pela retencédo de
sédio no corpo. As acdes intrarrenais diretas da Ang Il que contribuem para aumentar
a reabsorcao tubular sdo complexas, incluindo constricdo das arteriolas glomerulares,
0 que altera a dindmica capilar peritubular e o fluxo sanguineo medular renal, e agcbes
diretas no transporte realizado por células epiteliais tubulares (70). No tubulo proximal,
local onde ocorre cerca de 70% da reabsorcdo de sédio, a Ang Il estimula a
reabsorcéo de fluido por aumentar o transporte transcelular de sédio e bicarbonato via
ativacdo do trocador Na*/H* na membrana apical e do cotransporte Na*-HCOz3™ e da
Na'/K*-ATPase na membrana basolateral e via insercdo H*-ATPase na membrana
apical (45,64).

J4 a aldosterona atua principalmente nas células principais dos ductos
coletores, onde estimula o aumento da densidade de canais para Na* e K" na
membrana luminal e a atividade da Na*/K*-ATPase basolateral. Dessa maneira, a
aldosterona promove a retencdo de cloreto de sédio e secrecdo de potassio nas

células principais dos ductos coletores corticais (71).

2.8 CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL ATRAVES DA VIA OXIDONITRERGICA
A pressao arterial pode ser modulada por fatores vasoativos que atuam no

endotélio vascular com o intuito de controlar a resisténcia vascular e o fluxo
sanguineo, consequentemente o debito cardiaco (72). Deste modo, os fatores
vasoativos atuam no tbnus vascular promovendo efeito constritor (endotelina,
prostaglandinas, angiotensina Il e espécies reativas de oxigénio) ou relaxante (Oxido
nitrico, prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)) (45).
Um dos principais fatores de relaxamento do endotélio de acgéo fisiolégica € o
oxido nitrico (NO), ele participa da homeostase dos vasos sanguineos, promovendo a
vasodilatacdo do ténus vascular influenciando no controle do fluxo sanguineo e
manutencdo da PA (73). Ele é liberado quando ha um aumento da tensdo de
cisalhamento exercida pelo sangue na parede das células endoteliais, em situacdes
de aumento do fluxo sanguineo para um determinado territério. As células endoteliais
tém em suas paredes canais de calcio sensiveis a tensdo de cisalhamento exercida
pelo sangue que flui no interior do limen vascular. Uma vez detectado o aumento da

tensdo, ha a abertura destes canais de calcio, seguido do influxo de célcio para as



37

células endoteliais (45). O aumento da concentracéo intracelular de calcio ativa a
enzima sintase de oxido nitrico (Nos), que clica o aminoacido L-arginina em L-citrulina
(metabdlito inativo) e NO (46).

A literatura descreve que existe trés isoformas da NOS, a primeira € estimulada
pelo sistema imunoldgico e/ou por diversas patologias, esta € chamada de NOS
induzida (INOS ou isoforma Il), as outras isoformas séo constitutivas, chamadas de
endotelial (eNOS ou isoforma Ill) e a neuronal (nNOS ou isoforma 1) (45). A atividade
enzimatica da eNOs e nNOS podem ou ndo depender do aumento de Calcio
intracelular, porém a INOS é ativada independente de calcio (35,73).

Em se tratando do eNOS e do resultado de sua atividade, sabe-se que o NO
endotelial se difunde pelas células musculares lisa vasculares vizinhas, justapostas a
camada endotelial, levando a uma série de eventos que resultam na diminuicdo do
calcio intracelular miocitico, através da reducédo do influxo e/ou inibicdo da liberacdo
de caélcio no reticulo sarcoplasmatico, isso faz com que a célula fique hiperpolarizada,
promovendo inibigdo do tbnus vasomotor e assim, o relaxamento do vaso (35,72).

Em quadros de hipertensdo ocorre a disfuncdo endotelial (74), que é
caracterizada pelo prejuizo no relaxamento vascular dependente do endotélio,
comprometendo a vasodilatacdo de varios leitos vasculares, como por exemplo
artérias de resisténcias, coronarias e aorta (75). Neste caso, ha uma diminuicdo na
sintese el/ou liberacdo dos fatores de relaxamento do endotélio, diminuicdo da
sensibilidade ao NO na parede das células musculares ou pode acorrer o aumento da
producéo de endotelina e anion superoxido (O2°) (45,73), resultando no aumento da
vasoconstricdo, contribuindo no aumento do fluxo sanguineo e consequentemente
aumento da PA (46).

2.9 DIABETES E RESISTENCIA A INSULINA
Assim como doencas cardiovasculares e renais, doencas metabdlicas como

Diabetes Mellitus (DM) tem alta incidéncia e prevaléncia. A DM tem como
caracteristica o aumento crénico da glicemia, e € uma das comorbidades que mais
afetam individuos no mundo (76). Dados epidemiol6gicos do Ministério da satude do
Brasil relatam que em 2020 cerca de 9,3% dos adultos, entre a faixa etaria de 20 a 79
anos vivem com diabetes, e 1,1 milhdo de criancas e adolescentes com menos de 20
anos tem diabetes tipo 1 (55). Estimativas feitas pela Federag&o Internacional de

Diabetes, mostram que o aumento do nimero de casos de diabetes pode chegar a
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628,6 milhdes de pessoas em 2045 (77). Estes dados nos deixam um alerta para que
sejam tomadas medidas de prevencéao pelas entidades de saude e estudos voltados

para prevencao e tratamento de doencas relacionadas aos disturbios metabdlicos.

O DM é classificado em tipo | e tipo Il, individuos com DM tipo | apresentam
deficiéncia de insulina devido a insuficiéncia das células B-pancreaticas; sendo que a
administracdo de doses de insulina é umas das terapias primarias para diminuir a
hiperglicemia e reduzir os riscos de disfuncéo cardiovascular (70). Diferente do DM
tipo | que € uma doenca autoimune, o DM tipo Il € desencadeado por maus hébitos
alimentares como o0 excesso de aclUcares e gorduras, sedentarismo, tabaco e
estresse. O diabetes tipo 2 ocorre pela deficiéncia da sinalizacdo da insulina para
regular a glicose, aumentando os niveis glicémicos. Nestes casos inicialmente os altos
niveis de glicemia levam a diminui¢do da sensibilidade a insulina, desencadeando a
resisténcia a insulina e deficiéncia na sua producdo e secregao pelas células 3

pancreaticas, levando ao diabetes tipo 2 (70-73).

A resisténcia a insulina é conhecida como uma resposta bioldgica atenuada a
uma determinada concentracdo de insulina, causando alteracfes intracelulares e
levando a prejuizos na translocacao de vesiculas que contém transportador de glicose
4 (GLUT4), diminuindo a captacdo de glicose em tecidos responsivos a acao da
insulina, aumentando a glicemia (72,74). Existem diversas doencas que estao
associadas a resisténcia a insulina, como a intolerancia a glicose, dislipidemias
(aumento dos niveis de triglicérides e colesterol), disfuncdo endotelial, mudancas
hemodinamicas, aumento de marcadores inflamatorios e alteragdes no sono (73). No
estado pré-diabético, as células B pancreaticas tentam manter a homeostase
glicémica através do aumento da producéo e secrecao de insulina, podendo haver

hiperinsulinemia associada a resisténcia (75).

2.10 REGULAGAO DOS NiVEIS GLICEMICOS
A glicose é um monossacarideo importante para o corpo para que se obtenha

energia em forma de Trifosfato de adenosina (ATP). O controle dos niveis de glicose
na corrente sanguinea e nos tecidos envolvem uma seérie de reacdes quimicas, para
gue o organismo entre em homeostase (12,45). Deste modo, existem mecanismos

qgue envolvem: 1) A conversdao de glicose em glicogénio, denominado como
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glicogénese, sendo este estimulado pela insulina; 2) A conversao de glicogénio em
glicose, denominado de glicogendlise, estimulado pelo glucagon; 3) A converséao de
glicose em acido piravico, denominado de glicélise e 4) A converséo de triglicerideos
e aminoacidos em glicose, denominado de gliconeogénese, sendo este estimulado

pelo glucagon e cortisol (45,61).

O aumento da glicemia faz com que seja secretado a insulina pelas células 3
pancreaticas, uma vez na corrente sanguinea, inicia a sinaliza¢ao da insulina atraves
da ligacdo dessa proteina com o seu receptor (IR), localizado na membrana
plasmatica de todas as células responsivas a insulina, dentre elas os hepatdcitos,
adipdcitos e células musculares (78,79). Inicialmente a insulina se liga a subunidade
alfa, o que permite que a subunidade beta adquira atividade quinase, levando a
alteracdo conformacional e a autofosforilacdo do receptor nas subunidades beta em
alguns residuos de tirosina (1158, 1162, 1163), o0 que aumenta ainda mais sua
atividade quinase. Em seguida, ocorre a fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS,
onde cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia
a Src2 (SH2). A fosforilacdo das proteinas IRSs cria sitios de ligacdo para outras
proteinas como a fosfatidilinositol 3 quinase (PI3k), promovendo sua ativacdo. Esta
proteina € um dimero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade regulatéria (p85). A fosforilacdo dos sitios de tirosina das proteinas IRS
liga-se ao dominio proteico com homologia Src 2 (SH2) da subunidade p85 da PI3k,
estimulando, assim, o sitio catalitico (p110). Logo apés, a enzima PI3k catalisa a
fosforilacdo do fosfatidilinositol 3,4 difosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato
(PIP3). O PIP3 regula a (proteina quinase dependente de 3-fosfoinositideos) (PDK1).
A enzima PDK1 é uma proteina serina/treonina quinase que fosforila e ativa outra
serina/treonina quinase conhecida como Akt ou proteina quinase B. A Akt é
parcialmente ativada por fosforilagéo de treonina 308 pela PDK1. A ativagcdo completa
requer fosforilacdo do residuo serina 473, o qual pode ser catalisado por mdultiplas
proteinas, incluindo a PDK2. As proteinas Akt exerce efeitos fisiologicos finais da acao
da insulina, destacando fosforilagdo do substrato da Akt de peso molecular 160 kDa
(Akt Substrate - AS160). A proteina AS160 € uma proteina ativadora de GTPase
(GAP). No estado basal encontra-se ligada as vesiculas GLUT4 e se dissocia dessa
apos estimulo com insulina. A dissociagdo da proteina AS160 das vesiculas que

contém os transportadores GLUT4 permite a translocacdo e exocitose destas
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vesiculas na membrana, aumento da expressdo de GLUT4 e consequentemente, 0
aumento da captacao de glicose. O esquema da sinalizacdo da insulina pode ser visto

na figura abaixo.

L e
- m 2 "v""'ﬂ{;

PTEN , REP ey ——

SHIP2 " BTYO T PES” PRS- P 1Gh2. (SOSK Ras )

Al ek P JRS2._ P il
Mok

Glucose ']'

| ) P- - - P SHP2
= \S Vo e |
Akt aPKC P Gab-1 -P ‘
/ ¢ \, RS MAP kinase
prosk PP CSK\ / ‘
\ ¢ ./ Cel growth General gene

. : Differentiation expression
Gucose metabolism

Glycogen/lipid/ protein synthesis
Specific gene expression

Figura 2: As vias de sinaliza¢do da insulina. O receptor de insulina € uma tirosina quinase que se
autofosforila e catalisa a fosforilagdo de proteinas intracelulares como as proteinas IRS. Apos a
fosforilacdo essas proteinas se ligam a outras moléculas de sinalizacdo através de seus dominios,
resultando na ativag&o de vias de sinalizac¢ao intracelular como a via da Pl 3-K, a cascata da MAPK e
a ativacao do TC10 via CAP/Cbl. Essas vias regulam o transporte de glicose, a sintese de glicogénio,

lipideos e proteinas, coordenando e integrando o metabolismo intermediario. Fonte. (80).

Em uma condicdo em gue ha resisténcia a insulina, podem surgir diferentes
respostas no hepatécito, adipdocitos e células musculares. No figado, por exemplo, ha
a diminuicao da glicogénese e o aumento da glicogendlise, lipolise e gliconeogénese,
em virtude da acao prejudicada da insulina em exercer efeitos sobre proteina O1 da
caixa forkhead (FOXOL1), contribuindo para a maior transcricdo de genes envolvidos

na via gliconeogénica, como o fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (81).

Quando se tem a resisténcia a insulina associada com a obesidade, varias
alteragGes ocorrem na sinalizagdo da insulina, como a diminui¢éo da concentragéo e

atividade quinase do IR, da fosforilacéo de tirosina dos substratos de insulina IRS-1 e
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IRS-2 e reducdo da atividade de PI3K (82). Em alguns casos, onde ha o aumento de
processos inflamatoérios, a cascata de inflamacéo pode inibir a IRS pela fosforilagéo
do receptor em serina e assim comprometendo a atividade de PI3K e a translocacgao
de GLUT4 para a membrana plasmética (81-83). Deste modo, a resisténcia a insulina
em conjunto com a obesidade desencadeada pelo alto consumo de gorduras e
acucares, acarretam aumento da adiposidade e processos inflamatorios, alterando as
vias moleculares. A fisiopatologia de doencgas metabdlicas culmina em consequéncias
cardiovasculares e renais, como por exemplo, a nefreopatia diabética. Portanto, o
estudo de vias envolvidas e de moléculas que atuem sobre tais vias pode revelar
novos caminhos para o tratamento de doencas cardiometabdlicas e dos

desdobramentos renais em médio e longo prazo.
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente os habitos alimentares da populacdo estdo mais pobres em
decorréncia do ritmo acelerado da vida atual, onde as pessoas acabam optando por
se alimentar com comidas rapidas - fast food (55,57). Outro agravante para a
mudancas dos habitos alimentares, principalmente no Brasil, esta relacionado com o
alto preco dos alimentos ap6s a pandemia do coronavirus (COVID-19), principalmente
na regiao norte e nordeste do pais, onde prevalece pessoas de baixa renda, que estao
optando por consumir alimentos industrializados, com alto indices de gorduras e
acucares (84). Deste modo, a falta de consumo de alimentos saudaveis, a ingestéo
excessiva de calorias e a inatividade fisica vem contribuindo para o aumento na
incidéncia e prevaléncia de doencas como obesidade e disturbios metabdlicos, que
contribuem de maneira importante para o surgimento de comorbidades como diabetes

e as doengas cardiovasculares (60,71).

Muito embora haja tratamentos disponiveis, doencas cardiovasculares,
metabdlicas e renais ainda tem alta incidéncia e prevaléncia, com consequente
reducdo na qualidade de vida da populacdo e com altos custos de tratamento. Esse
cenario é uma justificativa robusta para a constante busca por compostos bioativos
capazes de contribuir para a reducao de tais doencas e suas comorbidades, e com
potencial de agir sobre diferentes pontos da fisiopatologia destas doencas. Dentre os
diversos compostos bioativos, se destacam os peptideos bioativos de baixo peso
molecular, com alta biodisponibilidade e com o comportamento molecular flexivel (16).
Os peptideos bioativos permitem a interacdo com diferentes proteinas/ receptores in
vitro e in vivo, resultando em atividade anti-hipertensiva, antioxidante, quelante,
hipoglicemiante, antimicrobiana, antitrombética e reducdo da adiposidade
(13,14,26,37,38,43,85,86).

Os estudos voltados aos peptideos bioativos demonstram sua atividade in vitro
e ex vivo. Entretanto, pouco se sabe sobre os seus mecanismos fisiolégicos,
moleculares e os alvos especificos in vivo (16). Deste modo, surge a necessidade de
desvendar os efeitos adicionais e 0os mecanismos fisiolégicos e moleculares dos
peptideos de origem alimentar que resultam em atividade anti-hipertensiva,

hipoglicemiante e a influenciam o balanco energético. Dentre as diversas fontes
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alimentares, este estudo se dedicou aos peptideos oriundos de feijao, por este grao

apresentar 30 a 40% de teor proteico, sendo fonte de peptideos bioativos (5,6).

Frente a constante necessidade de aproveitamento de alimentos, deve ser
considerada a possibilidade de uso do feijao endurecido (25). Sabe-se que 2 a 3 mil
toneladas de feijdo ndo sao utilizadas na alimentagcdo humana em funcédo do
endurecimento ou da separacdo de cotilédones durante o processamento (3,4,23).
Deste modo, a ideia deste estudo € utilizar feijdes endurecidos, que sao considerados
residuos da agroindustria, para extrair peptideos bioativos e assim reaproveitar o
feijdo que seria descartado, com algum beneficio para a saude humana. Portanto,
este estudo objetivou avaliar os efeitos da fracdo peptidica de baixo peso molecular
(fracdo menor que 3 kDa) de Phaseolus vulgaris endurecido (PV3) sobre a funcéo
renal e cardiovascular durante a hipertensdo, e mecanismos moleculares que estao
relacionados com resisténcia a insulina e homeostase energética durante tratamento

cronico com dieta HFD e PV3.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar a bioatividade da fracdo peptidica de baixo peso molecular extraida

dos graos do feijao comum (Phaseolus vulgaris) endurecidos sobre as fungdes renais,

cardiovasculares e metabdlicas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair e identificar os peptideos do extrato proteico (PV3) advindo de feijao
comum (Phaseolus vulgaris);

Avaliar a osmolaridade do extrato PV3;

Avaliar as respostas cardiovasculares evocadas pela injecdo aguda do PV3 em
ratos Wistar (normotensos) e espontaneamente hipertensos (SHR);

Investigar o efeito da administracdo aguda do PV3 sobre a reatividade vascular
em artéria renal de ratos Wistar e SHR;

Avaliar os mecanismos envolvidos no efeito relaxante do PV3 em artéria renal
de ratos;

Estudar o efeito da administracdo aguda e crbnica do PV3 sobre
comportamentos ingestivos e sobre a funcao renal de ratos Wistar e SHR,;
Avaliar a influéncia do PV3 no ganho de massa corporal em camundongos
submetidos ao tratamento cronico de 10 semanas com ingestdo de dieta
hiperlipidica (HFD);

Avaliar a influéncia do PV3 no consumo alimentar de camundongos submetidos
ao tratamento crénico de 10 semanas com ingestdo de HFD;

Verificar a influéncia do PV3 na glicemia de camundongos submetidos ao
tratamento crénico com ingestdo de HFD;

Verificar as vias envolvidas que o PV3 atua para a modulacao da glicemia de
camundongos submetidos ao tratamento crénico com ingestéo de HFD, através
de testes de tolerancia a glicose, a insulina e ao piruvato;

Identificar a via de sinalizacdo da insulina hepatica que o PV3 possa estar
atuando para o controle da glicemia de camundongos submetidos ao
tratamento crénico com ingestao de HFD;

Identificar a modulacdo do PV3 em vias moleculares do balango energético e
consumo alimentar no hipotalamo de camundongos submetidos ao tratamento

cronico com ingestao de HFD;
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5. METODOLOGIA

5.1 PROCEDIMENTOS GERAIS
Para avaliar os efeitos do PV3 na hemodindmica cardiovascular e renal foram

usados ratos Wistar uma linhagem albina da espécie Rattus norvegicus, que
apresenta uma condicdo normotensa e ratos espontaneamente hipertenso (SHR)
machos e com idade aproximada de 8 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da
UFG. Os protocolos experimentais foram aceitos pela Comissao de ética no uso de
animais (CEUA) da Universidade Federal de Goias (Protocolo 084/18 — Anexo 1).

Para avaliar os efeitos do PV3 na resisténcia a insulina e na obesidade foram
utilizados camundongos C57BL/6J machos adquiridos da colonia do centro
multidisciplinar para investigacdo bioldégica na area da Ciéncia em Animais do
Laboratério - Unicamp (CEMIB), com aproximadamente 8 semanas de idade. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, registrada com o n°® 5857-1/2021 (Anexo
2).

5.2 MATERIAL
O material utilizado no presente estudo foi fornecido pela Empresa Brasileira

de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA) Arroz e Feijao (Santo Anténio de Goias,
Goiéas). Os feijdes fornecidos pertencem a espécie Phaseolus vulgaris, cultivar BRS
Pontal, do grupo comercial carioca. Para o endurecimento dos feijdes foi utilizada a
metodologia descrita por Ribeiro e colaboradores (2017). Para tanto, os grdos foram
armazenados em estufa, por 120 dias a temperatura média de 40 °C (+) e 75% (x) de
umidade relativa.

As farinhas foram produzidas com feijdes descascados manualmente,
passados em moinho de facas e posteriormente tamizados (500um). As farinhas
foram armazenadas em sacos plasticos com vedacéo e acondicionadas em geladeira,
a4°C.

5.3 EXTRACAO DAS FRACOES PROTEICAS
Para fazer a extracao das fragGes proteicas utilizou-se a metodologia descrita

por Mahatmanto e colaboradores (2014), com modifica¢cdes. Nesta extracdo, a cada
10 g de farinha foram adicionados 50 mL de uma solugcédo contendo acetonitrila, agua

e 0 acido formico na proporcéo 25: 24: 1. A amostra foi submetida a agitagéo, por 1
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hora, a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi centrifugada (Q222T -
Quimis®) com velocidade de 3400 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente (26 °C)
a 10.000 rpm. O sobrenadante recolhido foi concentrado até o volume de 1,5 mL em
concentrador Concentrator Vacufuge® plus (Eppendorf). O material obtido foi
denominado extrato 1 (E1). O material obtido (E1) da extracdo proteica de Phaseolus
vulgaris foi ultrafiltrado utilizando sistema de membranas para moléculas com
tamanho menor que 3 kDa (Amicon Bioseparations), que a partir de entdo seré
identificado pelo acrénimo PV3 (Phaseolus vulgaris < 3kDa). Apos obtencdo do PV3,
amostras foram congeladas a -80 °C e colocadas no liofilizador (L101-Liotop) por 72
horas. As amostras liofilizadas foram armazenadas em um pote de vidro, alocado em
um dessecador, para ficar livre de umidade. No momento da realizagdo dos
experimentos in vivo e ex vivo as amostras foram solubilizadas em solvente adequado

para cada teste.

5.4 COMPARACAO COM BANCO DE DADOS
Os componentes presentes na fracdo PV3 foram recentemente analisados por

espectrometria de massas e os dados foram publicados por nosso grupo [Graziani e
colaboradores (2019)]. As sequéncias presentes em PV3 foram submetidas a uma
andlise comparativa com os dados/sequéncias encontrados na literatura, bem como
em uma busca de dados nos principais sites de depdsito de sequéncias e periddicos
(Pubmed e Science Direct), por artigos que continham identificagéo ou purificacdo de
peptideos com atividade anti-hipertensiva de origem alimentar. As palavras chaves
utilizadas foram: “bioactive peptides”; “antihypertensive peptides”; “food peptides”;
“peptides sequencing”. As sequéncias peptidicas encontradas na secéo de resultados
dos artigos obtidos na busca, foram comparadas com aquelas sequenciadas em PV3
e descritas recentemente (36). Tais coincidéncias nas estruturas primarias foram

buscadas utilizando a ferramenta “Localizar” do Excel (Microsoft office™ 365 - 2020).

5.5 OSMOLARIDADE DO PV3
Com o intuito de conhecer as propriedades bioquimicas do extrato PV3 foi

avaliada a osmolaridade do extrato, uma vez que é essencial o conhecimento das
propriedades osmoéticas de uma substancia para evitar qualquer tipo de complicagédo

no organismo. Para avaliar a osmolaridade do PV3 foi usado o equipamento micro-
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osmette (Precision Systems) que determina a osmolaridade da solucdo apos o
congelamento da mesma. Para realizar o ensaio foram utilizadas 50 pg do PV3
liofilizado para 150 pl de 4gua deionizada, em seguida foram feitas as aliquotas de
diluicbes na faixa de concentracdo de 50 a 1000 pL/mL. Cada aliquota foi colocada

no equipamento para fazer a leitura.

5.6 DETERMINA(;AO DE IONS EM EXTRATO DE PROTEINA
Para determinar a quantidade de ions sodio e potassio do PV3 (313 pg mL-1),

foram utilizados conjuntos de analise enziméatica (Bioclin) e a reacao foi realizada em

um equipamento automatizado de analise bioquimica (Wiener Lab Group-CM200).

5.7 ENSAIOS EX VIVO - EFEITO DO PV3 SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR
DE ARTERIAS RENAIS

5.7 .1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Os experimentos foram realizados em ratos Wistar (WT) e SHR, pesando entre

250-350 g e com a faixa etéria de 122 a 152 semana. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Goids, ficaram alojados em gaiolas
individuais (47cm x 31cm x 16cm) com livre acesso a agua e racdo e com ciclo
claro/escuro de 14/10 horas.

Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo, as artérias renais foram
cuidadosamente removidas e imersas imediatamente em solu¢do nutriente Krebs-
Henseleit modificada a 4°C (pH 7,4; composi¢cdo em mM: NaCl — 130; NaHCOs — 14,9;
KCl - 4,7; KH2PO4 — 1,18; MgS0O4 7H20 — 1,17; CaClz 2H20 — 1,6; glicose — 5,5). Em
seguida foi removido todo tecido conectivo e foram seccionadas em anéis transversais
de 4 mm de comprimento. Os anéis vasculares foram suspensos por um par de hastes
de aco inoxidavel, em cubas de vidro (10 mL) contendo solugdo nutritiva de Krebs-
Henseleit modificada, sob temperatura constante de 37°C e aerada com carbogénio
(95% de O2 e 5% de CO2). Uma das extremidades do gancho foi conectada a um
transdutor de for¢a que acoplado a um sistema computadorizado permitindo o registro
das contracgdes (Transdutor de forca TIM-200, MOB 10B, Amplificador AECAD 04,
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AVS Projetos, Brasil). A representacdo esquematica da preparacéo de anel da artéria

renal de ratos em banho de 6rgaos isolados pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo esquematica de uma preparacdo de anel de aorta de ratos em banho de
Orgdos isolados. Os anéis sdo mantidos em solucdo de Krebs-Henseleit carbogenada (95% O2,5%
CO2) e aquecida a + 37 °C, com uma tensédo de 1,5g. Fonte: Yildiz, 2013 adaptado por Alves, 2016
(88).

As preparacdes permaneceram sob tensdo de 1,5 g durante 60 minutos,
periodo para estabilizacdo, com trocas de solucéo nutritiva e ajuste de tensdo a cada
15 minutos. Apos estabilizacéo, foi adicionada fenilefrina (Phe - 1uM) para verificacao
da responsividade vascular ao estimulo contratil e, na sequéncia, acetilcolina (ACh -
10pM) para a confirmacédo da presenca ou auséncia de endotélio funcional nas
preparacdes estudadas. Para execucdo dos protocolos experimentais em aortas
desprovidas de endotélio vascular, a camada intima foi removida mecanicamente por

meio da friccdo de uma cénula metalica.
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Para avaliar o efeito da reatividade vascular do PV3 sobre as artérias renais,
foram considerados anéis com endotélio funcional aqueles cujo relaxamento minimo
produzido pela ACh correspondeu a 90%. Apds a realizacdo do teste da integridade
do endotélio, as preparagfes foram lavadas com solugéo nutritiva de Krebs-Henseleit
modificada, e posteriormente reestabilizadas por mais 30 minutos. Em seguida foram
construidas curvas de concentracdo efeito (CCE) cumulativas para o PV3 nas
concentra¢des 0,0001; 0,0003; 0,001; 0,003; 0,01, 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 e 10 mg/mL.

5.7.2 PAPEL DO ENDOTELIO VASCULAR NOS EFEITOS RELAXANTES DO PV3
A fim de avaliar o papel do endotélio no efeito relaxante do PV3, foi investigada

a capacidade do extrato em causar relaxamento vascular em anéis com e sem
endotélio vascular. Inicialmente verificou-se a integridade do endotélio, considerando
anéis com endotélio funcional aqueles com relaxamento minimo produzido pela ACh
correspondeu a 90% e, para anéis sem endotélio, aqueles cujo relaxamento maximo
produzido correspondeu a 10%.

Ambas as preparacdes foram previamente contraidas com Phe (1uM) e em
seguida a curva CCE para o PV3 foi construida. Ao final deste procedimento, nas
preparacdes sem endotélio, foi adicionado nitroprussiato de sédio (NPS - 1uM), um
doador de Oxido nitrico, para que fosse produzido relaxamento independente do

endotélio, a fim de avaliar a viabilidade da preparacao.

5.7.3 CONTRIBUICAO DA VIA OXIDONITRERGICA PARA OS EFEITOS
VASORELAXANTES DO PV3
Foi investigado se o efeito relaxante produzido pelo PV3 dependeria da

sintese/sinalizacdo de NO. Para este, os anéis da artéria renal com endotélio funcional
foram previamente incubados com Ester metilico de N(gama)-nitro-L-arginina (L-
NAME - 100uM, que é um inibidor ndo seletivo da eNOS, durante 30 minutos para
avaliacdo da participagédo do NO. ApGs o periodo de incubagédo dos antagonistas, as
preparacdes foram pré-contraidas com Phe (1uM) e, quando a resposta contratil

atingiu o platd, a curva CCE para o PV3 foi construida.
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5.8 ENSAIOS IN VIVO - EFEITOS DO PV3 NA FISIOLOGIA RENAL E
HEMODINAMICA CARDIOVASCULAR E RENAL

5.8.1 DROGAS

As drogas utilizadas foram Heparina sodica (Liquemine, 5000U.l//mL — Roche
Laboratories, Brasil); Tiopental sodico (THIOPENTAX®) (2,5%) (Cristalia Ltda);
halotano (2% em O2 100%; halotano; Cristélia, Itapira, SP, Brasil).

5.8.2 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA ATRAVES DE
PLETISMOGRAFIA DE CAUDA
A pletismografia de cauda foi usada para confirmar os niveis de presséo arterial

de animais hipertensos, como critério de inclusédo para realizagdo dos experimentos.
Os animais passaram por um periodo prévio de adaptacédo a manipulacéo e contencéo
por 1 semana. ApGs o periodo de adaptacdo, as medidas de pressao arterial foram
realizadas por 3 dias antes do inicio dos tratamentos (uma média dos valores de
pressédo arterial sistolica obtidos diariamente, foi calculada ao final do terceiro dia).
Para coletar as medidas, os animais foram alojados em uma caixa aquecedora
com temperatura aproximada de 36°C durante 15 minutos para dilatacdo da artéria
caudal. Na sequéncia, o animal foi colocado em caixa individual com maravalha e um
manguito de borracha foi posicionado na base da cauda juntamente com um receptor
de pulso, ambos acoplados a um transdutor e conectados ao sistema de aquisi¢cao de
dados (Powerlab 4/25, ML0380/D, ADInstruments, Bella Vista, Australia). A partir da
insuflacdo e desinsuflacdo do manguito em intervalos regulares determinou-se a PAS

pela média aritmética de triplicata dos valores para 0 mesmo registro.

5.8.3 EFEITOS DE PV3 SOBRE A FUNCAO RENAL
Para realizar o estudo da funcéo renal, inicialmente os ratos foram pesados e

alojados em gaiolas metabdlicas individuas, com livre acesso a agua (250 mL) e racao
(30 g). Neste periodo os animais ficaram por 24 horas para adaptacéo a gaiola. Apos
este periodo foi medido o volume urinério, separacdo das amostras de urinas,
pesagem de fezes, calculo da ingestdo de racdo e agua, reposicdo de racdo e agua
(situacdo controle pré-tratamento). Em seguida os animais receberam injecdes
intraperitoneal com veiculo (solucéo fisiologica 0,9%) ou PV3 nas doses de 2,5 pug/Kg;

9,5 ug/kg, 50 pg/kg, 2,5 mg/kg e 5 mg/kg. Em seguida, os animais permaneceram por
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mais 24 horas, onde no final da etapa foram medidos os volumes de urina e
armazenados para os testes bioquimicos, foram pesados as fezes e racao, seguido
da medicao do volume de 4gua. Logo apds, os animais foram eutanasiados através
de sobredose de anestesia com o Tiopental sédico (THIOPENTAX®) (2,5%), seguido
pela coleta do sangue para realizacao de testes futuros.

Foram monitorados e determinados 0s seguintes parametros: massa corporea,
ingestdo de agua, ingestdo de ragdo, volume urinario, sodio*, potassio*, creatinina*,
ritmo de filtracdo glomerular (RFG)*, ureia*, albumina e acido drico* (*Parametros
determinados através da analise da urina e plasma dos ratos).

As determinacdes bioquimicas (creatinina, albumina, acido Urico, uréia,
proteinas totais, sédio e potéassio) da urina e do plasma sanguineo foi feita por um
analisador clinico de acesso randémico (Wiener Lab group- Cm 200) na Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goias e o kit de diagndstico de analises
clinicas da marca Bioclin.

A determinacéo do clearance de creatinina (CICr) foi realizada para estimar o
valor do ritmo de filtracdo glomerular (RFG). A determinacéo do clearance de ureia foi
realizada para estimar a taxa de depuracdo da ureia. Para realizar o calculo do

clearance (CL) de creatinina e de uréia foi utilizada a seguinte férmula:

CL = (concentragéo da substancia na urina x Volume de urina) /

(concentracéo da substancia no plasma x Tempo de coleta de urina).

Abaixo esta esquematizado na figura 4 a ordem cronolégica dos experimentos para o
estudo da funcéo renal.
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Figura 4: Representac@o esquemética da sequéncia experimental do estudo de fun¢éo renal. Fonte:

Autor.

5.8.4 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DO PV3 SOBRE A RESPOSTA
HEMODINAMICA RENAL E AORTICA: REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA
(PAM), RESISTENCIA VASCULAR RENAL (RVR) E RESISTENCIA VASCULAR
AORTICA (RVA).

Para a realizacao dos procedimentos cirargicos, os animais foram anestesiados

inicialmente com halotano (2% em O2 100%; halotano; Cristalia, Itapira, SP, Brasil). A
veia femoral direita foi canulada para a infusdo do anestésico intravenoso tiopental
(40 mg. Kg?). A artéria femoral direita foi canulada para o registro da presséo arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Posteriormente, foi realizada a
traqueostomia, com o objetivo de evitar o esforgo respiratorio.

Ap6és tricotomia no flanco lateral esquerdo, a regido retroperitoneal foi exposta
permitindo a visualizagao do rim esquerdo e da artéria renal. O fluxo sanguineo renal
(FSR) e adrtico (FSA) foi registrado por fluxometria de tempo de transito como descrito
por Welch (143). Para isso, uma sonda em miniatura foi conectada a um fluxdmetro
T206 (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA), que permite determinar o fluxo em
valores absolutos (mL min?). Os sinais obtidos foram enviados ao sistema de

aquisicdo e andlise de dados MP150 (Biopac Systems, Inc., Goleta, CA, EUA).
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Durante todo o experimento, a temperatura retal foi mantida entre 36 e 37°C com o
auxilio de uma mesa térmica.

Apds um periodo minimo de 10 minutos para a estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares, 0os animais normotensos e hipertensos foram submetidos a injecédo
intravenosa de PV3 nas doses de 2,5 mg/kg e 5 mg/kg para a avaliacao dos efeitos
hipotensor e anti-hipertensivo. Os parametros foram acompanhados pelos 30 minutos
subsequentes as injecdes.

Os valores de resisténcia vascular (RV) foram calculados a partir da razao entre

PAM e FS, conforme a equacéao abaixo:

PAM
RV:
FS

5.9 ENSAIOS IN VIVO - EFEITOS DE PV3 SOBRE 0OS PARAMETROS
METABOLICOS DE CAMUNDONGOS

5.9.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para iniciar o tratamento crénico de 10 semanas 0s animais foram separados
em 4 grupos de forma aleatéria, garantindo a homogeneidade de peso dos animais.
Os grupos (n=5 cada) foram: grupo a ser tratado com dieta padrao (CT); grupo a ser
tratado com a dieta padrdo e ingestdo do PV3 por pseudogavagem (gavagem
utilizando pipeta monocanal); grupo a ser tratado com dieta hiperlipidica (HFD) e o
grupo a ser tratado com dieta hiperlipidica; ingestdo de PV3 por pseudogavagem
(HFD+ PV3). Durante o periodo de tratamento cronico de 10 semanas, 0s animais
foram mantidos no biotério do laboratério de disturbios do metabolismo (LABDIME)
em gaiolas com 5 animais em cada com acesso a agua e racdo ad libitum e ciclo de
luz (claro/escuro) de 12 horas. Durante 10 semanas 0s animais receberam,
diariamente, suplementacao oral com PV3 (2,5 mg/Kg de peso corporal, 100 pL de
solugdo) no mesmo horério por pseudogavagem utilizando pipeta monocanal
mecanica (10-100 pL, Eppendorf®). O delineamento experimental do tratamento

cronico esta descrito na Figura a seguir:
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Figura 5: Representacao esquematica do delineamento experimental ao longo das 10 semanas de

tratamento. Fonte: Ator.

5.9.2 DIETA HIPERLIPIDICA
A dieta hiperlipidica usada no experimento foi ofertada aos animais na forma

de “pellets”. A composicao da dieta hiperlipidica comparada a dieta padrao, a qual foi
utilizada estd demonstrada na Tabela 1. A composicdo de acidos graxos das principais

fontes de lipidios da dieta hiperlipidica esta demonstrada na Tabela 2.

Tabela 1. Tabela Comparativa da composicéo nutricional da dieta hiperlipidica e da

dieta padréo utilizadas durante os experimentos.

Ingredientes Dieta Controle (g%) | Dieta Hiperlipidica
(9%)

Carboidratos (c) 66 44

Fonte proteica (a) 20 20

Lipidios (b) 4 23

Fibras 5 5

Minerais 3,5 3,5

Vitaminas 1 1

L-cistina 0,3 0,3




Bitartarato de colina 0,25 0,25
Calorias de gordura 9 45
(%/100 g)

Valor caldrico (KJ/1009) 1591 1939
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(a)-Fonte protéica: caseina comercial (aproximadamente 85% de proteina). (b)- Fracao lipidica: Dieta

controle =6leo de soja; Dieta hiperlipidica = 6leo de soja e banha de porco. (c)- Fracao carboidratos:

amido, amido dextrinizado e sacarose.

Tabela 2. Composicéo de acidos graxos do Oleo de soja e banha utilizadas para

preparo da dieta hiperlipidica dos animais.

Acidos Graxos!

Oleo de Soja (g%)

Banha de porco (g%)

C 14:0 0,08 2,15
C 16:0 11,34 28,37
C16:1 0,08 2,62
C 18:0 3,08 12,83
c18:1 22,84 40,30
C 18:2 54,81 13,14
C 18:3 6,43 0,30
C 20:0 0,39 0,20
C 20:1 0,24 0,10
C 22:0 0,52 0,00
C 24:0 0,18 0,00
SFA? 15,60 43,54
MUFA3 and PUFA* 84,40 56,46
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1C14:0 — acido miristico; C16:0 — acido palmitico; C16:1 — 4cido palmitoléico; C18:0 — acido estearico;
C18:1 — acido oleico; C18:2 — acido linoleico; C18:3 — acido a linolénico; C20:0 — acido araquidico;
C20:1 - acido gadoléico; C22:0 — &cido behénico; C24:0 — &cido lignocérico.

2SFA - acidos graxos saturados; ® MUFA — acidos graxos monoinsaturados; 4 acidos graxos
polinsaturados.

5.9.3 AVALIACAO DO GANHO DE MASSA E DO CONSUMO ALIMENTAR
Para avaliar os efeitos do PV3 no ganho de massa corporal, os animais foram

pesados semanalmente até o final do tratamento crénico. A avaliacdo do consumo
alimentar foi feita na décima semana. Inicialmente os animais ficaram de jejum por 12
horas, ap0s esse periodo foi colocado 250 g de dieta padrdo e 40 g de dieta
hiperlipidica, ao final de 12 horas foi pesado a dieta para monitorar o consumo
alimentar na fase clara, a dieta foi fornecida novamente com peso padronizado para
monitorar o0 consumo alimentar nas Ultimas 12 horas, o que corresponde a fase
escura. Ao final do experimento tivemos o consumo alimentar ao longo das 24 horas

ao juntar as duas fases do ciclo biolégico dos animais.

5.9.4 GLICEMIA EM JEJUM
A medicao da glicemia em jejum foi feita na quarta semana (para analise do

quadro da resisténcia a insulina) e no final da nona semana. Para realizar o teste os
animais ficaram de jejum por 12 horas, em seguida foi feito um pequeno corte na
extremidade da cauda para a coleta de sangue. A glicose foi dosada usando um

glicosimetro Accu-Chek Performa (Roche Diagnostics, Basileia, Suica).

5.9.5 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (TTG)
O TTG foi realizado no inicio da nona semana de tratamento crénico.

Inicialmente os animais ficaram 12 horas de jejum, logo ap6s os animais foram
alimentados pelas suas respectivas dietas por 2 horas, em seguida foi retirado a dieta
dos animais, a qual ficaram 4 horas em jejum. Para iniciar o teste foi feito um pequeno
corte na extremidade da cauda do animal e foi efetuada uma primeira coleta de sangue
para a dosagem de glicose em glicosimetro Accu-Chek Performa (Roche Diagnostics,
Basileia, Suica), o que equivale ao tempo zero (t0) do teste. Em seguida, foi realizada
a injecdo de uma solucéo glicosada a 25% (1 g/Kg de peso corporal), administrada
intraperitonealmente (IP), com posteriores coletas de amostras sanguineas nos

tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos para as dosagens de glicose. Para calcular a
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resposta ao estimulo de glicose durante ao teste de tolerancia a glicose foi estimada

a area total sob a curva de glicemia pelo método trapezoidal.

5.9.6 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (TTI)
Para realizar o teste TTI foi utilizado o0 mesmo protocolo de jejum do teste TTG,

permanecendo 12 horas de jejum, seguido de 2 horas de alimentacdo e 4 horas de
jejum. Apos este periodo de tempo foi feito um pequeno corte na extremidade da
cauda para a coletar o sangue e fazer a dosagem de glicose no glicosimetro Accu-
Chek Performa (Roche Diagnostics, Basileia, Suica), a primeira coleta marca o tempo
zero (t0) do teste. Em seguida, foi realizada a injecao de insulina regular recombinante
(1,5 Ul/kg), administrada IP com posteriores coletas de amostras sanguineas nos
tempos 5, 10,15 e 30 minutos para as dosagens de glicose. Para calcular a resposta
ao estimulo de glicose durante ao teste de tolerancia a glicose foi estimada a area
total sob a curva de glicemia pelo método trapezoidal. Para fazer o célculo da taxa de
decaimento (KTT) foi baseada na linearidade dos dados de glicemia, deste modo os
dados foram transformados em escala logaritmica, e tracado uma reta de regressao
linear do log neperiano, no calculo utilizou 3 pontos de glicemia, até o tempo de 15

min.

5.9.7 TESTE DE TOLERANCIA AO PIRUVATO (TTP)
No teste do TTP, os animais permaneceram em jejum por 12 horas, neste teste

nao houve a realimentacéo. Inicialmente foi feito um pequeno corte na extremidade
da cauda para a coletar o sangue e fazer a dosagem de glicose no glicosimetro Accu-
Chek Performa (Roche Diagnostics, Basileia, Suica), a primeira coleta marca o tempo
zero (t0) do teste. Em seguida foi administrada injecdo IP de uma solucao de piruvato
(20%) (2 g/kg) com posteriores coletas de amostras sanguineas nos tempos 15, 30,
60, 90 e 120 minutos para as dosagens de glicose. Para calcular a resposta ao
estimulo de glicose durante ao teste de tolerancia a glicose foi estimada a area total

sob a curva de glicemia pelo método trapezoidal.
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5.9.8 COLETA DE ORGAOQS E TECIDOS
No final das 10 semanas os camundongos foram anestesiados com injecées

de 50 pl i.p. para retirada do figado, hipotalamo, rim, tecido adiposo marrom, tecido
adiposo epididimal e tecido adiposo retroperitoneal. A anestesia continha 60mg/kg
ketamina (Fort Dodge Animal Health, Ft. Dodge, IA) e 20 mg/kg de xilazina (Lloyd
Laboratories, Shenandoah, 1A), em seguida os animais receberam uma injecao de
diazepam 20 pl i.p. Apds a anestesia, os 6rgdos e os tecidos foram coletados e
pesados em uma balanca semianalitica, e armazenados em eppendorf, em gelo seco.
No final da coleta todos os materiais bioloégicos foram armazenados em freezer -80°C

para posteriores analises.

5.9.10 ENSAIO EX VIVO DE ESTIMULO DO FIGADO COM INSULINA
Para realizar o ensaio ex vivo de estimulo do figado com insulina foi retirado

uma pequena por¢do do lobulo direito do figado no momento da eutanasia dos
camundongos. A porc¢ao do figado foi colocada em placas com 6 pocos/wells com 1
mL de Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM,; Invitrogen, EUA), com soro
fetal bovino 10% (Invitrogen, EUA) e 1% de penicilina (100 U /mL)/estreptomicina
(100 pg /mL) (Invitrogen, EUA), em seguida o material foi armazenado em uma estufa
propria para meio de cultura com temperatura de 37°C, 5% de CO 2e 95% de
umidade por 2 horas. Logo ap6s, o meio foi retirado e lavado com PBS (0,1 M, pH
7,5), para que fosse acrescentado 990 pL de meio de cultura sem soro com 10 pL de
insulina (100nM) para os grupos estimulados e foi acrescentado 1 mL de meio sem
Soro para o0s grupos sem o estimulo de insulina, a reacao teve duracao de 40 minutos.
Em seguida o meio foi retirado e a porcéo de figado foi lavado com PBS e armazenado

em freezer -80 °C para futuros testes.

5.9.11 EXTRACAO DE PROTEINAS E AVALIACAO DE SUA EXPRESSAO POR
WESTERN BLOTTING
Para fazer a extracdo das proteinas de figado, foi retirado um fragmento do

figado e foi homogeneizado em tampéao de extracdo (100 mM Tris (pH 7,4), 100 mM
de pirofosfato de sédio, 100 mM de fluoreto de sédio, 10mM de EDTA, 10 mM de
ortovanadato de sodio; 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina) com auxilio de um

homogeneizador Politron na velocidade de 25000 rpm, por aproximadamente 20
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segundos. Em seguida foi adicionado Triton X-100 a 10 % no extrato. O volume de
Triton X-100 adicionado correspondeu a 10% do volume total do extrato. Apds a
adicéo do Triton X-100 as amostras foram mantidas em repouso no gelo por pelo
menos 40 minutos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 4°C, por 30
minutos a 12000 RPM para remover o material insolivel. Somente o sobrenadante foi
utilizado para o ensaio. Parte deste foi utilizado para dosagem do contetdo proteico
total pelo método colorimétrico de Biureto e parte foi estocada (Biofreezer a -80°C) em
tampao Laemmli + 100 mmol/L de DDT para os ensaios de Western Blotthing.

As amostras dos extratos totais proteicos em tamp&o de Laemmli foram
colocadas rapidamente em fervura por 5 min, em seguida as amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida para separacdo por eletroforese (SDS-PAGE). As
proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose em aparelho de transferéncia molhada da BIO-RAD em tampé&o de
transferéncia contendo metanol e SDS. A membrana de nitrocelulose foi incubada
“overnight” com anticorpo especifico (PEPCK: sc-32879, IRS-1: sc-559, glicose 6-
fosfatase (G6Pase-a):sc-25840, GAPDH: sc-25778, PI3Kinase p85a: sc-1637 e
proteina quinase B fosforilada (pAKT): cell-4060S). Foram utilizados secundarios
Rabbit (#7074S) e Mouse (#7076S) da marca KPLO. As proteinas reconhecidas pelos
anticorpos secundarios foram detectadas por quimioluminescéncia (Super Signal
West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). As
intensidades das bandas foram quantificadas submetendo as autorradiografias
desenvolvidas a densitometria dptica usando o software Scion Image (Scion Corp.,
MD, EUA) e normalizadas para o controle de carga (GAPDH).

5.9.12 REAL-TIME Q-PCR
Os tecidos de figado e hipotdlamo foram coletados em condicdes livres de

RNAses e armazenadas em biofreezer (— 80°C) para extragcdo de RNA total com
reagente Trizol (InVitrogen, S&o Paulo, Brasil), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A quantidade de RNA das amostras foi determinada por espectrofotometria
a 260 nm (A260) e a 280nm (A280), e a integridade do RNA isolado foi determinada
pela razdo A260:A280. Em seguida, realizou-se a técnica de transcri¢éo reversa (RT-

PCR) utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).
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A expresséo relativa foi determinada usando os primers com sistema de deteccéo
TagMan para os genes alvo. Os primers utilizados foram G6PC (Mm00839363_m1),
PI3K (Mm00435673_m1), PcK1 (MmO00551411_m1), PRKaa2 (Mm01264789 m1),
PTEN (140094961), POMC (MmO00435874 _m1), AgRP (Mm0475829 g1), NPY
(Mm014101146_m1), CART (MmM04210469_m1) e ACTB (4351315 da marca Applied
Biosystems) foi usada como controle endoégeno. A expressao génica foi quantificada
realizando PCR em tempo real em uma plataforma ABI Prism 7500 Fast. Os dados
foram analisados usando um Sequence Detection System 2.0.5 (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, EUA) e expressos como valores relativos determinados
pelo método do ciclo de limiar comparativo (Ct) (2— AA Ct), de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

5.10 ANALISE E ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Os testes
estatisticos utilizados foram analise de variancia de uma via (One-Way ANOVA), duas
vias (Two-Way ANOVA) seguido de pds teste de Tukey ou teste T pareado, quando
apropriado. Os testes utilizados estdo descritos nas legendas de cada figura. O
software utilizado foi o GraphPad Prism 9. A significancia estatistica foi considerada
quando P<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 COMPARACAO COM BANCO DE DADOS
Este estudo buscou fazer uma reviséo sistematica comparando as sequéncias

de aminoacidos presentes no extrato PV3 como observado no sequenciamento feito
pelo nosso grupo de estudo (35). As sequéncias de aminoacidos do extrato PV3
homologas as sequéncias de amino&cidos de outras fontes alimentares relatadas na
literatura foram colocadas na Tabela 3. Na revisdo sistematica foram levadas em

consideracédo sequéncias homologas com atividade anti-hipertensiva.

Tabela 3: Comparacdo das sequéncias de aminoacidos encontrados pelo nosso

grupo de estudo com sequéncias de amino&cidos encontradas por outros autores.

Sequéncia peptidica Peptideos encontrados na literatura
presente em PV3 Sequéncia Fonte alimentar Referéncia
DYGAELPPR DY Broto de Bambu (89)
DPLPDKNR PLP Leite (90)
DFSETSGPPGSDK
GPP Trigo (91)
DPGPPPGETPR
NKEYGWR FY Wakame (alga) (92)
QHAEGLPPDQQOR GLP Pele de Salméao (93)
TSLVGEEEESQDR EEEES Feijdo comum (94)
TVGEVSEEGQQRK
VSE Feijdo comum (94)
EQEVSEEGKQRDK
TVGEVSEEGQQRK EV Feijdo comum (94)
QPVKVSTPTLVEVSR EV Feijdo comum (94)
EQEVSEEGKQRDK EV Feijdo comum (94)
QDEVKEVQR EV Feijdo comum (94)
QLAVTQVPTLVEVSR EV Feijdo comum (94)
EQEVSEEGKQRDK EV Feijdo comum (94)
EMEVR EV Feijdo comum (94)




KEVESEETDPR EV Feijdo comum (94)
QDEVKQVER EV Feijdo comum (94)
TAFNAAEVNSK EV Feijdo comum (94)
EYLTPDNK EY Feijao comum (94)
EYNKATGR EY Feijdo comum (94)
QLAVTQVPTLVEVSR AVT Feijdo comum (94)
DFDTEEEPVDK DF Feijao comum (94)
SSSTEDFFSK DF Feijdo comum (94)
DESETSGPPGSDK DF Feijdo comum (94)
QKTALVELLK ELL Feijdo comum (94)
ELLER ELL Feijdo comum (94)
LHVFSFDHEQRR SF Feijdo comum (94)
VAAFALVPVKGAADR AF Feijdo comum (94)
TAENAAVNSK AF Feijdo comum (94)
WLGYYAVSVLLLR VLL Feijdo comum (94)

MNGPLLR PLL Feijdo comum (94)

SYLQGESK GF Feijdo comum (94)

GEVLELR GF Feijdo comum (94)

NKYFGWR KY Wakame seaweed (95)

(alga)

NKEYGWR FY Wakame (alga) (95)
VLSPNRGDGLK DG Soja (96)
SSSEEPNVDGSK DG Soja (96)
NKEYGWR KFYG Wakame (alga) (97)
QDSSLSPEPTPAGK LSP Milho (98)
VLSPNRGDGLK LSP Milho (98)
QAAYFGWR AY Farinha de milho (99)

NKFYGWR GW Molho de soja (100)
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QAAYFGWR AY/IGW Molho de soja (100)
SYLQGFSK SY Molho de soja (100)
WLGYYAVSVLLR GY Molho de soja (100)
RPMTVGYK GY Molho de soja (100)
VAAFALVPVKGAADR AF Molho de soja (100,101)
TAENAAEVNSK AF Molho de soja (100,101)
TSLVGEEEESQDR VG Molho de soja (100)
RPMTVGYK VG Molho de soja (100)
LVGGELHDVPK VG Molho de soja (100)
NTEDEEEHSSR TF Farelo de trigo (102)

6.2 OSMOLARIDADE DO PV3
Para usar uma molécula ou uma droga como injetavel, é ideal que a solucao

tenha osmolaridade similar aguela dos fluidos corporais (aproximadamente 280-300
mOsm/kg H20), para que haja pouca ou nenhuma interferéncia na tonicidade dos
compartimentos intracelular e extracelular. Deste modo, foi realizada uma faixa de
concentracdo do PV3 (50 a 1000 pg/mL) para avaliar a osmolaridade e nestes
resultados foi encontrado que o extrato PV3 apresenta osmolaridade baixa conforme
0 aumento da concentracdo da solucdo. Os resultados obtidos podem ser vistos na

Figura 4.

As propriedades osmoticas de uma substancia precisam ser conhecidas para
evitar qualquer tipo de complicagdo no organismo. O ideal é que a solucdo tenha
osmolaridade proxima aquela dos fluidos corporais (aproximadamente 280-300
mOsm/kg H20), para que haja pouca ou nenhuma interferéncia na tonicidade dos
compartimentos intracelular e extracelular. Os resultados mostraram que o extrato
PV3 apresenta osmolaridade baixa, com valor inferior ao dos liquidos corporais

mesmo na mais alta concentracao testada, como pode ser visto na Figura 6.
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Figura 6: Avaliacdo da osmolaridade do PV3 na faixa de concentragéo de 50 a 1000 pg/mL. Os valores

estio expressos como média = desvio padréo.

6.3 QUANTIFICACAO DE iONS DE SODIO E POTASSIO EM PV3

O PV3 na concentracdo de 313 pug/mL foi escolhido para avaliar a quantidade
de sodio e potassio na solucdo. Encontramos 251,9 mmol/L de ions sédio e 69,6
mmol/L de ions potassio no extrato de PV3.

6.4 ENSAIOS EX VIVO - EFEITO DO PV3 SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR
DE ARTERIAS RENAIS

6.4.1 REATIVIDADE VASCULAR DE ARTERIAS RENAIS
Este estudo avaliou a capacidade do PV3 em modular a vasomotricidade da

artéria renal ex vivo, o que forneceria evidéncias e hipéteses mecanisticas de um
possivel efeito hipotensor. Os resultados mostram que PV3 promoveu dilatacédo
maxima dos anéis isolados de artéria renal com a preservacdo do endotélio, com
valores de 47,8 + 2,5% em WT e 41,0 + 8,7% em SHR. Os resultados mostram ainda
que houve uma diferencga significativa ao comparar as linhagens WT e SHR: anéis de
artéria renal oriundos de ratos WT foram mais propensos ao vasorelaxamento do que

agueles de SHR. Estes resultados podem ser vistos na figura 7.
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Figura 7: Efeito vasorelaxante do PV3 em anéis de artérias renais de WT e SHR com o endotélio
preservado (E+). Os valores estdo expressos como média + EPM de 4-5 animais por grupo. Os
resultados foram expressos em média e desvio padréo por 4-5 animais por grupo. Comparac¢éo dos
modelos usados pela analise de Two-Way ANOVA seguido por pos-teste de Tukey. ** p <0,05 WT vs.
SHR.

6.4. 2 EFEITO RELAXANTE DE PV3 E DEPENDENTE DO ENDOTELIO
ApoOs a observacdo do efeito vasorelaxante do PV3 em anéis de artéria renal,

iniciamos a investigacdo dos potenciais mecanismos envolvidos. Inicialmente,
verificamos se tais efeitos dependeriam de vias constitutivas do endotélio. Foi avaliado
se o efeito induzido pelo PV3 era dependente ou ndo do endotélio, utilizando-se anéis
de artéria renal com (E+) e sem a preservacao (E-) do endotélio. Os resultados
mostram que um endotélio preservado € condicdo sine qua non para que PV3 exerca
seus efeitos uma vez que ao remover o endotélio, o PV3 ndo causou nenhum efeito
relaxante em nenhuma das linhagens de animais usadas (E. max.: 3,0+ 1,8 % em WT

e 6,6 = 3,3 %). Tais resultados estdo descritos na figura 8.
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Figura 8: Avaliagcao do envolvimento endotelial no efeito vasorelaxante do PV3 em anéis de artérias
renais extraidos de WT (painel A) e SHR (painel B). As siglas E+ representam que a preparacao
ocorreu com a preservacdo do endotélio e E- representa a situacdo sem a preservacdo do

endotélio. Os valores estao expressos como média £ EPM por 4-5 animais por grupo. Comparagao

dos modelos usados pela andlise de Two-Way ANOVA seguido por pos-teste de Tukey.

6.4.3 EFEITO RELAXANTE DO PV3 E DEPENDENTE DE VIA OXIDONITRERGICA
Uma vez determinado que o efeito relaxante do PV3 depende do endotélio,

foi investigado se as vias oxidonitrérgicas induzem a resposta relaxante do vaso.
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Os resultados mostram que ao incubar os anéis de artéria renal com o inibidor da
enzima eNOS (L-NAME, 100uM), houve inibicdo do vasorelaxamento induzido
pelo PV3 (E max.: 2,8 + 1,2% em WT e 8,9 £ 4,66 % em SHR). Tais resultados
podem ser vistos na Figura 9. Deste modo, foi possivel identificar que o efeito

vasorelaxante do PV3 depende da atividade da enzima NOS.
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Figura 9: Avaliacdo do envolvimento da via NOS nos efeitos vasorelaxantes dependentes de
endotélio evocados por PV3 em anéis de artérias renais extraidos de WT (painel A) e SHR (painel
B). Os valores estéo expressos como média £+ EPM por 4-5 animais por grupo. Comparacao dos

modelos usados pela andlise de Two-Way ANOVA seguido por pos-teste de Tukey.
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6.5 ENSAIOS IN VIVO - EFEITOS DO PV3 NA FISIOLOGIA RENAL E
HEMODINAMICA CARDIOVASCULAR E RENAL

6.5.1 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Este estudo utilizou animais da linhagem SHR e WT por serem modelos de
animais que se assemelham a forma humana da hipertensao priméria e a condicbes
normais de fungdo e presséo arterial (104). Para confirmagdo do estado de
hipertensdo dos SHR, foi feita a afericdo da pressdo arterial sistélica por
pletimosgrafia. Nossos dados condizem com a literatura, onde os SHR usados neste
estudo com faixa etaria de 142 a 152 semanas apresentaram pressao arterial sistélica
de 192,5 £ 7,9 mmHg, ou seja, estavam de fato hipertensos. O grupo normotenso
(WT) por sua vez, tiveram pressao arterial sistélica de 117 + 8,0 mmHg.

6.5.2 ESTUDO DA FUNCAO RENAL

6.5.2.1 PARAMETROS METABOLICOS MENSURADOS APOS 24 HORAS DE
INJECAO DO PV3.
Como esperado, o tratamento agudo com PV3 (injecao Unica e coleta apos 24h)

nao afetou a massa corporal dos animais. Uma excecao foi observada no grupo de
WT que recebeu PV3 na dose de 2,5 mg/kg que apresentou peso menor que 0S outros

grupos. Este resultado esta evidenciado na figura a seguir (Figura 10).

400= | | B 95 uglkg
g % o o a @ o3 2.5 uglkg
_ 3009 & & o g0 BN 50 pg/kg
~;9 i L 2,5 mg/kg
o 2007 Bl 5 mg/kg
o
100=

WT SHR

Figura 10: Comparacédo do peso corporal (g) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR),
amostrado 24h ap0s injegédo intraperitoneal de veiculo (solucéo salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses

de 2,5 pg/kg; 9,5 pg/kg; 50 pg.kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos como média +



69

EPM (n=8 por grupo). Analise Two-Way ANOVA seguido por pés-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR

nas diferentes doses.

Em relacéo aos resultados de ingestédo de racéo e fezes, observou-se que nao
houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais aos observarmos as
variaveis linhagens e tratamento. Também ndo houve diferenca na massa de fezes
excretadas ao se comparar linhagens estudadas (WT e SHR). Contudo, SHR
injetados com PV3 na dose 5mg/kg ingeriram menos alimentos do que seu controle

na mesma linhagem (Figura 11).
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Figura 11: Comparac¢do da massa de racao ingerida (g) (A) e de fezes (g) excretada(B) entre os animais
normotensos (WT) e hipertensos (SHR), amostrada 24h apés injecao intraperitoneal de veiculo
(solucéo salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de 2,5 pg/kg; 9,5 pg/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg.
Os valores estédo expressos como média + EPM (n=6-8 por grupo). Andlise Two-Way ANOVA seguido

por pés-teste de Tukey. *p<0.05.
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Da mesma maneira, ndo houve diferenca entre linhagens e grupos quanto a
ingestao de agua. Quando comparadas com veiculo, as diferentes doses do PV3 nao
alteraram a ingestédo de agua de animais normotensos e hipertensos (Figura 12 A). O
volume de urina excretado também ndo diferiu entre as linhagens WT e SHR injetadas
com veiculo, mas houve aumento de volume urinario dentro da linhagem WT tratados
com PV3 nas doses de 2,5 2 50 pg/kg e de 2,5 mg/Kg (12 B).
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Figura 12: Comparagédo do volume de 4gua ingerido (mL) (A) e Volume de urina calculado pelo peso
(mL/ g) (B) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR), amostrada 24h apés injecdo
intraperitoneal de veiculo (solucdo salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de 2,5 ug/kg; 9,5 ug/kg; 50
pa/kg; 2,5 mg. Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8 por grupo). Anélise

Two-Way ANOVA seguido por pés-teste de Tukey. *p <0,05 WT vs SHR nas diferentes doses.

6.5.2.2 NIVEIS DE SODIO [NA+] E POTASSIO [K+] PLASMATICO E URINARIO.
Os niveis de sodio sérico e urinario em animais normotensos e hipertensos

foram avaliados para verificar se o PV3 poderia interferir na natriurese pressorica. De



71

maneira interessante, os resultados mostram que o PV3 aumentou a excrecao de
sédio em animais hipertensos (SHR) quando comparado com o veiculo, e com WT
que receberam PV3 nas doses de 2,5, 9,5 e 50 pg/kg e 2,5 e 5 mg/Kg (Figura 13 A).
Nesses resultados, destacamos um aumento da excrecdo de sddio comparando o
veiculo com a dose de 2,5 pg/kg. Esse mesmo tratamento causou uma excrecao de
soédio de 343,75 + 49,55, que é aproximadamente o dobro do excretado por seu
respectivo grupo controle injetado com veiculo. Em relagdo aos niveis de sédio
sanguineos, foi observado que PV3 reduziu os niveis de sodio plasmatico nas doses
2,5;9,5;2,5mg/Kg e 5 mg/Kg no grupo SHR quando comparado com o veiculo (Figura
13 B). Tal reducdo dos niveis de sodio sérico ocorreu hos mesmos grupos onde

ocorreram aumentos na excrecao deste ion.
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Figura 13: Comparacéo sodio urinario (painel A) e plasmatico (painel B) entre os animais normotensos
(WT) e hipertensos (SHR), medidas a partir de urina e sangue amostrados 24h apds injecdo
intraperitoneal de veiculo (solucdo salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de de 2,5 ug/kg; 9,5 pg/kg;
50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8 por grupo).
Andlise Two-Way ANOVA seguido por pds-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR em diferentes doses.
# p<0,05 indica diferenca entre linhagens WT e SHR para mesma dose ou veiculo (interacdo das

variaveis independentes).

PV3 nas doses de 2,5 e 9,4 pg/kg aumentou a excrecao de potassio em WT e
SHR (Figura 14 A). J& o potassio plasmatico foi maior em WT tratados com PV3 na
dose de 9,5 pg/kg, mas foi menor em SHR que receberam PV3 nas doses de 2,5e 5

mg/Kg.
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Figura 14: Comparacdo potassio urinario (painel A) e plasmatico (painel B) entre os animais
normotensos (WT) e hipertensos (SHR), medidas a partir de urina e sangue amostrados 24h apés
injecdo intraperitoneal de veiculo (solugdo salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de de 2,5 pg/kg; 9,5
ug/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8 por
grupo). Two-Way ANOVA seguido por pos-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR em diferentes doses.

6.5.2.3 NIVEIS DE CREATININA PLASMATICA E URINARIA, CLEARANCE DE
CREATININA.

Nesta etapa do estudo foram avaliados os niveis de creatinina plasmatica e
urinaria. Os resultados encontrados mostram que o0s niveis de creatinina plasmatica
diminuiram em WT injetados com PV3 nas doses de 2,5 e 9,5 ug/Kg e 2,5 mg/Kg e
em SHR tratados com PV3 nas doses de 50 ug/Kg e 2,5 mg/Kg (Figura 15 A). PV3
causou reducdo na excrecao de creatinina nas doses de 2,5 ug/Kg no grupo WT e
SHR, e na dose de 9,5 pug/Kg para o grupo SHR (Figura 15 B).
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Figura 15: Comparacgdo da creatinina plasmética (painel A) e urindria (painel B) entre os animais
normotensos (WT) e hipertensos (SHR), medidas a partir de urina e sangue amostrados 24h apés
injecdo intraperitoneal de veiculo (solugao salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de 2,5 pg/kg; 9,5
ug/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8 por
grupo). Andlise Two-Way ANOVA seguido por pos-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR em diferentes
doses. # p<0,05 indica diferenca entre linhagens WT e SHR para mesma dose ou veiculo (interagédo
das varidveis independentes).

Ao avaliar o efeito do PV3 sobre o clearance de creatinina (Taxa de depuragéo
de creatinina), foi observado que houve aumento do clearance de creatinina em WT
trados com PV3 nas doses de 2,5 e 9,5 ug/Kg e 2,5 mg/Kg e em SHR que receberam
PV3 na dose de 2,5 ug/Kg (Figura 16).
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Figura 16: Clearance de creatinina por peso (ml/min/kg) entre os animais normotensos (WT) e
hipertensos (SHR) medidos 24h apds injecao intraperitoneal de veiculo (solugdo salina - NaCl 0,9%)
ou PV3 nas doses de 2,5 pg/kg; 9,5 ng/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos
como média + EPM (n=6-8 por grupo). Andlise Two-Way ANOVA seguido por pds-teste de Tukey. * p
<0,05 WT vs SHR em diferentes doses.

6.5.2.4 NIVEIS DE UREIA SERICA E URINARIA E CLEARANCE DA UREIA
Os niveis de uréia plasmatica foram avaliados. Os resultados evidenciaram que

o tratamento com PV3 na dose de 9,5 pug/Kg reduziu os niveis de uréia plasméatica em
WT, ao passo que tal tratamento de 5mg/kg aumentou este parametro em SHR (vs.
respetivos grupos injetados com veiculo). Ratos normotensos apresentaram maiores
niveis de uréia plasmatica do que a linhagem hipertensa. Entretanto, o tratamento com
PV3 ndo afetou os niveis de uréia urinaria quando comparados 0s grupos tratados

com os respectivos controles na mesma linhagem (Figura 17 B).
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Figura 17: Comparagdo da ureia plasmatica (painel A) e urinaria (painel B) entre os animais
normotensos (WT) e hipertensos (SHR), medidas a partir de urina e sangue amostrados 24h apés
injecdo intraperitoneal de veiculo (solugao salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de2,5 pg/kg; 9,5
pa/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8 por
grupo). Anélise Two-Way ANOVA seguido por pés-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR em diferentes
doses. # p<0,05 indica diferenca entre linhagens WT e SHR para mesma dose ou veiculo (interacdo
das varidveis independentes).

Em relacdo ao clearance de uréia os resultados mostram que SHR tem menor
depuracdo de uréia em comparagdo com WT. O tratamento com PV3 reduziu o
clearance de uréia na dose 5 mg/Kg em SHR (PV3 vs controle) e aumentou a taxa de
depuracéo de uréia de WT tratados com PV3 nas doses de 2,5 e 9,5 ug/Kg (PV3 vs
controle) (Figura 18).
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Figura 18: Comparacédo da clearance de ureia entre os animais normotensos (WT) e hipertensos
(SHR), medidas a partir de urina e sangue amostrados 24h apds injecao intraperitoneal de veiculo
(solucéo salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de 2,5 pg/kg; 9,5 pg/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg.
Os valores estdo expressos como média £+ EPM (n=6-8 por grupo). Analise Two-Way ANOVA seguido
por pos-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR em diferentes doses. # p<0,05 indica diferenca entre
linhagens WT e SHR para mesma dose ou veiculo (interacdo das variaveis independentes).

6.5.2.5 NiVEIS DE ACIDO URICO PLASMATICO E URINARIO, PROTEINAS TOTAIS
PLASMATICA E URINARIA.
Os resultados obtidos a respeito dos niveis de acido Urico urindrio mostraram

gue tais niveis se apresentaram naturalmente mais elevados na linhagem SHR (SHR
vs WT) (Figura 19 A). Foi observado também que o tratamento com PV3 reduziu esse
parametro na linhagem SHR nas doses 2,5 e 9,5 pg/Kg (PV3 vs controle) (Figura 19
A). Ao analisar os resultados dos niveis de acido Urico plasmatico, observou que os
niveis aumentaram nas doses de 2,5 e 9,5 ug/Kg com o grupo veiculo nas linhagens
WT e SHR (Figura 19 B).
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Figura 19: Comparag¢do da &cido Urico urindrio (painel A) e sérico (painel B) entre os animais
normotensos (WT) e hipertensos (SHR), medidas a partir de urina e sangue amostrados 24h apés
injecdo intraperitoneal de veiculo (solugdo salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de 2,5 pg/kg; 9,5
ug/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=6-8 por
grupo) Analise Two-Way ANOVA seguido por pés-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR em diferentes

doses. # p<0,05 indica diferenca entre linhagens WT e SHR para mesma dose ou veiculo (interagédo
das varidveis independentes).

Os resultados de analise de proteinas totais demonstraram que a administracao
do PV3 nos animais WT né&o alterou os niveis de proteinas no plasma, enquanto na
linhagem SHR observou um pequeno aumento de niveis de proteina plasmaética, o

que pode ser resultado da injecdo de peptideos, visto que € uma fonte proteica.
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Enquanto o PV3 nao alterou a taxa de excrecao de proteinas totais em WT e SHR
(Figura 20).
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Figura 20: Comparacao dos niveis de proteinas totais plasmatica (painel A) e urinaria (painel B) entre
0s animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR), medidas a partir de urina e sangue amostrados
24h apos injecéo intraperitoneal de veiculo (solugao salina - NaCl 0,9%) ou PV3 nas doses de 2,5
pa/kg; 9,5 pa/kg; 50 pg/kg; 2,5 mg/Kg e 5 mg/Kg. Os valores estédo expressos como média + EPM (n=6-
8 por grupo). Andlise Two-Way ANOVA seguido por pos-teste de Tukey. * p <0,05 WT vs SHR em
diferentes doses. # p<0,05 indica diferenca entre linhagens WT e SHR para mesma dose ou veiculo
(interagéo das variaveis independentes).
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6.5. 3. ESTUDO DO PV3 SOBRE A FUNCAO CARDIOVASCULAR

6.5.3.1 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM PV3 SOBRE A
PRESSAO ARTERIAL DE RATOS
Essa série experimental foi empregada para avaliar o efeito do PV3 sobre a

PAM ap6s um periodo de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares de 10 min.
Os valores basais de PAM estdo apresentados na Tabela 4. Os niveis de PAM
amostrados em SHR foram mais elevados que os de WT, confirmando o estado

hipertensivo do referido modelo experimental.

Tabela 4. Valores basais da PAM de WT e SHR dos grupos nas doses de 2,5e 5
mg/kg do PV3.

WT SHR

Dose 2,5 mg/kg 5 mg/Kg 2,5 mg/kg 5 mg/Kg

PAM (mmHg) | 106,25 +9,24 107,23 £13,0 | 153,13 £19,25 | 147,85+15,67

Os valores estéo expressos como média + desvio padréo (N= 5 animais por grupo).

ApoGs a injecdo de PV3, foi observado uma redugéo da PAM instantaneamente
em WT e SHR, conforme observado nas Figuras 21 e 22 (painel A). Em WT, a reducao
foide 39,7 + 15,3 mmHg (35,8 £ 11,6 %) para a dose de 2,5 mg/Kg e 31,8 +21,7 mmHg
(30,7 £ 21,8 %) para a dose de 5 mg/Kg, onde a reducao da PAM foi significativo em
mmHg e em porcentagem (Figura 21 B e C).
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Figura 21: Efeito do PV3 nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg sobre a pressao arterial de ratos normotensos
(WT). Painel A: efeitos do PV3 na pressao arterial ao longo do tempo de registro. Painel B: valores
basais, respostas maximas e deltas em mmHg. Painel C: valores basais, respostas maximas e deltas
em %. Os valores estdo expressos como média + EPM(n=5). One-Way ANOVA ou teste T de student.

* p <0,05 basal vs. respostas méaximas.

Para a linhagem SHR, foi observado reducdes de 31,4 £ 21,7 mmHg (21,6 + 16
%) para a dose de 2,5 mg/Kg e 47,3 + 21,7 (26,1 +18,7 %) para a dose de 5 mg/Kg,
onde a diferenca significativa da reducao entre o valor basal foi a nivel de porcentagem
(Figura 22 B e C).
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Figura 22 — Efeito do PV3 nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg sobre a pressédo arterial de ratos hipertensos
(SHR). Painel A: efeitos do PV3 na presséo arterial ao longo do tempo de registro. Painel B: valores
basais, respostas maximas e deltas em mmHg. Painel C: valores basais, respostas maximas e deltas
em %. Os valores estdo expressos como média £ EPM(n=5). One-Way ANOVA ou teste T de student.

* p <0,05 basal vs. respostas maximas.

6.5.3.2 EFEITO DO PV3 SOBRE A RESISTENCIA VASCULAR DAS ARTERIAS

AORTA E RENAL
ApGs a avaliagdo do efeito do PV3 no PAM, foi avaliado o seu efeito sobre a

resisténcia vascular da artéria aorta (RVA) e renal (RVR) em WT e SHR. Essa série
experimental foi empregada para avaliar o efeito do PV3 sobre a RVA e RVR ap0s
estabilizacdo das mesmas. Os valores basais da RV da artéria aorta e renal podem

ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores basais da RVA e da RVR de WT e SHR dos grupos da dosagem
de 2,5 e 5 mg/kg do PV3.

WT SHR
Dosagem 2,5 mg/kg 5 mg/Kg 2,5 mg/kg 5 mg/Kg
RVA 3,23+0,48 4,09 + 0,97 3,98+0,73 3,60 + 0,49
(mmHg/min)
RVR 52,45+19,17 50,33 +22,21 47,85+ 15,27 | 44,60 £ 8,69
(mmHg/min)

Os valores estdo expressos como média + desvio padréao (n=5).

ApoOs a estabilizacdo e injecdo do PV3 nas doses testadas, foi possivel
identificar a reducéo da resisténcia vascular da artéria aorta em WT (Figura 23 painel
A) e SHR (Figura 24 painel A). Em WT a reducgédo da resisténcia vascular da artéria
aorta foi de 1,24 + 0,30 mmHg/ min (38,33 £ 7,3 %) e 1,13 + 0,36 mmHg/ min (28,58

+ 9,9) para as doses de 2,5 e 5 mg/Kg, respectivamente (Figura 23 painéis B e C)
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Figura 23: Efeito do PV3 nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg sobre a resisténcia vascular aértica de ratos
normotensos (WT). Painel A: efeitos do PV3 sobre a resisténcia vascular aértica ao longo do tempo de
registro. Painel B: valores basais, respostas maximas e deltas em mmHg/mL/min. Painel C: valores
basais, respostas maximas e deltas em %. Os valores estdo expressos como média + desvio padrao

(n=5). One-Way ANOVA ou teste T de student. * p <0,05 basal vs. respostas maximas.

Em SHR a reducéo da resisténcia vascular em artéria aorta foi de 0,81 + 0,5
mmHg/ min (19,5+ 11 %) e 1,2 +0,7 (32,3 £ 15,6 %) para as doses de 2,5 e 5 mg/Kg,
respectivamente (Figura 24 painéis B e C). As reducdes da resisténcia vascular de
artéria aorta foram significativas nas duas doses testadas quando expressos em
porcentagem para as duas linhagens testadas (Figuras 23 painel C e 24 painel C).
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Figura 24: Efeito do PV3 nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg sobre a resisténcia vascular adrtica de ratos
hipertensos (SHR). Painel A: efeitos do PV3 sobre a resisténcia vascular aértica ao longo do tempo de
registro. Painel B: valores basais, respostas maximas e deltas em mmHg/mL/min. Painel C: valores
basais, respostas maximas e deltas em %. Os valores estao expressos como média + desvio padrao

(n=5). One-Way ANOVA ou teste T de student. * p <0,05 basal vs. respostas maximas.

O mesmo efeito encontrado para a artéria aorta foi observado nos testes
utilizando-se a artéria renal. Apo6s a injecdo do PV3 identificou-se uma queda
significativa da resisténcia vascular da artéria renal para as duas doses testadas e
para as duas linhagens de animais testadas (Figuras 25 e 26). Ao se avaliar a
linhagem WT a reducéo observada foi de 13,8 + 6,7 mmHg/min (26 + 8,2 %) e 12 + 9
mmHg/min (23 + 11,4%) para as doses de 2,5 e 5 mg/ Kg, respectivamente (Figura
25 painéis B e C).
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Figura 25: Efeito do PV3 nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg sobre a resisténcia vascular renal de ratos
normotensos (WT). Painel A: efeitos do PV3 sobre a resisténcia vascular aértica ao longo do tempo de
registro. Painel B: valores basais, respostas maximas e deltas em mmHg/mL/min. Painel C: valores
basais, respostas maximas e deltas em %. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=5).

One-Way ANOVA ou teste T de student. * p <0,05 basal vs. respostas maximas.

Em SHR a reducéo da resisténcia vascular da artéria renal foi de 10,2 + 7,9
(20,2 £ 9,9 %) e 16,1 £ 7,5 mmHg/ min (34,7 + 11,6%) para as doses de 2,5 e 5 mg/
Kg, respectivamente (Figura 26 painéis B e C). As reducgdes da resisténcia vascular
de artéria renal foram significativas nas duas doses testadas quando expressos em

porcentagem para as duas linhagens testadas (Figuras 25 painel C e 26 painel C).
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Figura 26: Efeito do PV3 nas doses de 2,5 e 5 mg/Kg sobre a resisténcia vascular renal de ratos
hipertensos (SHR). Painel A: efeitos do PV3 sobre a resisténcia vascular renal ao longo do tempo de
registro. Painel B: valores basais, respostas maximas e deltas em mmHg/mL/min. Painel C: valores
basais, respostas méaximas e deltas em %. Os valores estdo expressos como média £+ EPM (n=5).
One-Way ANOVA ou teste T de student. * p <0,05 basal vs. respostas maximas.

6.6 ENSAIOS IN VIVO VOLTADOS PARA O EFEITO DO PV3 SOBRE OS
PARAMETROS METABOLICOS DE CAMUNDONGOS APOS 10 SEMANAS DE
TRATAMENTO CRONICO

6.6.1 INFLUENCIA DA INGESTAO DE PV3 POR 10 SEMANAS NO GANHO DE
MASSA

Durante o tratamento cronico foi feito um monitoramento do peso corporal dos
animais semanalmente. O grupo que recebeu HFD e HFD+ PV3 tiveram aumento de
peso significativo na quarta semana quando comparado com a primeira semana
(Figura 27), enquanto no grupo controle o aumento de peso se deu na quinta semana

e o0 grupo PV3 o aumento de peso foi significativo na sexta semana. Apos a sexta
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semana, o ganho de massa foi atenuado no grupo HFD+PV3 quando comparado com
o grupo HFD, mostrando que mesmo com o consumo de dieta rica em gordura o PV3
foi capaz de prevenir e evitar o ganho de massa excessivo. Durante as 10 semanas
de monitoramento, o grupo HFD teve um aumento de peso corporal quando
comparado com o grupo de controle, PV3 e HFD+PV3. Os resultados dos deltas
calculado pela diferenca entre a 1 e 10 semanas (Figura 28) mostra a eficacia da dieta
em desenvolver obesidade e o efeito do PV3 em reduzir o ganho de massa. Ao avaliar
0 grupo dieta padrédo com o grupo PV3 nao houve diferenca significativa entre o peso
corporal (Figura 28).

40+
-© Controle

PV3

T+ HFD
4 PV3+HFD

Peso (g)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 27: Influéncia da ingestado diaria de PV3 por 10 semanas no ganho de massa corporal. Aimagem
esta evidenciando o monitoramento do ganho de massa semanal desde o inicio do tratamento de forma
gradativa. #p<0,05 indica o inicio do ganho de massa que difere estatisticamente do ponto inicial do
tratamento (1° semana) no grupo HFD. $p<0,05 indica o inicio do ganho de massa que difere
estatisticamente do ponto inicial do tratamento (1° semana) no grupo HFD +PV3. "p<0,05 indica o inicio
do ganho de massa que difere estatisticamente do ponto inicial do tratamento (1° semana) no grupo
controle. ép<0,05 indica o inicio do ganho de massa que difere estatisticamente do ponto inicial do
tratamento (1° semana) no grupo PV3. *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de pos teste de
Tukey, p<0,05.
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Figura 28: Influéncia da ingestado diaria de PV3 por 10 semanas no ganho de massa corporal. Aimagem
evidencia o delta da avaliacdo do ganho de massa corporal calculado pela diferenca dos pesos entre a

1° e a 102 semana. *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de pos teste de Tukey, p<0,05.

6.6.2 INFLUENCIA DA INGESTAO DE PV3 POR 10 SEMANAS NO INGESTAO
ALIMENTAR
Apss 0 monitoramento do ganho de massa dos animais foi necessario avaliar

a ingestao alimentar ao final do tratamento crénico. Deste modo foi observado que os
grupos que receberam a HFD consumiram mais alimento comparado com 0s grupos
que receberam a dieta padrdo na fase escura, e no somatério total do tempo. Este
resultado é justificado pelo fato que a HFD é mais palatavel e cal6rica, fazendo com
gue o animal consuma mais. Ao avaliar o efeito do PV3 notamos que ndo houve

influéncia no consumo alimentar nos grupos testados (Figura 29).
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Figura 29: Influéncia da ingestdo de PV3 por pseudogavagem por 10 semanas de tratamento no
consumo alimentar. No painel A estd o consumo alimentar em gramas. No painel B esta representando
0 consumo alimentar calculado pela Kcal e pelo peso do animal. A avaliacdo do teste de consumo foi
realizada na ultima semana de experimentos. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=3).

*p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de poés teste de Tukey.

6.6.3 INFLUENCIA DA INGESTAO DE PV3 POR 10 SEMANAS NO PESO DOS
ORGAOS E TECIDOS
Com intuito de avaliar se o PV3 interfere no tamanho dos 6rgaos foi feito uma

pesagem nos o6rgados de interesse: Rim, Figado, Tecido adiposo marrom (BAT), tecido
adiposo epididimal (EPI) e tecido adiposo retroperitoneal (RET). Ao avaliar o rim
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esquerdo, notamos que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos analisados
(Figura 30 painel A), enquanto que, houve diferenca no rim direito entre o grupo HFD
e 0 grupo dieta padrdo (Figura 30 painel B). Nos tecidos EPI e RET houve uma
diminuicao do peso corporal, quando comparado o grupo HFD+PV3 com o grupo HDF
(Figura 30 painéis C e D), mostrando que o PV3 foi capaz de diminuir a adiposidade
nos camundongos que receberam a dieta rica em gordura (Figura 31). No BAT, o
aumento do tecido foi significativo no grupo HFD (Figura 30 painel E) e no figado o
peso do 6rgdo foi menor nos grupos que receberam a dieta rica em gordura (HFD e
HFD+PV3) (Figura 30 painel F), estes resultados sdo em decorréncia da alimentacao
rica em gordura.
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Figura 30: Influéncia da ingestdo de PV3 por pseudogavagem por 10 semanas de tratamento no peso
de Orgaos e tecidos. A pesagem dos 6rgaos e tecidos se deu no ultimo dia de experimento no momento

da eutandasia. Em A e B, se refere a pesagem do rim direito e esquerdo; em C, se refere a pesagem do
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tecido adiposo epididimal; em D, se refere a pesagem do tecido adiposo retroperitoneal; em E, se refere
a pesagem do tecido adiposo marrom e em F, se refere a pesagem do figado. Os valores estéo
expressos como média + EPM (n=5-4). *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de p0s teste de

Tukey.

Controle ‘

HFD

Figura 31: Influéncia da ingestdo de PV3 por pseudogavagem por 10 semanas de tratamento na

reducéo de adiposidade em tecido adiposo epididimal.

6.6.4 INFLUENCIA DA INGESTAO DE PV3 POR 10 SEMANAS NA GLICEMIA EM
JEJUM

Para a andlise da glicemia em jejum foi avaliado os camundongos em 2
periodos: na quarta semana e na nona semana de tratamento. Na quarta semana os
niveis glicémicos foram parecidos em todos os grupos testados, ndo houve diferenca
entre os grupos. Na nona semana foi observado que o grupo HFD apresentou maiores
niveis glicémicos, representando uma pré-disposicdo para resisténcia a insulina,
engquanto o grupo HFD+PV3 teve os niveis glicémicos menores comparado ao grupo

controle e HFD, demonstrando o efeito hipoglicémico do PV3 (Figura 32).
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Figura 32: Influéncia da ingestdo de PV3 por pseudogavagem por 10 semanas de tratamento na
glicemia em jejum. A avaliacdo da glicemia em jejum foi feita apds 4 e 9 semanas. Os valores estdo

expressos como média £ EPM (n=4). *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de pds teste de Tukey.

6.6.5 INFLUENCIA DA INGESTAO DE PV3 POR 10 SEMANAS NO TESTE DE
TOLERANCIA A GLICOSE (TTG), TOLERANCIA A INSULINA (TTI), TAXA DE
DECAIMENTO (TTKI) E TOLERANCIA AO PIRUVATO (TTP)

Na penultima semana do tratamento crénico foram feitos os testes de TTG, TTI

e TTP em dias alternados para néao ter influéncia do stress no resultado. Inicialmente
foi feito o teste de tolerancia a glicose, neste teste houve diferenca significativa na
area sob a curva nos grupos analisados PV3 e PV3+ HFD comparado com o grupo
controle de dieta padrdo. Foi observado ainda que a area sob a curva do grupo HFD
foi maior que a do grupo que recebeu a dieta padréo, este resultado confirma o quadro
de resisténcia a insulina que esses animais apresentam ap6s consumir dieta

hiperlipidica ap6s 8 semanas (Figura 33 painéis A e B).
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Figura 33: Influéncia da ingestdo de PV3 por pseudogavagem por 10 semanas de tratamento no teste
de tolerancia a glicose (TTG). Em A, se refere a curva dos niveis de glicose do teste de TTG ao longo
de 120 minutos. Em B, se refere a area sob a curva dos niveis de glicose no teste de TTG. Os valores
estdo expressos como média + EPM (n=3). *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de pés teste de
Tukey.

A avaliacao da sensibilidade a insulina na intolerancia a glicose foi investigada
através da depuracdo da glicose plasmatica em funcao do tempo apoés a injecdo de
insulina. Em relacdo ao TTI a area sob a curva foi maior no grupo HFD, confirmando
o modelo experimental de resisténcia a insulina. O grupo Pv3 teve a area sob a curva
maior que o grupo controle, em virtude da maior captacao de glicose, o que €é visto na
taxa de TTKi. O TTKi é uma taxa constante de desaparecimento de glicose, sendo
uma medida da sensibilidade a insulina; valores maiores indicam maior sensibilidade
tecidual a insulina. Neste calculo houve diferenca estatistica entre o grupo PV3 com
0s demais grupos experimentais, mostrando que o PV3 é sensivel a insulina em
animais normoglicémicos. A auséncia de resposta do grupo HFD+PV3 comparado
com o grupo controle na AUC de TTl e TTKi € um indicativo de que este grupo mesmo
recebendo uma dieta hiperlipidica ndo desenvolveu o quadro de resisténcia a insulina,
0 que nos mostra que o PV3 é capaz de prevenir a resisténcia a insulina. (Figura 34

painéis B e C).
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Figura 34: Influéncia da ingestdo de PV3 por pseudogavagem por 10 semanas de tratamento no teste
de tolerancia a insulina (TTI). Em A, se refere a curva dos niveis de glicose do TTI ao longo de 30
minutos. Em B, se refere a area sob a curva dos niveis de glicose do TTIl. Em C se refere aos valores
da taxa de decaimento dos niveis de glicose apds a injecdo de insulina. Os valores estao expressos

como média £ EPM (n=3). *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de pds teste de Tukey.

Foi feito o teste de tolerancia ao piruvato para avaliar o grau de sensibilidade
hepatica a insulina do PV3. Ao realizar o TTP, observamos que nao houve diferenca
significativa entre os grupos analisados. Portanto o PV3 néo interferiu estatisticamente

na tolerancia ao piruvato (Figura 35 painéis A e B).
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Figura 35: Influéncia da ingestdo de PV3 por pseudogavagem por 10 semanas de tratamento no teste
de tolerancia ao piruvato (TTP). Em A, se refere a curva dos niveis de glicose no teste de TTP ao longo
de 120 minutos. Em B, se refere a area sob a curva dos niveis de glicose do teste de TTP. Os valores
estdo expressos como média + EPM (n=3). *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de poés teste de
Tukey.

A tabela abaixo resume todos os valores da area sob a curva de cada teste de
tolerancia, TTG, TTl e TTP, e KTTI dos grupos tratados.

Tabela 6: Resumo da &rea sob a curva (AUC) dos testes TTG, TTle TTP, e KTTI
entre 0s grupos analisados.

AUCTTG AUC TTI KTTI AUCTTP
CT 337 +40,9 79,3 28,8 1,76 £0,3 153,2 +47,1
HFD 446,2 £39,3* | 139,6 +44,7 * 3,07 +0,4 180,3 +79,0
PV3 340,3 +23,4 * 97,5 +4,0* 6,21 +0,5* 134,5 £23,1
HFD+PV3 354,6 +22,6 * 126,8 11,8 1,9+1,2 140,0 £32,6

Os valores estao expressos como média £+ EPM (n=3). *p< 0,05, Teste Anova Two-Way, seguido de
pos teste de Tukey.

6.6.6 AVALIACAO DA VIA DA INSULINA POR WESTERN BLOTTING APOS 10
SEMANAS DE INGESTAO DE PV3
Apbs a confirmacgdo da influéncia do PV3 na glicemia dos camundongos, surge

a necessidade de investigar as vias de sinalizacdo da insulina. Deste modo
investigamos expressao de proteinas e enzimas importantes na via de regulacao da
insulina e da glicose, foi feito a expressao do IRS, PI3K, PEPCK e G6Pase. Desse
modo, foi observado que o PV3 aumentou a expressdo de IRS nos grupos que

receberam a dieta padréo e a dieta hiperlipidica (Figura 36 painéis A e C). No grupo
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gue recebeu a dieta padréo juntamente com o PV3, tiveram a expressao de G6Pase

e PEPCK aumentada quando comparado com o grupo controle (Figura 36 painéis B,

D, F e H), este aumento pode ser reflexo do efeito hipoglicémico do PV3 confirmado

no TTG, onde os niveis de glicose foram baixos o suficiente para estimular a via

gliconeogénese. Foi observado ainda que o grupo HFD também teve o aumento da

expressdo de PEPCK, este aumento confirma o quadro de resisténcia a insulina que

este grupo apresenta (Figura 36 painéis F e H). Em relacdo a PI3K n&o houve

diferenca significativa (figura 36 painéis E e G).
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Figura 36: Efeitos da ingestdo de PV3 na sinalizag&o de insulina. Andlise representativa de Western

blot de proteina contetido de IRS, G6PASE, PI3K e PEPCK no figado. Para o controle da carga de gel,

foi feita a razdo com GAPDH. Os dados foram obtidos no final de um periodo experimental de 10
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semanas para camundongos C57 alimentados com dieta padrao regular (CT) e rica em gordura (HFD)
e comparados com os de camundongos alimentados com dieta HF e ingestéo por pseudogavagem de
PV3 e com dieta padrdo e ingestdo por pseudogavagem de PV3. Os valores estdo expressos como

média £ EPM (n=4-3). Teste Anova Two-Way, seguido por pos teste Tukey. *P < 0,05.

Ainda utilizando o figado desses animais, uma pequena porgdo foi avaliada
apoés o estimulo ex vivo de insulina, neste teste foi verificado a expressdo de pAKT,
IRS, G6Pase e PEPCK. Apo0s a analise foi avaliado que o PV3 ndo alterou a expressao
das proteinas testadas sem e com o estimulo de insulina (Figura 37). Na analise da
expressdo de pAKT no grupo HFD apos o estimulo, a expressao dessa proteina
estava diminuida, ressaltando a diminuicdo da sensibilidade da insulina nestes
animais (Figura 37 painéis A e C). Ao avaliar o grupo HFD com estimulo de insulina,
observou que a expressao de pAKT também estava reduzida quando comparado com
0 grupo controle sem insulina, este resultado é em virtude da dieta hiperlipidica que
reduz a sensibilidade a insulina (Figura 37, painéis A e C). Em relacéo as proteinas
IRS e PEPCK nédo houve diferenca estatistica entre os grupos testados (Figura 37,
painéis B, D, F e H). E na analise da expressdo de G6PASE, foi observado que no
grupo PV3 aumentou a expressdo apoés o estimulo com insulina (Figura 37, painéis E
e G).
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Figura 37: Efeitos de ingestdo de PV3 na sinalizacdo de insulina. Analise de expressao proteica de
pPAKT, IRS, G6PASE e PEPCK no figado apos estimulo de soro ou insulina regular (10 pMM) em meio
de cultura ex vivo. Para o controle da carga de gel, as membranas foram normalizadas para GAPDH.
Os dados foram obtidos no final de um periodo experimental de 10 semanas para camundongos C57
alimentados com dieta padrédo regular (CT) e rica em gordura (HFD) e comparados com os de
camundongos alimentados com dieta HFD e ingestdo de PV3 e dieta padrdo e ingestdo de PV3. Os
valores estdo expressos como média = EPM (n=4-3). Teste Anova Two-way, seguido de pds teste de
Tukey. *P < 0,05.

6.6.7 AVALIACAO DA VIA DA INSULINA POR RT- QPCR APOS 10 SEMANAS DE
INGESTAO DE PV3
Neste estudo foi feito analise de RT-gPCR para verificar a influéncia do PV3

em genes especificos da via de insulina. Deste modo, observou que 0s grupos que
receberam a ingestdo de PV3 aumentaram a expressao génica de IRS, ainda neste
parametro o PV3 aumentou a expressao génica de AKT, Pi3K, PTN, PCK1 e PRKAA2
no grupo HFD+PV3 (figura 38). Adicionalmente foi feito um teste para avaliar a
expressao génica em figado estimulado com insulina, neste teste foi observado que a
expressao génica de G6PC estava aumentado apos o estimulo de insulina no grupo
HFD+PV3, e no mesmo grupo a expressao génica de PCK foi diminuida apds o

estimulo com insulina (Figura 39 painel C).
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Figura 38: Efeitos de ingestdo de PV3 na sinalizacéo de insulina. Andlise representativa de RT-gPCR
de genes expressos IRS, AKT, G6PC, PI3K, PTEN, PRKAA2 e PCK1 no figado. No gPCR utilizou
ACTB como padrdo de normalizacdo. Os dados foram obtidos no final de um periodo experimental de
10 semanas para camundongos C57 alimentados com dieta padrédo regular (CT) e rica em gordura
(HFD) e comparados com os de camundongos alimentados com dieta HFD e ingest@o de PV3 e dieta
padrdo e ingestdo de PV3. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=4-3). Teste Anova Two-
way, *P < 0,05; seguido de pds teste de Tukey, *P < 0,05.
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Figura 39: Efeitos de ingestdo de PV3 na sinalizacé@o de insulina. Andlise representativa de RT-gPCR
de genes expressos G6PC, PI3K e PCK1 no figado ap6s estimulo de soro ou insulina regular (10 Ul)
em meio de cutura ex vivo. No gPCR utilizou ACTB como padrédo de normaliza¢do. Os dados foram
obtidos no final de um periodo experimental de 10 semanas para camundongos C57 alimentados com
dieta padrdo regular (CT) e rica em gordura (HFD) e comparados com os de camundongos alimentados
com dieta HFD e ingestao de PV3 e dieta padréo e ingestao de PV3. Os valores estdo expressos como
média + EPM (n=4-3). Teste Anova Two-way, seguido de pds teste de Tukey. *P < 0,05.

6.6.8 AVALIACAO DE VIAS DO METABOLISMO ENERGETICO POR RT- QPCR
APOS 10 SEMANAS DE INGESTAO DE PV3
O hipotadlamo é um dos centros regulatdrios do controle do gasto energético e

consumo alimentar, nele estdo contidos neuropeptideos que regulam a saciedade e o
gasto energético, como neuropeptideos pré-opiomelanocortina (POMC) e cocaina e
anfetaminas (CART) que apresentam acéo anorexigenos e o neuropeptideo Y (NPY)
e a proteina relacionada agouti (AgRP) que apresentam acao orexigenos e PRKAA2
hipotalamica atua na regulacédo do balanco energético e na ingestdo de alimentos.
Deste modo foi avaliado os niveis de mMRNA dos neuropeptideos POMC, CART, NPY,
AgRP e PRKAA2. Neste estudo, foi avaliado que o PV3 aumentou os niveis de mRNA
de POMC no grupo HFD+PV3 (Fig. 40 painel A), o que contribui para 0 aumento do
gasto energético, comprovando o resultado do peso, em que este grupo teve redugéo
no ganho de massa comparado com o grupo HFD. E observamos ainda que o PV3
aumento os niveis de mRNA de AGRP e diminuiu os niveis de mRNA de NPY nos

grupos HFD+PV3 (Fig. 40 painel C e D), que sdo genes responsaveis pelo aumento
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da ingestéo de alimentos e diminuicdo do gasto energético. Por mais que o AGRP e
o NPY atuam com as mesmas respostas na maioria dos casos, pode acontecer de
terem modulacao mais alta do que outro (103), conforme 0s nossos achados, este fato
pode ser explicado pelo fato do NPY ser co-expresso pelo AGRP. Outro achado do
nosso estudo foi 0 aumento dos niveis de mMRNA de PRKAA2 no grupo PV3 (Fig. 40

painel E), o que pode contribuir com o aumento do gasto energético neste grupo.
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Figura 40: Efeitos de ingestdo de PV3 no metabolismo energético. Analise representativa de RT-gPCR
de genes expressos POMC, AGRP, CART, NPY e PRKAA2 no hipotalamo. No gPCR utilizou ACTB
como padréo de normalizagdo. Os dados foram obtidos no final de um periodo experimental de 10
semanas para camundongos C57 alimentados com dieta padrao regular (CT) e rica em gordura (HFD)
e comparados com os de camundongos alimentados com dieta HFD e ingestdo de PV3 e dieta padréo
e ingestdo de PV3. Os valores estdo expressos como média + EPM (n=4-3). Teste Anova Two-way, *P
< 0,05; seguido de pos teste de Tukey.
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7. DISCUSSAO

Os principais resultados deste estudo sdo: 1) O conteudo de PV3 apresenta um
grau de homologia de sua estrutura primaria com diversas sequéncias de aminoacidos
descritos na literatura que apresentam atividade anti-hipertensiva, Il) PV3 possui baixa
osmolaridade, 1ll) PV3 provocou efeito relaxante dependente do endotélio e de vias
oxidonitrérgicas; IV) PV3 causou efeito natriurético; V) PV3 melhorou os niveis de
acido urico em SHR, VI) PV3 causou efeito hipotensor concomitante a reducao na
resisténcia vascular nos leitos vasculares aértico e renal; VII) PV3 reduziu a
adiposidade em animais que receberam a dieta hiperlipidica; VIII) PV3 tem efeito
hipoglicemiante e anti-hiperglicemiante; IX) PV3 preveniu a resisténcia a insulina
induzida por dieta hiperlipidica, X) PV3 aumentou a sensibilidade a respostas da
insulina provavelmente através da superexpressdo e atividade do receptor para

insulina.

7.1 REVISAO SISTEMATICA
As proteinas e os peptideos apresentam uma sequéncia de aminoacidos Unica

gue confere uma determinada estrutura tridimensional, e consequentemente favorece
a sua funcao bioldgica (15,26,35). Segundo Nelson e Cox (12), a comparacdo de
proteinas e peptideos funcionalmente semelhantes de diferentes espécies pode
indicar a presenca de sequéncias de aminoacidos semelhantes, conservadas ao longo
da evolucdo. Deste modo, ha uma ligagdo intima entre a estrutura primaria da proteina

e sua funcéo.

As homologias entre os dipeptideos e peptideos encontradas neste trabalho
com aqueles ja relatados na literatura é extremamente importante para auxiliar na
elucidacdo dos efeitos associados ao PV3, especialmente no que se refere ao
entendimento dos mecanismos fisiolégicos associados ao efeito hipotensor
apresentado por essa fracdo, bem como na busca de mecanismos adicionais

potencialmente envolvidos nesses efeitos.

Como relatado por Nakahara e colaboradores (2010) os dipeptideos GW, AY,
SY, GY e VG apresentaram efeito hipotensor via inibicdo da ECA, sendo observados
valores de IC50 (Concentracao inibitoria referente & minima concentracao necessaria

do peptideo para inibir 50% de uma determinada atividade enzimatica) variando entre
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30 pg/mL (para o peptideo GW) e 1100 pg/mL para o VG. Essa efetividade variada de
inibicdo da ECA foi relacionada a composi¢cdo de aminoacidos da sequéncia, e esta
intimamente associada a presenca de aminoacidos com grupos hidrofobicos nas
cadeias laterais. E possivel, portanto, que essas sequéncias dipeptidicas presentes
nos peptideos NKFYGWR, QAAYFGWR, SYLQGFSK, WLGYYAVSVLLR,
RPMTVGYK, TSLVGEEEESQDR, RPMTVGYK e LVGGELHDVPK, possam contribuir
para uma possivel atividade hipotensora dessas moléculas.

Os autores Sato e colaboradores (2002) e Suetsuna e colaboradores (2004)
demonstraram que os dipeptideos FY e KY possuem efeito de inibicdo sobre a
atividade da ECA. Os autores Sato e colaboradores (2002) compararam os efeitos
obtidos na administracéo do peptideo FY e do medicamento anti-hipertensivo captopril
em animais SHR na dose de 1 mg/kg. Eles observaram que o dipeptideo FY obteve
um efeito hipotensor maior que o captopril apés 9 horas de administracdo. A reducao
observada na administracao do dipeptideo FY foi de 15,7 mmHg e do captopril foi de
13,8 mmHg. Deste modo os peptideos NKFYGWR e NKYFGWR podem apresentar

efeito hipotensor por conter regides cruciais para a inibicao.

Os dipeptideos AF, AY, SF e GF estao presentes nas sequéncias GFVLELR,
VAAFALVPVKGAADR, TAENAAVNSK, QAAYFGWR, LHVFSEDHEQRR e,
SYLQGFESK. De acordo com Zhu e colaboradores (2008), o dipeptideo AF extraido do
molho de soja exibiu atividade inibitéria da ECA, com valor de ICso de 165 mmol/L. Por
outro lado, Tagliazucchi e colaboradores (2015) trabalhando com o dipeptideo AF
derivado de feijao comum, observaram valores de ICso igual a 190 pmol/L. Os mesmos
autores encontraram valores de ICso de 130 e 630 ymol/L para as sequéncias SF e
GF, respectivamente. Além disso, os resultados obtidos no trabalho de Yang e
colaboradores (2007) evidenciaram uma reducdo da pressao sanguinea sistolica de

9,5 mmHg apbs 2 e 4 horas da administracdo oral do dipeptideo AY.

Outro dipeptideo que possui atividade inibitoria sobre a ECA € o dipeptideo DY,
observado na sequéncia DYGAELPPR, homologo as sequéncias relatadas por Liu e
colaboradores (2013) e Wu e Ding (2002). Esses autores avaliaram o potencial
inibitério desse dipeptideo por meio de determinagdo do ICso, sendo observado
valores de ICsoigual a 32,31 + 3,09 pg/mL no trabalho de Liu e colaboradores (2013)
e 29,6 uyg/mL no trabalho de Wu e Ding (2002). De acordo com Yokoyama e
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colaboradores (1992) , o dipeptideo DY é o centro inibidor da ECA na sequéncia
peptidica DYGLY obtida do musculo do peixe bonito (Katsuwonus pelamis), e essa
mesma sequéncia foi conservada apos a digestdo com termolisina, onde o DY

continuou tendo seu efeito hipotensor.

Segundo Séanchez-Rivera e colaboradores (2016), os peptideos de cadeia
longa podem ser hidrolisados tanto no trato gastrointestinal por proteases, quanto no
sangue por peptidases plasmaticas, resultando em fragmentos menores com
atividade hipotensora por meio de efeitos sinergéticos. Para confirmar a sua hipotese,
estes autores administraram oralmente um peptideo precursor (HLPLP) em ratos da
linhagem SHR. O peptideo foi hidrolisado por enzimas digestivas e obteve os
seguintes fragmentos: HLPL, LPLP, HLP, PLP e LPL. A administracdo do peptideo
precursor reduziu a pressdo sanguinea sistolica e os autores observaram que 0
fragmento PLP, apresentou um efeito redutor mais duradouro, sendo observada
reducado de 21,2 + 3,4 mmHg apos 8h de administracdo do composto. O tripeptideo
PLP é homologo ao tripeptideo encriptado dentro da sequéncia DPLPDKNR do extrato
PV3. Deste modo, o peptideo DPLPDKNR encontrado no extrato PV3 pode
apresentar atividade anti-hipertensiva apos ser hidrolisado na corrente sanguinea ou
trato gastrointestinal. E possivel que uma vez hidrolisados, estes peptideos
encriptados se liberem do impedimento estérico ocasionado pelos aminoacidos
adjacentes e fiqguem com os sitios de interacdo disponiveis para se ligar a receptores

de membrana e outras enzimas (3).

A partir do sequenciamento do PV3 feito por Graziani e colaboradores (2019),
foram obtidos tripeptideos e peptideos homologos a outras sequéncias relatadas na
literatura, tais como as sequéncias encriptadas GPP, LSP, KFYG, GLP e PLL
presentes nos peptideos DFSETSGPPGSDK, DPGPPPGETPR,
QDSSLSPEPTPAGK, MNGPLLR, VLSPNRGDGLK, NKEYGWR e
QHAEGLPPDQQR. Esses peptideos também estdo relacionados com diferentes
mecanismos de atividade anti-hipertensiva. Ma e colaboradores (2006) trabalhando
com peptideos de Trigo-Sarraceno (Fagopyrum esculentum), observaram que o
tripeptideo GPP apresenta atividade inibitoria de ECA, com valores de I1Cso de 6,25 g
de proteina/mL. Puchalska e colaboradores (2012) avaliaram a sequéncia LSP quanto
a capacidade de reduzir a presséo arterial diastolica, e seus resultados evidenciaram

uma reducéo de 5 mmHg na PA. Por outro lado, Suetsuna e colaboradores (2000)
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observaram que a sequéncia KFYG foi capaz de reduzir 40-50 mmHg na pressao
arterial sistélica. A sequéncia GLP encontrada pelos autores Lee e colaboradores
(2014) resultou em uma inibicdo da ECA de ICsp 9.08 M.

Além disso, Tagliazucchi e colaboradores (2015) evidenciaram que o
tripeptideo PLL derivado de feijdo comum apresentou boa capacidade de inibicdo da
ECA, com IC50 igual a 337 umol/L. De modo geral, para que um tripeptideo tenha
capacidade inibitoria da ECA e efeito na reducéo da pressao arterial, € necessario que
a sua sequéncia peptidica seja composta por aminoacidos arométicos na regido C
terminal, um residuo carregado positivamente na regido intermediaria e um residuo
hidrofébico na regido N terminal (13,14,43,90,92,95,99,104).

Levando em consideracdo as caracteristicas essenciais para que um peptideo
possa apresentar atividade anti-hipertensiva, os peptideos presentes na fracdo PV3

(35) séo bons candidatos para o controle de doencas cardiovasculares.

7.2 OSMOLARIDADE E TEOR DE SODIO [Na+] E POTASSIO [K+] DO PV3
A osmolaridade foi medida para excluir a possibilidade de que a hipertonicidade

interferisse nos efeitos do PV3. Descobrimos que o PV3 é hipoosmético, diminuindo
assim as chances de um possivel fluido hiperosmotico estar subjacente aos efeitos
que, de fato, dependem apenas do contetdo peptidérgico do PV3. Wang afirmou que
as solucdes a serem injetadas por via intramuscular ou subcutanea devem apresentar
uma osmolaridade abaixo de 600 mOsm kg ! e para injecdes intravenosas, deve estar
abaixo de 1000 mOsm kg * (106). Nesse sentido, as doses e concentra¢cées de PV3
estdo dentro da faixa recomendada, pois 1 mg mL " de PV3 contém 180 mOsm L 1.
Outro fator relacionado a tonicidade do PV3 foi o teor de sédio e potassio: os valores
de sbédio e potassio no PV3 (Img mL 1) foram 251,9 e 69,6 mmol L 1,
respectivamente, que ainda séo considerados dentro da faixa isotdnica (107).

7.3 EFEITO DO PV3 NA VASOATIVIDADE DE ARTERIA RENAL
A pressao arterial e o tdbnus vascular sdo determinados pelo estado contratil

das células do musculo liso que compdem a estrutura vascular (45). O muasculo liso

vascular é composto por uma monocamada de células endoteliais, que por sua vez
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formam o endotélio vascular (108). O endotélio exerce papel na regulacdo do ténus
vascular ou estado contrétil, tem funcdo plaquetéaria, auxilia na coagulacdo e na
adesdo de mondcitos. Além disso, atua em vasos de resisténcia por liberar fatores de
relaxamento denominados de EDRFs (Endothelium derived relaxing factors), que
compreendem o NO, prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) (74); e podem liberar fatores de contracdo do endotélio conhecidos como
EDCFs (Endothelium derived contractile factors) e a endotelina (109).

Sabendo destes conceitos, nossos estudos mostraram a capacidade do PV3
de promover um efeito relaxante na artéria renal, ampliando o conhecimento relatado
por (35), que investigaram caracteristicas semelhantes na aorta. Sabe-se que
aumentos de pressdo e tensdo de cisalhamento na microvasculatura levam ao
envelhecimento vascular prematuro e diminuem o potencial de moléculas relaxantes
liberadas do endotélio (45,75,110). Ainda neste mesmo estudo de Graziani e
colaboradores (2019) mostrou efeitos oxidonitrérgicos do PV3 em células endoteliais,
0 que amplia nossos dados atuais mostrando que o PV3 dilata os leitos renais e este
depende de vias dependentes do NO endotelial, revelando assim o mecanismo
vascular através qual o PV3 esta atingindo efeitos cardiovasculares e renais. Outros
autores também evidenciaram os mesmos efeitos em outros peptideos de origem
alimentar, como Shobako e colaboradores (2019) que testaram o tripeptideo LAR
advindo do arroz, em anéis da artéria mesentérica, sendo possivel observar que o
tripeptideo induziu relaxamento acima de 50%. Ao avaliar o mecanismo de acao foi
identificado que o LAR induziu o efeito vasorelaxante dependente do endotélio pela
via oxidonitrérgica. Senejoux e colaboradores (2012), trabalhando com peptideos
extraidos de esguicho-do-mar (Styela clava), uma comida marinha da Coreia, também
relataram efeito vasorelaxante dependente de endotélio e associado a via NOS.

Além dos efeitos encontrados no vaso sanguineo, ndo se pode negligenciar
que os efeitos antioxidantes do PV3 podem contribuir para proteger contra o
envelhecimento vascular acelerado que esta presente durante a hipertensao
(19,75,111). No entanto, estudos adicionais tentando tratamentos crénicos Ssao
necessarios para desvendar se o PV3 é angioprotetor.

Partindo da premissa de que o vasorelaxamento pode ser uma medida da
funcado vascular dependente do endotélio (45), foi avaliado o efeito vasoativo do PV3
na artéria renal com endotélio preservado. Os resultados mostraram que o PV3

induziu a dilatacdo da artéria renal em WT e SHR; entretanto, a magnitude desse



108

efeito foi significativamente atenuada em SHR. E necessario ter em mente que o SHR
€ um modelo experimental de hipertenséo relacionada a disfungéo endotelial (75,112).
O vasorelaxamento evocado por PV3 foi confinado a anéis arteriais com endotélio
preservado e isso exclui o envolvimento de outras vias além daquelas dependentes
do endotélio e de alvos primarios expressos nas camadas de musculo liso vascular
subendotelial. Portanto, esses efeitos sustentam a proposta do PV3 como terapia
alternativa para melhorar a fungéo vascular, com efeitos circulatorios positivos que

vao muito além daqueles que envolvem a dindmica de manuseio de fluidos e presséo.

7.4 EFEITO DO PV3 SOBRE A FUNQAO RENAL
Os resultados de presséo arterial sistélica em SHR estdo condizentes com 0s

diversos dados da literatura, desde a década de 1980, onde ha relatos de que SHR
apresentaram pressao arterial sistdlica de 200 mmHg ja na sexta semana de vida
(113). Nesse sentido, os resultados hemodinamicos obtidos nessa linhagem podem
ser classificados como anti-hipertensivos.

Para estudar a funcao renal € necessario avaliar os aspectos que envolvem a
formacdo da urina e os niveis de moléculas e eletrdlitos que sdo excretados, sendo
possivel avaliar se o rim sofreu ou ndo uma lesdo que possa comprometer a sua
funcdo. No presente estudo, observamos que a administracdo aguda de PV3 néo
provocou alteracdo em nenhum parametro que sugerisse nefrotoxicidade, como por
exemplo, proteinas totais urinarias e proteinas totais plasmaticas, o que encoraja a
conducao de estudos futuros com sua administracao crénica.

O PV3 na dose de 5mg/kg afetou a ingestédo alimentar dos SHR. Esse achado
€ semelhante ao encontrado por Marczak e colaboradores (2006), que relataram que
0s peptideos de canola hidrolisados administrados por via oral reduziram a ingestao
de alimentos em camundongos por meio de mecanismos do sistema de
colecistocinina (CCK). Outro relatério mostra que os peptideos de soja apresentam
efeitos semelhantes. Esses peptideos sdo chamados de morfina de soja e apresentam
atividades ansioliticas e anorexigenas provavelmente por atuarem em receptores -
opidides (115). A reducdo do comportamento alimentar causado pelo PV3 também
pode ser derivada da presenca de peptideos que atuam como inibidores enzimaticos.
Os inibidores de protease (ou seja, inibidores de tripsina/quimotripsina) provavelmente

retardam o processo de digestdo e aumentam os horménios sacietogénicos (ou seja,
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CCK), o que reduz a ingestao de alimentos (116). Ao analisar a quantidade de fezes
dos animais, ndo houve diferencas nos grupos testados.

Quando a osmolaridade do fluido corporal esta aumentada ou o volume ou
pressdo sanguinea estdo reduzidos, o individuo percebe a sede ingerindo maior
guantidade de agua, tendo uma resposta dipsogénica maior (47). Considerando-se a
importancia da avaliacdo do efeito da administracdo do PV3 na ingestao de agua, foi
avaliado o volume de agua ingerido, e os resultados obtidos permitiram inferir que néo
houve diferenca entre os grupos experimentais e as linhagens WT e SHR, o que se
pode concluir que o PV3 néao interfere na osmolaridade plasmatica (Figura 6).

A formacao e composicao da urina sdo parametros importantes para se avaliar
a funcéo renal. O rim é o 6rgao responséavel pela formacédo de urina, e para que ela
seja formada € necessario que ocorram 4 processos basicos: ultrafiltracdo do plasma
pelo glomérulo, reabsorcédo de agua e soluto, secrecédo de solutos selecionados pelo
fluido tubular e, por fim a excrecao (eliminacao do fluido em forma de urina para fora
do corpo) (45,46,64). O volume de diurese é influenciado pela variagdo da ingestédo
hidrica devido as mudancas de temperatura, umidade, estado de salde e atividade
sexual (117). A determinacdo do volume urinario € um importante parametro dentro
da funcéo renal para avaliar o fluxo urinéario no decorrer de 24 horas (45). Ao analisar
o volume urinario calculado pelo peso do animal, podemos observar que houve
aumento no grupo WT nas doses de 2,5 ug mL?, 50 ug mL*e 2,5 mg mL™. Este
resultado pode ser em consequéncia ao aumento de excrecdo de sbédio e potassio,
achados da literatura afirmam que moléculas de potassio arrastam moléculas de agua
durante o processo de transporte passivo nas células renais no momento de
reabsorcgéo, secrecao e excrecao (45).

Eletrolitos tais como sédio e potassio sdo importantes para o controle do
volume sanguineo e controle dos batimentos cardiacos, para equilibrar a pressao
sanguinea (46). O rim controla a pressao arterial através do mecanismo de natriurese
pressorica, quando se tem pressao alta, o excesso de sodio e agua é eliminado pela
urina até que a pressao se restabeleca ao equilibrio; e o oposto acontece também,
em pressao baixa ha a retencdo de sodio e agua, até restabelecer a pressao (45,46).
Deste modo, é essencial que os niveis de sodio e potassio estejam em homeostase
no plasma e na urina.

A linhagem SHR desenvolve hipertensdo e danos em oOrgaos-alvo,

principalmente nos rins (118,119). Apresentam também retencdo exagerada de sal e
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agua devido a reducéo tanto da taxa de filtracdo glomerular (TFG) quanto da excrecao
urinaria de sodio que pode ser causada por anormalidades em diversos mecanismos
de transporte, principalmente os existentes no tubulo proximal (58,58,119). Neste
estudo, enquanto o PV3 aumentou a excre¢do de Na * na linhagem hipertensa injetada
com todas as doses, a excrecao de potassio foi alterada apenas nos animais injetados
com PV3 na dose de 2,5 mg mL 1. Esse achado é positivo para o tratamento da
hipertensédo, pois 0 manuseio de ions pode contribuir para a tonicidade do fluido e o
volume intravascular; a ultima é variavel, determinando diretamente a pressédo. O PV3
pode interferir na atividade da bomba NA*/K*-ATPase, no entanto, isso ainda precisa
ser confirmado em estudos posteriores.

A depuracéo de creatinina reflete virtualmente a TFG (45). Observamos que a
TFG estava aumentada em WT e SHR tratados com PV3. Nossos resultados também
mostram que o PV3 aumentou a condutancia vascular na artéria renal. Em conjunto,
esses achados sado evidéncias consistentes de que o PV3 é capaz de aumentar a
filtracdo por meio de mecanismos dilatadores renovasculares. Essa combinagdo
permite inferir que os efeitos do PV3 sobre a presséo resultam da redug&o do volume
intravascular e de efeitos diretos sobre a vasomotricidade. Novamente, esses efeitos
positivos elevam o PV3 como um potencial nutracéutico capaz de tratar doencas
cardiovasculares nas quais nefropatias estdo presentes

Os rins também controlam os niveis de ureia. A ureia € um metabdlito derivado
da aménia que é produzida no ciclo da ureia. A sua producdo ocorre guase
exclusivamente no figado, sendo o destino da maior parte da aménia canalizada para
esse 6rgdo. A ureia é transportada pela corrente sanguinea até os rins, sendo
excretada na urina. A ureia tem grande funcdo no transporte de contracorrente ao
longo da Alca de Henle, auxiliando no transporte de moléculas (46,61). Os resultados
obtidos na analise de uréia plasmética (Figura 17) evidenciaram que teve diminuicdo
dos niveis de uréia plasméatica em WT na dose de 9,5 pug/mL e em SHR na dose de 5
mg/mL, em consequéncia houve aumento na taxa de depuracao de uréia (Figura 17
e 18). Pode se dizer que 0 aumento da taxa de depuracédo de uréia pode ser em virtude
da administracdo do PV3, onde podemos hipotetizar que houve um aumento do
metabolismo de proteinas.

O acido urico € um metabdlito resultante de reagcbes quimicas das purinas.
Alguns aminoacidos sdo metabolizados no organismo gerando intermediarios

precursores de acidos nucléicos, nucleotideos e bases purinicas. As purinas sao
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degradadas em hipoxantina, que é convertida em xantina e por acao irreversivel de
uma enzima denominada de xantina oxidase, se transforma em acido urico (12). O
acido Urico em excesso causa a hiperuricemia, que pode estar relacionada com
doencas renais crénicas (120). Portanto, a avaliagdo dos niveis de &cido Urico é
necessaria, e o0s resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o PV3 foi
benéfico em aumentar a excrecdo de acido urico plasméatico em SHR, uma vez que o
acido udrico contribui para o aumento da pressao arterial prevalecida em SHR (58).
Estudos mostram que ratos espontaneamente hipertensos tendem a apresentar niveis
plasmaticos de acido Urico mais elevados do que 0s animais normotensos; em Nnossos
achados o PV3 conseguiu reduzir em SHR nas doses de 2,5 e 5 mg/mL, entretanto
doses menores ndo foram suficientes para reduzir os niveis de &cido urico plasmatico,

estando aumentando em WT e SHR.

7.5 EFEITO DO PV3 NA HEMODINAMICA VASCULAR
A presséao arterial € uma variavel fisica que depende do volume sanguineo

contido no leito arterial, e € determinada por fatores que definem a entrada do sangue
no compartimento arterial (débito cardiaco) e a saida desse compartimento
(resisténcia periférica). Existem varios mecanismos que modulam a presséao arterial
(45), e neste trabalho foram avaliados os mecanismos envolvidos no tonus vascular
(vasomotricidade) e na regulacdo a médio e longo prazo por intermédio da funcéo
renal. Apos observarmos efeitos vasorelaxantes em artéria renal (ex vivo) e efeito
natriurético e aumentou o TFG (in vivo), conduzimos experimentos complementares
em WT e SHR para avaliar o efeito do PV3 sobre a PAM, RVA e RVR. Os dados
mostram que o PV3 reduziu a PAM de WT e SHR nas doses testadas (2,5 e 5 mg/Kg)
(Figura 21 e 22).

Achados na literatura relataram que outros peptideos de origem alimentar
apresentam efeito hipotensor, peptideos estes que apresentam em sua composi¢ao
aminoécidos hidrofobicos e com carga positiva. Tais aminoacidos conseguem se ligar
a sitios ativos de enzimas ou sitios de ligagdo de outras moléculas, e assim
desenvolver a sua atividade biolégica (10,13,14). A partir do sequenciamento
realizado por Graziani e colaboradores (2019) foi possivel identificar na literatura a
existéncia de homologia entre os peptideos presentes no extrato PV3 com varios
peptideos descritos na literatura, que apresentam composi¢cdes de aminoacidos que

permitem desenvolver atividade anti-hipertensiva.
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Diversos estudos mostram que peptideos homologos ao PV3, porém presentes
em outras fontes, tém efeito anti-hipertensivo. Sonklin e colaboradores (2020)
testaram o efeito hipotensor de peptideos de feijdo mungu (Vigna radiata) em SHR.
Em seus experimentos foi observado uma reducdo de 36 mmHg apdés 24 h de
administracéo oral do peptideo com peso molecular abaixo de 3 kDa. Estes resultados
foram similares aos encontrados em nosso estudo, onde a reducdo da PAM foi de
31,39 e 47,27 mmHg nas doses 2,5 e 5 mg/Kg em SHR, respectivamente. Outros
pesquisadores também relataram atividade anti-hipertensiva em seus testes. Yang e
colaboradores (2007) encontraram reducédo discreta (9,5 mmHg) na pressao arterial
sistélica de SHR apds a administracao oral do peptideo presente em farinha de milho
(50 mg/Kg). Nesta mesma dose, Suetsuna e Nakano (2000) encontraram reducao
substancial na PAM (40 a 50 mmHg) apds a administracao oral de peptideo da alga
Undaria pinnatifida. Sanchez-Rivera e colaboradores (2016) também evidenciaram
reducdo significativa na PAM de 21,1 mmHg ap6s 2h de administracdo oral de
peptideo obtido pela hidrolise de B-caseina. Portanto, ha evidéncias robustas de que
alguns peptideos bioativos de origem alimentar apresentam potencial anti-
hipertensivo.

ApOs a avaliacdo da PAM e FC foi avaliado o efeito do PV3 sobre a resisténcia
vascular de artéria aorta e renal. A resisténcia vascular periférica € a resisténcia ao
fluxo sanguineo produzido por todos os vasos, e segundo a lei de Poiseuille, a
resisténcia vascular periférica varia inversamente com a quarta poténcia do raio
arterial (45), e a vasomotricidade é determinante do processo vascular. A resisténcia
vascular pode sofrer alteragbes conforme ocorrem mudancas no diametro luminar
devido a uma contracao ou relaxamento do vaso sanguineo, e isso pode variar em
estados patologicos, como a hipertensdo. Considerando que a avaliagcdo da
resisténcia vascular € importante para o estudo da hemodinamica cardiovascular e
renal (45-47), foram feitos testes para avaliar se o PV3 altera a resisténcia vascular
aortica e renal, visto que ele promoveu relaxamento das artérias renais, alterando a
vasomotricidade. Os resultados evidenciaram que o PV3 foi capaz de reduzir a
resisténcia vascular das artérias aorta e renal em WT e SHR, nas doses de 2,5e 5
mg/Kg (Figuras 23,24,25 e 26). Sugerimos entdo que, ao menos em parte, os efeitos
de PV3 sobre a pressao arterial resultam também da reducao na resisténcia vascular
nas artérias avaliadas. Apesar de os efeitos anti-hipertensivos de PV3 coincidirem

com os de peptideos homdlogos de outras fontes, esse estudo é o primeiro a
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desvendar efeitos e mecanismos hemodinamicos (renovasculares) e endoteliais

subjacentes.

7.6 EFEITO DO PV3 NO CONTROLE DE GANHO DE MASSA E SACIEDADE
Para a avaliacdo dos efeitos do PV3 no controle de ganho de massa e na

saciedade, foi feito um estudo crénico por 10 semanas, neste periodo o peso dos
camundongos C57BI/6J foi avaliado semanalmente. Esta avaliacao se fez necesséaria,
pois o camundongo endogamico C57BI /6J se trata de uma linhagem amplamente
utilizada como um modelo de inducdo da obesidade por dieta hiperlipidica, sendo
assim, essa linhagem € mais suscetivel a desenvolver obesidade, adiposidade
elevada, intolerancia a glicose e a resisténcia a insulina (122,123). O método induzido
por dieta para levar ao quadro de obesidade € bastante valido no ambiente cientifico
pois se assemelha bastante a obesidade humana e aos disturbios metabdlicos
desencadeados por uma dieta rica em gordura (122).

Deste modo, ao avaliar o ganho de massa do grupo HFD ao longo das 10
semanas notamos que 0S animais apresentaram aumento no ganho de massa
comparado aos demais grupos, comprovando o nosso modelo experimental de
obesidade. Entretanto o grupo que recebeu a dieta hiperlipidica acompanhada com
administragao por pseudogavagem de PV3, os animais ndo tiveram um ganho de
massa excessivo como o grupo HFD, eles apresentaram 5,4 g a menos que 0 grupo
HFD, o que corresponde a 16% de reducdo. Ao compararmos o grupo HFD+PV3 com
o grupo CT e PV3 néo tiveram diferenca entre os pesos, mostrando que o PV3
preveniu o ganho de massa quando suplementado com dieta hiperlipidica. Ao avaliar
o indice (gramas) de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal notamos também que
o PV3 foi capaz de prevenir a adiposidade dos animais suplementados com a dieta
hiperlipidica, confirmando assim os dados do ganho de peso. Tais resultados podem
estar relacionados com a capacidade dos peptideos de feijao comum terem acéo
hipocolesterolémica (124,125).

Marques e colaboradores (2015) comprovaram a capacidade de peptideos de
feijdo caupi em diminuir o colesterol exégeno. De acordo com seus testes in silico, 0
peptideo de feijdo caupi impediu a absorcdo do colesterol por meio da interagcéao
hidrofébica entre os residuos de aminoacidos com o colesterol, dificultando a sua
solubilizag@o nas micelas. Esta hipdtese é vélida visto que no sequenciamento feito

por nosso grupo de pesquisa existem aminoacidos hidrofébicos nas sequéncias
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peptidicas encontradas. Para Marques e colaboradores (2015), a hidrofobicidade do
peptideo € essencial para a reducdo da adiposidade.

Ferreira e colaboradores (2015) encontraram em seus testes com isolado de
globulina de feijao adzuki (300 mg/kg) administrado por gavagem foram capazes de
reduzir o peso corporal de animais suplementados com dieta hipercolesterolémicos
guando comparado com animais que soO receberam dieta hipercolesterolémicos. Kuniz
(2019) encontraram em seus estudos que o camundongo suplementado com dieta
hiperlipidica também teve maior acumulo de tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal, e com a suplementacdo do biopolimero sericina (Bicho de seda-
Lepidoptera, Bombycidae) (1000mg/kg) por gavagem teve uma leve reducéo do tecido
adiposo e do peso corporal.

Em relagéo a ingestéo alimentar os grupos CT e PV3 nao diferiram, e nem o
grupo HFD com HFD+PV3. Entretanto ao compararmos o grupo HFD e o HFD+PV3
com o grupo CT teve um aumento da ingestdo em ambos os grupos. Este resultado &
decorréncia ao alto teor de calorias que a HFD apresenta e por ser mais palatavel,
resultando a maior ingestdo (129). Os nossos achados foram semelhantes aos de
Lima e colaboradores (2019) que testaram a influéncia de peptideos de feijdo comum
administrados por gavagem a ingestdo alimentar e ndo viram diferenca estatistica
entre o grupo tratado e controle.

O comportamento alimentar € controlado através de dois mecanismos opostos:
a apetite e a saciedade (130). O apetite estd associado com a busca, escolha e
ingestao de alimentos, enquanto que a saciedade é o oposto, esta associado a sinais
inibitérios que desencadeiam apds o consumo alimentar para limitar a quantidade
ingerida, dando o sentimento de satisfacdo apds a ingestao de alimentos (131). Os
sinais de apetite e saciedade séo controlados pelo hipotalamo, uma regido do cérebro
responsavel por regular a homeostase energética mediada por varias outras respostas
fisioldgicas que sao cruciais para o corpo (132).

O hipotalamo € dividido em trés regides: area hipotalamica anterior, tuberal e
mamilar, na regiao tuberal do hipotdlamo se encontra o nucleo arqueado (ARC) que
atua como regulador central do balanco energético. Dentro do ARC, existem
neurdnios orexigenos que expressam os neuropeptideos NPY e a AgRP e Neurdnios
anorexigénicos que expressam 0s neuropeptideos POMC e CART, esses
neuropeptideos atuam de forma antagonicas (130,131). AGRP e NPY s&o os primeiros

grupos de peptideos orexigenos que geram funcdes estimulantes do apetite durante
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o déficit metabdlico, deste modo esses dois neuropeptideos tém a funcdo de aumentar
a ingestéo alimentar e diminuir o gasto energético. Enquanto que o POMC e o CART
sdo componentes importantes do sistema melanocortina que envolvem as vias
sistémicas e neurais para o controle do balanco energético, sendo assim o POMC é o
principal mediador da sinalizacdo da saciedade juntamente com o CART que
diminuem a ingestédo de alimentos e aumentam o gasto energético (130,133).

Deste modo, buscou-se avaliar o efeito de PV3 na expressdo de mRNA
expresso de AgRP, NPY, POMC e CART. Foi observado que o PV3 aumentou o0s
niveis de mMRNA de POMC, AgRP no grupo PV3+HFD e diminuiu os niveis de mRNA
de NPY no grupo PV3+HFD. Estes achados nos mostram que o aumento dos niveis
de POMC pode ter levado ao aumento do gasto energético acarretando a diminuicao
do ganho corporal dos animais PV3+HFD. Outro fator que pode ter contribuido para a
diminuicdo do ganho de massa corporal foi a diminuic&do dos niveis de mRNA de NPY,
estudos feitos por Qi e colaboradores (2022) mostraram que na auséncia de NPY
diminuiu o peso corporal, uma vez que o NPY € crucial para o armazenamento e
participacdo de energia. Possivelmente em nossos dados como os niveis de NPY
estdo reduzidos isto pode ter levado a diminuicdo do armazenamento energético. Em
contrapartida os niveis de mRNA de AgRP foram aumentados, refletindo no aumento
do consumo alimentar nos animais suplementados por dieta hiperlipidica, uma vez
que esse neuropeptideo é orexigeno.

A Proteina quinase ativada por AMP (AMPK) ou PRKAA hipotalamicas estéao
relacionadas a modulacdo do balanco energético e com importante funcdo na
regulacéo da alimentacao (134). Por conta das suas fungdes o AMPK vem sendo alvo
terapéutico em doencas metabdlicas que englobam comportamentos alimentares
prejudicados, incluindo obesidade e diabetes tipo 2. Relatos da literatura afirmam que
ativadores de AMPK sdao indicados para restaurar niveis elevados de glicose no
diabetes, uma vez que a AMPK tem a capacidade de diminuir a glicose plasmatica,
tanto pela represséo da expresséo de enzimas da gliconeogénese no figado, quanto
pelo aumento da captacéo de glicose nos musculos e outros tecidos (134—-136). Deste
modo, em nossos resultados observamos aumento dos niveis de mMRNA de PRKAA,
0 que pode ter contribuido com a prevencdo dos danos provocados pela dieta
hiperlipidica, como o ganho de massa e 0 aumento dos niveis glicémico, e tais fatores
nao foram encontrados no grupo PV3+HFD. Algumas moléculas de origem alimentar

foram descritas por serem ativadores de AMPK, estudos feitos por Dragano (2011)
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testaram o resveratrol, um composto fendlico encontrado na casca das uvas tintas, e
observaram que este composto bioativo aumentou os niveis de Ca?* intracelular e
levando a ativacdo indireta de AMPK e consequentemente houve aumento da
captacdo de glicose em musculo. Este mesmo composto foi descrito por Lamas e
colaboradores (2018) para diminuir o acumulo hepéatico de lipidios. Outro composto
bioativo de origem alimentar € a Quercetina que apresentou efeito anti-adipogénese
ativando a via de sinal AMPK (139).

Nossos resultados levantam a necessidade de estudos complementares, por
exemplo utilizando manipulacdo farmacoldgica com drogas que interfiram nos efeitos
e vias recrutadas por tais horménios para verificar se PV3 atua diretamente sobre

estes alvos.

7.7 EFEITO DO PV3 NA HOMEOSTASE DE GLICOSE
Nos Ultimos anos varios estudos da area biofarmacéutica e alimentos

nutracéuticos buscaram novos peptideos antidiabéticos com alvo de melhora da
glicemia em pacientes diabéticos e assim aliviar os problemas de saude (49). Deste
modo, este estudo buscou avaliar os efeitos do PV3 sobre a homeostase de glicose.
Inicialmente avaliamos a capacidade do PV3 de reduzir a glicemia em animais que
receberam o PV3 durante 10 semanas, nesta avaliagdo foram avaliados
camundongos alimentados com dieta padrdo e HFD. Foi feito uma avaliacdo da
glicemia em jejum apos 4 semanas, e nestes resultados ndo vimos diferenca entre os
grupos testados e 0s grupos controles, com 9 semanas avaliamos novamente a
glicemia em jejum dos animais e notamos que 0 grupo que apenas recebeu a dieta
HF teve a glicemia mais elevada do que os demais grupos, comprovando 0 nosso
modelo experimental de resisténcia a insulina. O grupo experimental PV3+ HFD teve
a glicemia reduzida por conta do tratamento de PV3. Experimentos feitos por Wang e
colaboradores (2018), administraram oralmente peptideos hidrolisados de Juglans
mandshurica Max (500 e 800 mg/kg) em camundongos Kunming fémea, jA com a
inducéo de diabetes por estreptozotocina (STZ), por um periodo de 4 semanas. Seus
resultados foram semelhantes ao nosso estudo, pois eles obtiveram reducdo da

glicemia nos grupos tratados com o peptideo.

Sabe-se que animais suplementados por dieta hiperlipidica tendem a

desenvolver resisténcia a insulina, deste modo investigamos se o PV3 melhorava a
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sensibilidade a glicose e a insulina através do teste TTG e TTl. Em nossos estudos
encontramos que o grupo HFD apresentou maior area sob a curva no teste de TTG
comprovando que a HFD aumenta intolerancia a glicose e no grupo PV3 e HFD+PV3
a area sob a curva foi menor, o que nos evidencia que o PV3 foi capaz de melhorar a
sensibilidade a glicose, resultando na diminuicdo dos niveis glicémicos. Testes feitos
por Valencia-Mejia e colaboradores (2019) tiveram resultados semelhantes no teste
TTG, onde os peptideos da fracdo menor que 3 kDa de feijdo comum endurecido na

dose de 5 mg/kg tiveram a menor &rea sob a curva.

Em relacdo ao teste TTI foi observado que o grupo HFD também apresentou a
area sob a curva maior do que os demais grupos, e ao fazer a taxa de decaimento de
glicose observamos que o grupo PV3 apresentou a taxa maior, iSSo nos mostra que o
PV3 em animais que recebem a dieta padrdo aumenta a captacdo de glicose por
melhorar a sensibilidade a insulina, levando o animal a ficar hipoglicémico. Outros
pesquisadores também encontraram o mesmo resultado utilizando compostos
fendlicos de beterraba, onde obtiveram diminuicdo da area sob a curva no teste TTG
e TTI (140). Foi feito ainda o teste de tolerancia ao piruvato, que prediz o grau de
sensibilidade hepética a insulina, neste teste ndo tivemos diferenca estatistica em
nenhum grupo testado.

Pode-se dizer que os efeitos do PV3 na glicemia em animais suplementados
com HFD e dieta padréo pode estar associado com a inibigcdo de a-glucosidase e a-
amylase, uma vez que o PV3 apresentou 86,8 +0,1% e 89,1 +0,3% de inibicdo de
destas enzimas, respectivamente (133). Essas enzimas sdo responsaveis pela
digestdo de carboidratos, ao ser inibidas a digestdo de carboidratos é atrasada no
trato gastrointestinal (17,49). Wang e colaboradores (2020) relatam que os efeitos na
glicemia estdo associados com a sequéncia de aminoacidos dos peptideos compostos
essencialmente por aminoacidos hidrofébicos, como Leu e Pro. Prolina na regido C-
terminal é conhecida por proteger os peptideos da protedlise e também permite maior
afinidade de ligagao aos sitios ativos das enzimas a-glucosidase e a-amylase (141).
No sequenciamento feito por nosso grupo de estudo (35), foi encontrado sequéncias
peptidicas contendo aminoacidos hidrofébicos como a sequéncia ELLER e LVRL; os

efeitos de PV3 podem estar associados com essas sequéncias.
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O figado exerce efeito no controle da homeostase da glicose e na manutencgao
dos niveis glicémicos, regulando o equilibrio entre gliconeogénese, sintese de
glicogénio e glicogendlise (46). Em um quadro de resisténcia a insulina, tém relatado
que os hepatdcitos exibem deficiéncia na utilizagdo da glicose, associada a alteracéo
do metabolismo da glicose (142). A regulacéo da glicogénese esta associada pela via
de sinalizacdo IRS/ PI3K/ AKT, a qual a AKT é responsavel pela translocacédo do
GLUT4 para a membrana celular permitindo a entrada de glicose na célula, em
consequéncia essa via inibe a gliconeogénese regulada pelas enzimas chave da
glicose, GBPASE e PEPCK (140,142). Deste modo, buscamos avaliar os mecanismos
moleculares envolvidos na via da insulina que o PV3 possa estar atuando. Em ensaios
de Western Blotting avaliamos a expressao das proteinas: IRS, PI3K, G6PASE,
PEPCK em figado, e as proteinas: pAKT, IRS, G6PASE e PEPCK em figado
estimulado com insulina. Nestes testes foi verificado que o PV3 aumentou a expressao
de IRS nos dois tipos de dieta, melhorando a sinalizac&o da insulina. No entanto no
grupo PV3 a expressédo de G6PASE e PEPCK estavam aumentados, este resultado
pode ser em decorréncia ao efeito hipoglicémico do PV3, onde os niveis glicémicos
foram baixos o suficiente para ativar a via da gliconeogénese, com uma tentativa de
aumentar os niveis de glicose no sangue, ja que a sua taxa de decaimento de glicose
foi a mais alta comprovada no teste TTIl. Nos testes de WB de tecido hepético
estimulado, nédo tivemos diferencas nos niveis de expressao entre os grupos tratados
com PV3.

Avaliamos ainda a expressao génica das enzimas envolvidas na via de
sinalizacao da insulina e notamos que o PV3 aumentou os niveis de mRNA de PI3K
e PTEN, que sdo genes importantes para ativar a via da glicogénese. A proteina/lipidio
fosfatase PTEN é homoélogo de fosfatase e tensina deletado no cromossomo 10, e
atenua a sinalizacao de PI3K desfosforilando o fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato gerado
por PI3K (143). Em nossos achados foi encontrado aumento dos niveis de mRNA de
PRKAA, um importante regulador dos niveis glicémicos, uma vez ativado a via AMPK,
ha aumento da captacdo de glicose, o que explica os baixos niveis de glicose
sanguinea no grupo PV3+ HFD quando comparado com o grupo HFD. Deste modo,
o PV3 possivelmente atua na via IRS/ PI3K/ AMPK para a regulacdo dos niveis de
glicose. Ainda nos testes de PCR no grupo PV3 e PV3+HFD os niveis de mRNA de

pckl em figado sem estimulo e no figado estimulado com insulina estavam
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aumentados, e no grupo PV3 estava com os niveis de mRNA de G6PC em figado
estimulado com insulina, tais resultados podem ser em virtude do efeito hipoglicémico

do PV3 que possivelmente ativou a via da gliconeogénese.

Varios atores testaram diversos compostos bioativos, entre peptideos e
compostos fendlicos, de diferentes fontes alimentares e comprovaram a melhora da
sinalizacdo da insulina por ativar a via IRS/AKT/PI3K. Testes feitos por Wang e
colaboradores (2018) com peptideos de Juglans mandshurica Maxim em células
HepG2 hepaticas, viram que o peptideo LPLLR foi capaz de melhorar a sinalizacdo
através da via IRS/AKT/ PI3K e AMPK. O saponina isolado de S. chinensis, também
aumentou a captacao de glicose, e a via de sinalizacao envolvida foi a IRS/AKT/PI3K
(145). E compostos fenolicos de beterraba também tiveram o aumento da expresséo
de IRS, promovendo os efeitos hipoglicémico (140). Deste modo os efeitos do PV3
sao similares com alguns atores que fizeram testes relacionados as vias moleculares
gue compreendem o entendimento de via de sinalizacdo de insulina. Porém, ha a
necessidade de testes adicionais para o melhor entendimento das vias moleculares

gue envolvem a glicogénese e a gliconeogénese.
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8. CONCLUSAO

A partir dos achados desta pesquisa, concluimos que o PV3 é um extrato que
apresenta multiplos fragmentos peptidicos com atividade anti-hipertensiva e que
apresentam homologia com peptideos ja descritos na literatura. A atividade anti-
hipertensiva de PV3 esta relacionada ao vasorelaxamento em anéis de artéria renal
através de vias oxidonitrérgicas. H4 também contribuigcdes eletroliticas (por aumentar
a excrecdo de sodio e potassio) e de aumento na condutancia vascular para o leito
renal, o que culmina na diminuicdo da presséo arterial. Testes crénicos revelaram que
PV3 tem efeito hipoglicemiante, por reduzir os niveis de glicose em roedores
suplementados com HFD e dieta padrdo, além de ser capaz de proteger os danos
metabdlicos acarretado pela suplementacédo de dieta hiperlipidica, como a resisténcia
a insulina e a obesidade. Detectamos que o PV3 atua na via IRS/PI3K/AMPK para
melhorar a sinalizacdo da insulina. Tais achados séo relevantes para o estudo
molecular e fisiolégico de peptideos bioativos de origem alimentar, visto que a
literatura é escassa acerca de mecanismos fisiol6gicos e moleculares subjacentes aos
efeitos desses peptideos. Outro aspecto importante é que estes resultados reforcam
a necessidade de aproveitamento de feijdes endurecidos, que sédo considerados
residuos da agroindustria, mas que podem ser compostos nutracéuticos direcionados
ao tratamento de doencas cronicas de alta incidéncia e prevaléncia, como

hipertenséo, diabetes e obesidade.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Beans reached the research spotlight as a source of bioactive compounds capable of modulating different func-
Hypertension tions. Recently, we reported antioxidant and oxidonitrergic effect of a low molecular weight peptide fraction
Renal function (<3 kDa) from hardened bean (Phaseolus vulgaris) in vitro and ex vivo, which necessitate further in vivo assess-
H'ydro.electrol}ftic balance ments. This work aimed to evaluate the hypotensive effect and the involved physiological mechanisms of the
Bioactive peptides . L . X . )
Hard-to-cook hardened common bean peptide (Phaseolus vulgaris) in normotensive (Wistar) and hypertensive (SHR) animals.
Common beans Bean flour was combined with a solution containing acetonitrile, water and formic acid (25: 24: 1). Protein ex-
Phaseolus vulgaris tract (PV3) was fractioned (3 kDa membrane). We assessed PV3 effects on renal function and hemodynamics of
wistar (WT-normotensive) and spontaneously hypertensive rats (SHR) and measured systemic arterial pressure
and flow in aortic and renal beds. The potential endothelial and oxidonitrergic involvements were tested in iso-
lated renal artery rings. As results, we found that PV3: I) decreased food consumption in SHR, increased water in-
take and urinary volume in WT, increased glomerular filtration rate in WT and SHR, caused natriuresis in SHR;
II) caused NO- and endothelium-dependent vasorelaxation in renal artery rings; IIT) reduced arterial pressure and
resistance in aortic and renal vascular beds; IV) caused antihypertensive effects in a dose-dependent manner.
Current findings support PV3 as a source of bioactive peptides and raise the potential of composing nutraceutical
formulations to treat renal and cardiovascular diseases.

1. Introduction tion of beans occurs mainly in underdeveloped countries as it is consid-
ered a low-cost protein when compared to animal sources (Batista et al.,

The common bean (Phaseolus vulgaris) is a legume widely consumed 2010). The nutritional facts show high contents of proteins, minerals,
and cultivated throughout the world. The largest producers are India, vitamins, phenolic compounds, tannins, carbohydrates and fibers

Myanmar and Brazil (Coélho, 2019; Ribeiro, 2017). The high consump- (Batista, 2014; Ribeiro, 2017; Ribeiro et al., 2019; Valencia-Mejia et al.,

Abbreviations: HTC, Hard-to-Cook effects; PV3, Phaseolus vulgaris extract with peptides smaller than 3 kDa; NO, Nitric oxide; WT, Wistar rat; SHR, Spontaneously
hypertensive rat; ABF, Aortic blood flow; RBF, Renal blood flow; RVR, Renal vascular resistance; AVR, Aortic vascular resistance; L-NAME, nitroarginine methyl
ester; GFR, Glomerular filtration rate
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2019). However, beans are susceptible to hardening due to inadequate
storage, likely resulting from exposure to high temperature and humid-
ity that change physicochemical features and nutrient availability, thus
turning the bean more resistant to cooking: the well-known Hard-to-
Cook effect (HTC) (Siqueira et al., 2018). Considering the high protein
content of hardened beans, it is feasible proposing this legume as a
source of bioactive peptides, since the hardening process may rely on
protease activation that hydrolyzes many proteins in smaller fragments
capable of displaying biological activities (Costa et al., 2006; Luna-Vital
et al., 2015; Rodrigues et al., 2022). Many peptides are found in their
encrypted form and need to undergo hydrolysis processes to perform
their functions (Lemes et al., 2016; Rodrigues et al., 2022; Valencia-
Mejia et al., 2019). The possibility that peptides from HTC beans pro-
mote beneficial effects to health is supported by recent evidence ob-
tained in different experimental models (Graziani et al., 2021; Ribeiro
et al., 2019; Rodrigues et al., 2022).

Several sources of compounds that may have biological activities
are considered health-promoting foods; such effects are likely reached
by the bioactions of proteins and peptides on molecular targets ex-
pressed in different physiological systems (Durak et al., 2013;
Gianfranceschi et al., 2018; Martinez-Sanchez et al., 2020). The biologi-
cal activities of each peptide are settled by the amino acid composition,
sequence, size, structure, type of amino acid found in the C and N termi-
nal region, hydrophobicity and charge (Gianfranceschi et al., 2018;
Lemes et al., 2016; Martinez-Sanchez et al., 2020). Due to their rich
composition, peptides with anti-hypertensive potential are among the
most studied molecules in the functional foods field (Martinez-Sanchez
et al., 2020). Recently, we reported that a low molecular weight peptide
fraction (<3 kDa) from Phaseolus Vulgaris beans (PV3) is antioxidant
and is able to induce nitric oxide (NO) release in endothelial cells, thus
evoking vasorelaxation in isolated aortic rings (Graziani et al., 2021).
This necessitates further assessments using in vivo experimental models
of hypertension and renal dysfunctions. Therefore, this study was
aimed at evaluating the PV3 effects on renal and cardiovascular func-
tions, and the mechanisms potentially involved in the hemodynamic ef-
fects of this pool of peptides extracted from hardened common bean.
We also tested whether endothelial NO release contributes to the renal
and antihypertensive effects of PV3.

2. Material and methods
2.1. Material

The material used in this study was supplied by the Brazilian Agri-
cultural Research Corporation (EMBRAPA) Rice and Beans, Santo An-
tonio de Goias, Goias. The beans supplied belong to the species Phaseo-
lus vulgaris, cultivar Pontal, from the carioca commercial group. The
methods described by Ribeiro et al. (2019) were of choice to harden the
beans. From these HTC beans, the flours were produced with manually
dehulled beans, passed in a knife mill and later sieved (500 pm). The
flours were stored in sealed plastic bags and placed in a refrigerator at
-20 °C.

2.2. Extraction of proteins and peptides

To extract the protein fractions, the methodology described by
Ribeiro et al. (2019) was used. The material obtained, called extract 1
(E1), was lyophilized and stored at room temperature. Protein extracts
were subjected to ultrafiltration in porous membrane (“cut-off” 3 kDa)
(Amico Bioseparations). The ultrafiltration was conducted under nitro-
gen gas pressure (50 kgf/cm?). The filtrate with molecular weight be-
low 3 kDa will be identified by the acronym PV3, as refereed to the pep-
tide fraction smaller than 3 kDa obtained from Phaseolus vulgaris hard-
ened beans.
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2.3. Systematic review

In order to check for a possible homology among the PV3 sequences
recently reported by our group (Graziani et al., 2021) with other pep-
tide sequences already reported in the literature, a comparative system-
atic review was performed. A data search was done using the principal
indexing sources in the field: PubMed and ScienceDirect. The retrieving
articles containing identifications or purifications of food-borne pep-
tides with antihypertensive activity by using the keywords: “bioactive
peptides”, “food peptides”, “bean peptides”, “antihypertensive pep-
tides” and “peptides sequencing” were selected. Following, we per-
formed a comparison among sequences and amino acid fragments that
were homologous to those reported by Graziani et al. (2021). As inclu-
sion criteria, the motifs bigger than 5 amino acids were considered for
peptide homology comparisons.

2.4. PV3 osmolarity

To perform the assay, 50 pl of PV3 in the concentration range
(50-1000 pg mL!) and 150 pl of deionized water were used, and then
the solution was placed in the equipment to take the reading. The osmo-
larity of the PV3 solution was determined after its freezing, by the mi-
cro-osmette equipment (Precision Systems).

2.5. Determination of ions in protein extract

To determine the amount of sodium and potassium ions, enzymatic
analysis sets (BioClin) were used, and the reaction was carried out in an
automated biochemical analysis equipment (Wiener Lab Group-
CM200).

2.6. Experimental design - in vivo and ex vivo assays

2.6.1. Animals

The experimental protocols were performed in accordance with the
National Research Council's Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals and with the Ethical Principles in Animal Experimentation
adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA)
Experimental procedures involving animals were approved by the local
Ethics Committee on Animal Use (Protocol CEUA/UFG 84/2018). We
made all efforts to minimize the number of animals used. All experi-
ments were performed in adult male Wistar (WT) and in spontaneously
hypertensive rats (SHR) with 250-350 g and with the age group from
12th to 15th week, bred at the Central Animal Facility of the Federal
University of Goiés.

2.6.2. Drugs

The drugs used were Sodium Heparin (Liquemine, 5000U.I mL-! —
Roche Laboratories, Brazil); Sodium thiopental (THIOPENTAX®)
(2.5%) (Cristélia Ltda); Krebs-Henseleit nutrient solution (pH 7.4; com-
position in mM: NaCl - 130; NaHCO; - 14.9; KClI - 4.7; KH,PO, - 1.18;
MgSO, 7H,0 - 1.17; CaCl, 2H,0 - 1.6; glucose — 5.5); Sodium nitroprus-
side (1 pM); Phenylephrine (1 uM); Acetylcholine (10 uM), Nw-nitro-L-
arginine methyl ester (100 pM); Halothane (2% in 100% O,; Cristélia,
Ltda).

2.6.3. Non-invasive systolic arterial pressure measurement

Tail plethysmography technique was used to assess the systolic arte-
rial pressure (SBP) daily, during 3 days before starting treatments, in
order check for the hypertensive and normotensive states of SHR and
WT, respectively. Samplings were as follows. Animals were housed in a
warming box at a temperature of approximately 36 °C for 15 min for
caudal artery dilatation. The animal was placed in an individual box
and a rubber cuff was placed at the base of the tail along with a pulse re-
ceiver, both coupled to a transducer and connected to the data acquisi-
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tion system (Powerlab 4/25, ML0380/AD Instruments, Bella Vista, Aus-
tralia). From the inflation and deflation of the cuff at regular intervals,
the SBP was determined by the arithmetic mean of triplicate values
from the same record. An average of these triplicates was considered
the daily SBP value. Mean SBP resulted from the 3 days outcomes.

2.6.4. Experiment 1: PV3 effects on renal function, hydroelectrolytic
balance and ingestive behaviors

WT and SHR (250g-350g) were distributed into 4 groups (n = 8 an-
imals per group, according to their treatments) and housed in individ-
ual metabolic cages, with water and food ad libitum, similar to the used
in our previous studies (Rodrigues et al., 2022; Sales da Silva et al.,
2020). After 24 h of adaptation, water and food were replaced for ex-
perimental analysis. Following, animals received intraperitoneal injec-
tion with vehicle (NaCl 0.9%) or PV3 at doses of 50 pg kg1, 2.5 and
5 mg kg~! that were an extrapolation of those from Valencia-Mejia et
al. (2019). In the next day after treatments, urine volumes were mea-
sured at the end of the stage and stored for biochemical tests, feces and
food were weighed, followed by water volume measurement. Animals
were then euthanized through an overdose of anesthesia (40 mg kg1,
i.p) with sodium thiopental (2.5%), followed by blood sampling (5 mL)
with heparinized syringes and transferred to heparinized microtubes
(0.1 mL heparin - 5000 I.U. mL-1). The collected blood was centrifuged
at 5000 rpm and the plasma was taken for biochemical analysis.

The uric acid, creatinine, urea, sodium, and potassium were ana-
lyzed in plasma and urine samples using a commercial kit (Bioclin) and
chemical reactions were performed in an automated clinical analysis
equipment (Wiener Lab - CM 200). The following calculations were per-
formed: Creatinine Clearance (mL min-!) = [Urinary Creatinine (mg
dL-1) x *DF x Urinary Volume/min/Plasma Creatinine (mg dL-1)];
*DF = Dilution factor. Glomerular filtration rate (mL min
kg1) = [Creatinine clearance (mL/min)/Weight (Kg)].

2.6.5. Experiment 2: PV3 effects on vascular reactivity

This experimental series aimed to assess the PV3 effects on vasomo-
tion of renal arteries. Renovascular reactivity was determined in an or-
gan bath setting, as previously described by Machado et al. (2021). Ani-
mals were euthanized by decapitation using a guillotine. Then the renal
arteries were carefully dissected, quickly removed, and placed in ice-
cold modified Krebs-Henseleit solution (4 °C) [composition (in mM):
130 NaCl, 14.9 NaHCO3, 4.7 KCl, 1, 18 KH,PO,, 1.17 MgSO, - 7H,0, 5.5
glucose, 1.56 CaCl, - 2H,0 and 0.026 EDTA], gassed with 5% CO,/95%
O, to maintain a pH of 7.4. Arteries were cleared of adherent fat and
connective tissue and were mounted on a force transducer placed in an
organ bath with modified Krebs-Henseleit solution at temperature ad-
justed to 37 °C. Rings were initially loaded with 1.5 g of tension (basal
tension) by incremental application over 30 min and then equilibrated
for a further 30-40 min before the start of the studies. The Krebs-
Henseleit solution was changed every 15 min. Changes in basal tension
were recorded by isometric transducers connected to an AQCAD data
acquisition system (AVS Projetos, Sao Carlos, SP, Brazil).

To verify the contractile status of the renal artery, endothelial func-
tion was evaluated by testing the relaxing effect of acetylcholine (ACh,
10 pM) in vessels contracted with phenylephrine (Phe, 1 pM). Renal ar-
teries with a vasodilator response to ACh greater than 90% were consid-
ered vessels with intact endothelium. In another set of experiments, re-
nal arteries were subjected to intimal surface friction and a maximum
of 10% relaxation to ACh in the vessel rings were considered endothe-
lium denuded.

After 30 min of equilibration, cumulative concentration-response
curves for PV3 were made (0.0001-10 mg mL-!) and preparation was
performed with intact endothelium (E +) and endothelium - denuded
(E -). To assess the endothelial pathway of nitric oxide synthases
(eNOS), renal arteries were pretreated with the NOS inhibitor nitroargi-
nine methyl ester (L-NAME, 100 uM) for 30 min. After incubation, con-
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centration-response curves were tested for PV3 (0.0001-10 mg mL-1),
when the contractile response reached a plateau, the CCE curve for PV3
was constructed.

2.6.6. Experiment 3: PV3 effects on hemodynamics

WT and SHR were anesthetized initially with halothane (2% in O,
100%; Tanohalo; Cristalia, Itapira, SP, Brazil). The right femoral vein
was cannulated for infusion of urethane (1.2 g kg1, iv., Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). The right femoral artery was catheterized to
record pulsatile arterial pressure, from which mean arterial pressure
(MAP) and heart rate (HR) were calculated. After trichotomy of the left
lateral flank, the retroperitoneal region was surgically accessed to ex-
pose the abdominal aorta, left kidney and renal artery. Miniature
probes (T206 Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, USA) were set
around aorta (2.0 R B) and left renal artery (1.5 R B) to record aortic
(ABF) and renal blood flow (RBF), respectively. Throughout the experi-
ment, the body temperature was maintained between 36 and 37 °C with
the aid of a heating pad.

The RBF and ABF were recorded by transit time flowmetry as de-
scribed by Pedrino et al. (2006). Miniature probes were connected to a
T206 flowmeter (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, USA), which al-
lows determining the flow in absolute values (mL.min-1). The signals
obtained were sent to the MP150 data acquisition and analysis system
(Biopac Systems, Inc., Goleta, CA, USA). To calculate vascular resis-
tance (RV), mean arterial pressure (MAP) and blood flow (BF) values
were considered for the aorta and renal arteries. The RV calculation
equation is shown below:

VR = MAP/BF (Eq.1)

Initially doses of 50 pg kg1, 2.5 mg kg~! and 5 mg kg~! of PV3
were injected i.v, and the parameters MAP, HR, renal vascular resis-
tance (RVR) and aortic vascular resistance (AVR) were sampled for
5 min. After PV3 i.v injection, these hemodynamic parameters were
recorded for the subsequent 30 min. Points for analyses were from seg-
ments collected every 10 s.

2.7. Statistical analyses

Results were expressed as mean *+ error of the mean. We used two-
way analysis of variance (Two-Way ANOVA) as appropriate (see legend
of each figure), using the GraphPad Prism 8 software. Statistical signifi-
cance was considered when *P < 0.05.

3. Results
3.1. Comparison with database (Pre-molecular modeling)

Homologous sequences were considered for peptides with antihy-
pertensive activities and composed by residues of up to 5 amino acids,
with coincident motifs placed at either the end or within the chain. De-
scriptions on polarity were not a criterion. Literature search, as of
2021/December, brought up peptides that are considerably homolo-
gous to the PV3-containing amino acid primary sequences, as reported
in our previous study (Graziani et al., 2021). These homologies were
found in peptides from other food sources (Table 1).

3.2. PV3 osmolarity

Hyperosmotic fluids are known for changing tonicity and cell re-
sponses (Usach et al., 2019; Wang, 2015; Wermeling et al., 1985).
Therefore, we assessed the osmolarity of crescent PV3 concentrations,
ranging from that of choice for treatments, to 1000 ug mL-1. The results
showed that the PV3 extract has low osmolarity, with values lower than
that of body fluids even at the highest concentration tested (Fig. 1).
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Table 1
Comparison of amino acid sequences found by our study group with amino
acid sequences found by other authors.

Peptide sequence present in Peptides found in the literature

PV3
Sequence Food Reference

DYGAELPPR DY Bamboo Liu et al. (2013)
shoot

DPLPDKNR PLP Milk Séanchez-Rivera et al.

(2016)

DFSETSGPPGSDK GPP Soybean Ma et al. (2006b)

DPGPPPGETPR

NKFYGWR FY wakame Sato et al. (2002)

QHAEGLPPDQQR GLP Salmon skin  Lee et al. (2014)

TSLVGEEEESQDR EEEES Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

TVGEVSEEGQQRK VSE Common Tagliazucchi et al. (2015)

EQEVSEEGKQRDK Bean

TVGEVSEEGQQRK EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

QPVKVSTPTLVEVSR EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

EQEVSEEGKQRDK EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

QDEVKEVQR EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

QLAVTQVPTLVEVSR EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

EQEVSEEGKQRDK EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

EMEVR EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

KEVESEETDPR EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

QDEVKQVER EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

TAFNAAEVNSK EV Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

EYLTPDNK EY Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

EYNKATGR EY Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

QLAVTQVPTLVEVSR AVT Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

DFDTEEEPVDK DF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

SSSTEDFFSK DF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

DFSETSGPPGSDK DF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

QKTALVELLK ELL Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

ELLER ELL Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

LHVFSFDHEQRR SF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

VAAFALVPVKGAADR AF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

TAFNAAVNSK AF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

WLGYYAVSVLLLR VLL Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

MNGPLLR PLL Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

SYLQGFSK GF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

GFVLELR GF Common Tagliazucchi et al. (2015)
Bean

NKYFGWR KY Wakame Suetsuna et al. (2004)
seaweed

NKFYGWR FY Wakame Suetsuna et al. (2004)

VLSPNRGDGLK DG Soybean Wu and Ding (2002)

SSSEEPNVDGSK DG Soybean Wu and Ding (2002)

NKFYGWR KFYG Wakame Suetsuna and Nakano

(2000)
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Table 1 (continued)

Peptide sequence present in Peptides found in the literature

PV3
Sequence Food Reference
QDSSLSPEPTPAGK LSP Corn Puchalska et al. (2012)
VLSPNRGDGLK LSP Corn Puchalska et al. (2012)
QAAYFGWR AY Corn flour Yang et al. (2007)
NKFYGWR GW Soy sauce Nakahara et al. (2010)
QAAYFGWR AY/GW  Soy sauce Nakahara et al. (2010)
SYLQGFSK SY Soy sauce Nakahara et al. (2010)
WLGYYAVSVLLR GY Soy sauce Nakahara et al. (2010)
RPMTVGYK GY Soy sauce Nakahara et al. (2010)
VAAFALVPVKGAADR AF Soy sauce (Nakahara et al., 2010; Zhu
et al., 2008)
TAFNAAEVNSK AF Soy sauce (Nakahara et al., 2010; Zhu
et al., 2008)
TSLVGEEEESQDR VG Soy sauce Nakahara et al. (2010)
RPMTVGYK VG Soy sauce Nakahara et al. (2010)
LVGGELHDVPK VG Soy sauce Nakahara et al. (2010)
NTFDEEEHSSR TF Wheat bran Nogata et al. (2009)
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Fig. 1. Evaluation of PV3 osmolarity in the concentrations ranging from 50 to
1000 pg mL-! following dilution in deionized water. Values are expressed as
mean * standard error.

3.3. Quantification of sodium and potassium ions in PV3

PV3 at concentration of 313 pg mL-! was chosen to assess the
amount of sodium and potassium in the solution. We found
251.9 mmol L of sodium ions and 69.6 mmol L1 of potassium ions
within PV3 extract.

3.4. PV3 effects on kidney function

Tail plethysmography was attempted before starting experiments to
confirm the hypertensive state of SHR, as an inclusion criterion. As ex-
pected, all SHR were indeed hypertensive, as shown by the mean values
of their systolic pressure (192.5 = 7.9 mmHg). These values signifi-
cantly differ (P < 0.05) from those sampled in WT (117 *+ 8 mmHg).

Fig. 2 shows the results obtained in WT and SHR treated with PV3
at different doses. PV3 (50 mg kg1) reduced food intake in SHR (Fig.
2A), which reflected in reduction in feces excretion in this same group
(Fig. 2B). Water intake was increased in WT treated with PV3 (Fig. 2C)
and this resulted in augmentations of urinary excretion (Fig. 2D). As
expected, body weight was not changed by a single acute PV3 injec-
tion (Fig. 2E).

It was observed that PV3 reduced plasma creatinine at the doses
tested in WT and SHR (Fig. 3A). Regarding urinary creatinine levels, it
was observed that PV3 increased creatinine values at a dose of
5 mg kg1 in SHR. (Fig. 3B). Results from creatinine clearance evi-
denced that PV3 increased clearance at doses of 50 pg kg-1, 2.5 and
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Fig. 2. Metabolic parameters measured 24 h after injections of vehicle (CT), PV3 at doses of 50 pg kg1, 2,5 mg kg1, 5 mg kg~! in WT and SHR. A - Food intake (g);
B - Feces (g); C — Water intake (mL); D — Urinary volume (mL) E - Body weight (g). *P < 0.05 indicates statistical difference between the bars indicated by the
bracket extremities. *P < 0.05 indicates statistical difference between the bars indicated by the bracket extremities. #P < 0.05 indicates that the bar of SHR with #
symbol differs statistically from WT that underwent the same experimental condition. Two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.

5 mg kg1 in the normotensive condition. PV3 increased creatinine
clearance at a dose of 50 pg kg~! in the hypertensive condition (Fig.
30).

Interestingly, PV3 reduced plasma sodium levels in SHR at doses of
2.5 and 5 mg kg~! (Fig. 4A), which was concomitant to an augmented
sodium excretion in SHR (Fig. 4B). Plasma and urinary potassium levels
were reduced by PV3 at doses of 2.5 and 5 mg kg~! in the hypertensive
condition. PV3 increased SHR potassium excretion when compared to
the effects in WT at a dose of 2.5 mg kg~! (Fig. 4D), indicating a natri-
uretic effect of PV3.

3.5. PV3 effects on arterial renovascular reactivity

The results show that PV3 dilated the isolated renal artery rings
with preserved endothelium from WT (47.8 * 2.5%) and SHR
(41 = 8.7%) (Fig. 5A and B). The results also show a significant differ-
ence when comparing the two animal models used, where renal artery
rings from WT rats were more prone to vasorelaxation than those from
SHR (Fig. 5A).

Following the assessment of PV3 vasorelaxant effects on renal artery
rings, we investigated whether such effects would depend on constitu-
tive pathways of the endothelium. Endothelium denuded rings from WT
and SHR revealed a loss of PV3 effect (E.max: 3 = 1.8% in WT and
6.6 = 3.3% in SHR) (Fig. 6A and B), thus demonstrating that the PV3
actions depend on the endothelium. The next step was to test for the ox-
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Fig. 3. Plasma and urinary creatinine levels measured 24 h after injections of control (CT), PV3 at doses of 50 pg kg~1, 2,5 mg kg1, 5 mg kg~! in WT and SHR. A —
Plasma creatinine (mg dL~1); B — Urinary creatinine 24 h/weight (mg dL-1); C — Creatinine clearance weight 24 h*P < 0.05 indicates statistical difference between
the bars indicated by the bracket extremities. #P < 0.05 indicates that the bar of SHR with # symbol differs statistically from WT that underwent the same experi-

mental condition. Two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.

idonitrergic pathways involvement. The incubation of renal artery rings
with the NOS enzyme inhibitor (L-NAME, 100 pM) abolished the PV3-
induced vasorelaxation (E max: 2.8 = 1.2% in WT and 8.9 + 4.66% in
SHR) (Fig. 6C and D).

3.6. PV3 effects on hemodynamics

After a 10-min period of stabilization of cardiovascular parameters,
MAP levels sampled in SHR were higher than WT, confirming the hy-
pertensive state of this strain. Just after PV3 injection, a transient MAP
reduction was observed in WT and SHR (Fig. 7A). In WT, the mean
maximal reduction was 36.8 * 9% for the dose 2.5 mg kg~! and
43.3 = 4.5% for dose the 5 mg kg-1, while for SHR the reduction was
14.5 += 7.1% for the 2.5 mg kg-! dose and 22 *+ 8.4% for the
5 mg kg1 dose (Fig. 7B). Converse, PV3 was unable to cause a signifi-
cant difference in cardiac chronotropy of WT and SHR strains (Fig. 7C
and D).

PV3 reduced vascular resistance in both renal artery and aorta of
WT and SHR throughout the recording period (Fig. 8A and C). When
evaluating the renal vascular resistance, a reduction of 18.6 + 4.6%
and 29.1 = 2.5% was observed for the doses of 2.5 and 5 mg kg~! in
WT, respectively. SHR, in turn, displayed reductions of 23.88 + 2.9%
and 36.8 = 6.2% for the same aforesaid doses, respectively (Fig. 8B). In
WT, the magnitude of aortic resistance reductions was 32.4 = 4.7%
and 40.5 = 2.5% for the doses of 2.5 and 5 mg kg~1, while in SHR the
two doses caused reductions of 23.5 + 3.6% and 30.3 * 6.8% respec-
tively (Fig. 8D).

4. Discussion

The World Health Organization (WHO) emphasizes the importance
of consuming foods that are rich in bioactive molecules for the control

of cardiovascular diseases and comorbidities (WHO, 2020). These de-
sired health promoting effects may be reached by consuming beans,
which upkeeps the interest in the field (Hartmann and Meisel, 2007;
Los et al., 2018). The main results of this study are: I) PV3 sequences
are homologous to several amino acid sequences from food sources al-
ready known for their antihypertensive activities; II) PV3 is not hyper-
osmolar; III) PV3 caused a relaxant effect on renal artery that is depen-
dent on the endothelium and relies on oxidonitrergic pathways; IV) PV3
caused a natriuretic effect in the hypertensive strain; V) PV3 increased
creatinine clearance; VI) PV3 reduced the arterial pressure and this was
concomitant to a reduction in vascular resistance in the aortic and renal
vascular beds.

Proteins and peptides have a unique amino acid sequence that con-
fers a three-dimensional structure that favors a binding for molecular
targets, consequently exerting their biological functions (Rutherfurd-
Markwick, 2012). According to Nelson and Cox (2014), the comparison
of functionally similar proteins and peptides from different species may
indicate the presence of motifs likely conserved throughout evolution.
Thus, there is an intimate link between the protein's primary structure
and its function, thus supporting the search for homologies in peptide
from different sources. As reported by Nakahara et al. (2010), the
dipeptides GW, AY, SY, GY and VG showed a hypotensive effect via ACE
inhibition, with IC50 values ranging between 30 pg ml-! (for GW pep-
tide) and 1100 pg ml-! for VG. This varying effectiveness of ACE inhibi-
tion was related to the amino acid primary structure and is closely asso-
ciated with the presence of amino acids with hydrophobic groups in
their side chains (Aluko, 2015; Tagliazucchi et al., 2015; Yokoyama et
al., 1992). Since the aforesaid dipeptide are within some of the bean-
derived previously sequenced (NKFYGWR, QAAYFGWR, SYLQGFSK,
WLGYYAVSVLLR, RPMTVGYK, TSLVGEEEESQDR, RPMTVGYK and
LVGGELHDVPK) it is worth proposing an ACE inhibitory effect result-
ing in the depressor effect herein reported. From the PV3 sequencing
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Fig. 4. Plasma and urinary levels of Na* and K+ measured 24 h after injections of control (CT), PV3 at doses of 50 pg kg~1, 2,5 mg kg~1, 5 mg kg~! in WT and SHR.
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tistically from WT that underwent the same experimental condition. Two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
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Fig. 5. Vasorelaxant effect of PV3 on renal artery rings of WT and SHR. A-vasorelaxant effect of PV3 on endothelium-preserved renal artery rings of WT and SHR
(E+). B - maximum effect values. Values are expressed as mean = SEM of 4-5 animals per group. Results were expressed as mean and standard error for 4-5 animals
per group. Comparison of models used by Two-Way ANOVA analysis followed by Sidak post-test. *P < 0.05 WT vs. SHR. #P < 0.05 Control vs PV3.

made by Graziani et al. (2021), tripeptides and peptides homologous to
other reports in the literature were obtained, such as the scrambled se-
quences GPP, LSP, KFYG, GLP and PLL present in the peptides DFSETS-
GPPGSDK, DPGPPPGETPR, QDSSLSPEPTPAGK, VLSPNRGDGLK, NK-
FYNGPLPDWRQ, MNGPLLR. These are also correlated to different
mechanisms resulting in antihypertensive activity. Ma et al. (2006a)
studied peptides from Buckwheat (Fagopyrum esculentum) and observed
that the tripeptide GPP has an ACE inhibitory activity. Puchalska et al.
(2012) reported that the LSP sequence reduced blood pressure. How-
ever, KFYG seem to be unrelated to cardiovascular effects (Suetsuna et
al., 2004). The essential characteristics for a peptide to present antihy-

pertensive activity support the pool of peptides present in PV3 as good
candidates for the control of this cardiovascular disease.

Osmolarity was measured in order to exclude the possibility that hy-
pertonicity would aid PV3 effects. We found that PV3 is hypoosmotic,
thus knocking down the chances that a possible hyperosmotic fluid
would underly the effects that indeed rely only on PV3 peptidergic con-
tent. Wang stated that the solutions to be injected in the intramuscular
or subcutaneous routes must present an osmolarity below 600 mOsm
kg~! and for intravenous injections, it must be below 1000 mOsm kg1
(Wang, 2015). In this regard, the PV3 doses and concentrations are
within the recommended range, since 1 mg mL-! of PV3 contains 180
mOsm L-1. Another factor regarding the PV3 tonicity was the sodium
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Fig. 6. Evaluation of endothelial involvement in the PV3 vasorelaxant effect in renal artery rings. A and B- evaluation of endothelial involvement in the PV3 vasore-
laxant effect in renal artery rings extracted from WT and SHR. The abbreviations E + represents the preservation of the endothelium and E-represents the preserva-
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group. Comparison of models used by Two-Way ANOVA analysis followed by Sidak post-test. *P < 0.05 WT vs. SHR.
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Fig. 7. Changes in mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) changes caused by PV3 injection in WT and SHR. A - PV3 effects on the mean arterial pressure
over the time of recording at a dose of 5 mg kg~! in WT and SHR, and in B, the basal values, maximum responses, and deltas of the doses of 0.5; 2.5 and 5 mg kg~!
on blood pressure (%) of WT and SHR. In C, the effect of PV3 on heart rate over time of recording at a dose of 5 mg kg~! in WT and SHR, and in D, the basal values,
maximum responses, and deltas of PV3 0.5; 2.5 and 5 mg kg~! on heart rate (%) of WT and SHR. Values are expressed as mean + standard error (n = 5).
*P < 0.05 indicates statistical difference between the bars indicated by the bracket extremities. #P < 0.05 indicates that the bar of SHR with # symbol differs sta-
tistically from WT that underwent the same experimental condition. Two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
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Fig. 8. Changes in vascular resistance in renal and aorta arteries following PV3 injection in WT and SHR. A- PV3 effects on the renal vascular resistance over the time
of recording at a dose of 5 mg kg~! in WT and SHR, and in B, the basal values, maximum responses, and deltas of the doses of 0.5; 2.5 and 5 mg kg~! on renal vascu-
lar resistance (%) of WT and SHR. In C, the effect of PV3 on aorta vascular resistance over time of recording at a dose of 5 mg kg~! in WT and SHR, and in D, the
basal values, maximum responses, and deltas of PV3 0.5; 2.5 and 5 mg kg~! on vascular resistance aorta (%) of WT and SHR. Values are expressed as mean + stan-
dard error (n = 5). Two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. *P < 0.05 baseline vs. maximum responses.

and potassium contents: the values of sodium and potassium in PV3
(1 mg mL-1) were 251.9 and 69.6 mmol L1, respectively, which are
still considered within the isotonic range (Wermeling et al., 1985).

PV3 at dose of 5 mg kg1 affected the food intake of SHR. This find-
ing is similar to that found by Marczak et al. (2006), which reported
that orally given hydrolyzed canola peptides reduced food intake in
mice through cholecystokinin (CCK) system mechanisms. Another re-
port shows that soybean peptides display similar effects. These peptides
are called soy morphine that display anxiolytic and anorexigenic activi-
ties probably by acting on p-opioid receptors (Kaneko et al., 2010). The
reduction in the ingestive behavior caused by PV3 can be also derived
from the presence of peptides acting as enzyme inhibitors. Protease in-
hibitors (i.e., trypsin/chymotrypsin inhibitors) are likely to retard the
digestion process and increase the satietogenic hormones (i.e., CCK),
which reduces food intake (Samtiya et al., 2020). When analyzing the
amount of feces of the animals, the same pattern was noticed: there was
a decrease in feces excretion in SHR treated with PV3 at the doses of 2.5
and 5 mg kg~! and this coincided with a reduced ingestive behavior.

Interestingly, water intake was increased in PV3-treated WT and as
expected, rats intaking more water had increases in urinary volume.
This suggests that PV3 was unable to affect drinking behavior in the hy-
pertensive condition, already known for being altered in the SHR (Sales
da Silva et al., 2020) strain that is well reported as an experimental
model with modifications in health status (Dickhout and Lee, 1998). On
the other hand, it is worth suggesting that PV3 preserves the drinking
capacity of normotensive animals, since the changes in arterial pressure
linked to diminishments in blood volume and to augmentations in uri-
nary excretion caused by PV3 are expected to produce the dipsogenic
responses we found ().

Creatinine clearance virtually reflects the glomerular filtration rate
(GFR) (). We observed that GFR was increased in WT and SHR treated
with PV3. Our results also show that PV3 increased the vascular con-
ductance in the renal artery. Altogether, these findings are consistent
evidence that PV3 is able to increase filtration through renovascular
dilatory mechanisms. This combination allows inferring that PV3 ef-
fects upon pressure results from reductions in intravascular volume and
from direct effects on vasomotion. Again, these positive effects raise

PV3 as a potential nutraceutical capable of treating cardiovascular dis-
eases in which nephropathies are present.

SHR strain develops hypertension and the consequent damages in
target organs, mainly in kidneys (Hultstrom, 2012). They also present
exaggerated retention of salt and water due to reductions in both GFR
and urinary sodium excretion that can be caused by abnormalities in
several transport mechanisms, especially those existing in the proximal
tubule (Ortiz and Garvin, 2001). In this study, while the hypertensive
strain injected with all PV3 doses exhibited increases in Na* excretion,
the potassium excretion was changed only in animals injected with PV3
at the dose of 2.5 mg kg~!. This finding is positive for the treatment of
hypertension since ion handling may contribute to fluid tonicity and in-
travascular volume; the latter is variable directly determining pressure.
A possible mechanism determining PV3 effect is through an allosteric
modulation of Na*+/K*-ATPase pump. Besides, it is worth considering
the inhibition of sodium channels and the resulting decreases in sodium
reabsorption. Whether PV3 may interfere with the tubular mechanisms
such as the activity of Na*/K*-ATPase pump remains to be confirmed
in further studies.

The PV3 ability to promote a relaxing effect on the renal artery ex-
tends the knowledge reported by Graziani et al. (2021), which investi-
gated similar features in aorta. It is known that increases in pressure
and shear stress in the microvasculature lead to premature vascular ag-
ing and decreases the potential of relaxant molecules released from en-
dothelium (Anishchenko et al., 2015; Konukoglu; Uzun., 2017). This
same study of Graziani et al. (2021) showed PV3 oxidonitrergic effects
in endothelial cells, which extends our current data showing that PV3
dilates renal beds. Such effect relies on endothelium-dependent NO
pathways, thus revealing the vascular mechanism through which PV3is
reaching cardiovascular and renal effects. This oxidonitrergic recruit-
ment may be related to ACE inhibition (Tagliazucchi et al., 2015) that,
by implication, may reduce bradykinin degradation, thus boosting en-
dothelial kininergic NO-related paths. Furthermore, it cannot be ne-
glected the possibility that PV3 antioxidant effects may display a pro-
tection against the hypertension-related vascular aging (Graziani et al.,
2021; Lee et al., 2021; Los et al., 2018). Nevertheless, additional studies
attempting chronic treatments are necessary to unravel whether PV3 is
angioprotective.
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Following on from the premise that vasorelaxation may be an en-
dothelium-dependent measure of vascular function, the vasoactive ef-
fect of PV3 on the renal artery with preserved endothelium was evalu-
ated. The results showed that PV3 induced the dilation of renal artery in
WT and SHR; however, the magnitude of this effect was significantly at-
tenuated in SHR. It is necessary to keep in mind that SHR is an experi-
mental model of endothelial dysfunction-related hypertension
(Konukoglu and Uzun, 2017). The PV3-evoked vasorelaxation was con-
fined to endothelial preserved arterial rings and this excludes the in-
volvement of pathways other than those dependent on the endothelium
and on primary targets expressed in subendothelial vascular smooth
muscle layers. Therefore, these effects support the proposition that PV3
can be an alternative therapy to improve vascular function, with the
positive circulatory effects that go far beyond those involving the dy-
namics of fluid handling and pressure.

In this work, the mechanisms involved in vascular tone (vasomo-
tion) modulation and in medium and long-term circulatory regulation
through renal function were evaluated. After observing vasorelaxant ef-
fects in renal artery (ex vivo), natriuretic effect and the GFR increases
(in vivo), we conducted complementary experiments in WT and SHR to
evaluate the PV3 effect on vascular conductance/resistance. The data
show that PV3 reduced the MAP of WT and SHR at the doses tested (2.5
and 5 mg kg~1) and did not change the HR at all doses tested. Literature
have reported that other positively charged food-borne peptides that
have hydrophobic amino acids display hypotensive effect (Martinez-
Sanchez et al., 2020). These are some of the chemical features of PV3
peptides (Graziani et al., 2021). Although the PV3 antihypertensive ef-
fects coincide with those reported for homologous peptides extracted
from other food sources, this study is the first to unravel the effects and
the mechanisms underlying hemodynamic, renovascular and endothe-
lial actions of peptides derived from hardened beans.

5. Conclusions

In conclusion, PV3 exerts an antihypertensive activity that is related
to the vasorelaxation of renal arteries through endothelial and oxi-
donitrergic pathways. Furthermore, PV3 provokes natriuresis and in-
creases glomerular filtration rate, which jointly culminate in pressure
decreases. Such findings are relevant for the molecular and physiologi-
cal study of bioactive food-borne peptides, since the literature is scarce
about the mechanisms underlying the aforesaid effects. Current results
further strength the use of hardened beans considered agro-industrial
residues in nutraceutical formulations targeted to the control and man-
agement of diseases such as hypertension and associated
nephropathies.
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