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RESUMO

Os beneficios do consumo do Kefir sdo decorrentes, em parte, da rica
composi¢cdo de moléculas bioativas liberadas na fermentacéo. No entanto, os
componentes bioativos e os mecanismos de acdo envolvidos no efeito anti-
hipertensivo desse probidtico ainda precisam ser explorados. Um estudo prévio
sequenciou 35 peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA) no Kefir. No presente estudo, as acdes in vivo de um peptideo inibidor da
ECA derivado do Kefir, o Kef-1, foram investigadas em um modelo experimental
de hipertensdo dependente de angiotensina. Primeiramente, a atividade inibitoria
de Kef-1 sobre a ECA foi avaliada in vitro. Nos camundongos com hipertenséo
2-rins, 1-clip (2R1C), os efeitos hemodinamicos a curto (3 horas) e longo prazo
(7 dias) foram avaliados ap6s administracao oral de Kef-1(10 mg/Kg/dia). Além
disso, apos 7 dias de tratamento, estresse oxidativo e inflamacéo sistémica e
local (células musculares lisas vasculares, CML) foram analisados nesses
animais. As diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05. Kef-1
foi capaz de inibir em 59,6% a atividade da ECA in vitro em comparacao ao
captopril. Nos camundongos 2R1C, Kef-1 mostrou potente efeito anti-
hipertensivo agudo e crénico. Apés 3 horas, Kef-1 reduziu (p<0,05) pressédo
arterial sistdlica (PAS), PA diastélica (PAD) e PA média (PAM) quando
comparado aos demais grupos (-25,8 + 3,9, -26,0 + 3,8, -26,4 + 4,3 mmHg,
respectivamente). A PAS, PAD e PAM também foram reduzidas (p<0,05) apos 7
dias de tratamento com Kef-1 (-22,2 = 3,9; -31,6 + 2,6; -24,3 = 3,2 mmHg,
respectivamente). Kef-1 reduziu (p <0,05) a frequéncia cardiaca (FC) em ambos
tratamentos agudo (~13%) e crénico (~7%). Sete dias apds tratamento, a
producado de espécies reativas de oxigénio (ROS), peroxidacdao lipidica e danos
ao DNA foram menores nas células sanguineas (p<0,05) quando comparado aos
camundongos 2R1C controle (~10%, ~23%, ~54%, respectivamente). Nas CML,
Kef-1 foi capaz de reduzir (p<0,05) a producdo de ROS (~22%) atraves da
reducdo da participacdo das vias oxidantes (NADPH oxidase e mitocondria).
Além disso, Kef-1 reduziu apoptose de CML (59%, p<0,05). O efeito anti-
inflamatorio de Kef-1 foi evidenciado na reducédo (p<0,05) dos niveis sistémicos
de citocinas pro-inflamatorias (TNFa: ~34%, IFNy: ~22%, MCP1: ~33%, IL-6:



~16%), e da atividade da mieloperoxidase (~57%). Nas CML, Kef-1 reduziu em
75% os niveis intracelulares de 6xido nitrico (NO). A aorta de camundongos
hipertensos tratados com Kef-1 apresentou menor espessura de parede (~28%,
p<0,05) e restauracao parcial da estrutura endotelial. Em concluséo, este estudo
revelou o potencial anti-hipertensivo do heptapeptideo Kef-1 através de suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias em um modelo experimental de
hipertensdo dependente de Ang Il. Essas novas descobertas ajudam a
esclarecer os mecanismos envolvidos nos beneficios do consumo da bebida do

Kefir na hipertensao.

Palavras-chave: hipertensdo; peptideos bioativos; probidticos; estresse
oxidativo; inibidores da ECA



ABSTRACT

The benefits of Kefir consumption are due, in part, to the rich composition
of bioactive molecules released from fermentation. However, the bioactive
components and mechanisms of action involved in the antihypertensive effect of
this probiotic still need to be explored. A previous study sequenced 35
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory peptides in Kefir. Here, the in
vivo actions of the Kef-1 peptide, an ACE inhibitor derived from Kefir, was
evaluate in an angiotensin ll-dependent hypertension model. Firstly, Kef-1
inhibitory activity on ACE was evaluate in vitro. In mice with 2-kidney, 1-clip
(2K1C) hypertension, the short (3 days) and long-term (7 days) hemodynamic
effects were evaluated after oral administration of Kef-1. For in vivo protocols,
C57BI/6 male mice were submitted to clipping of the left renal artery to produce
2K1C hypertension. The short (3 days) and long-term (7 days) hemodynamic
effects were evaluated after oral administration of Kef-1. Furthermore, after 7
days of treatment, systemic and local (vascular smooth muscle cells, SMC)
oxidative stress and inflammation were analyzed. Kef-1 was able to inhibit at
59.6% the in vitro activity ACE in comparation to captopril. After 3 hours, Kef-1
reduced (p<0.05) systolic BP (SBP), diastolic BP (DBP) and media BP (MBP)
when compared with vehicle treatments (-25.8+3.9, -26.0+3.8, -26.4+4.3 mmHg,
respectively). SBP, DBP and MBP also were reduced (p<0.05) after 7 days of
Kef-1 treatment (-22.2+3.9; -31.6£2.6; MBP: -24.3£3.2 mmHg, respectively). Kef-
1 reduced (p<0,05) HR in both short (~13%) and long-treatment (~7%). At 7 days
following Kef-1, ROS production, lipidic peroxidation and DNA damage was lower
in blood cells (p<0.05) when compared to the 2K1C group (~10%, ~23%, ~54%,
respectively). In SMC, Kef-1 was able to reduce (p<0.05) ROS production (~22%)
and cellular apoptosis (~58%) in comparation to the 2K1C group. Kef-1
contributed to attenuate NADPHox and mitochondrial participation in SMC.
Furthermore, Kef-1 reduced SMC apoptosis (59%, p<0.05). The anti-
inflammatory effect of Kef-1 was evidenced in the reduction (p<0.05) of the
systemic levels of pro-inflammatory cytokines (TNFa: ~34%, IFNy: ~22%, MCP1:
~33%, IL-6:~16%) and the activity of myeloperoxidase (~57%). In SMC, Kef-1
reduced by 75% (p<0.05) the intracellular levels of NO. The aorta of hypertensive



mice treated with Kef-1 showed lower thickness of wall (~28%, p<0.05) and
partial restoration of endothelial structure. In conclusion, this study revealed the
anti-hypertensive potential of the Kef-1 heptapeptide through its antioxidant and
anti-inflammatory properties in an experimental model of Ang Il-dependent
hypertension. These new findings help to clarify the mechanisms involved in the

benefits of Kefir beverage in the hypertension.

Keywords: hypertension; bioactive peptide; probiotic; oxidative stress; ACE
inhibitor
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertensao arterial

1.1.1. Caracteristicas gerais e epidemiologicas

A hipertensado arterial, definida como pressao arterial sistélica (PAS) =140
mmHg e/ou diastolica (PAD) 290 mmHg, é o principal fator de risco modificavel para
doencas cardiovasculares (DCV), como infarto agudo do miocardio e acidente
vascular encefalico, que compreendem a maior causa de mortalidade e
incapacidade funcional no mundo (Oparil et al., 2019; Mills et al., 2020; Roth et al.,
2020). Diante disso, apesar dos avancos em medidas preventivas e terapéuticas
(por ex.: medicamentosas), atualmente a hipertensdo € considerada um problema
global de saude publica, gerando importantes impactos socioecondmicos e elevados
gastos publicos referentes as internagbes, tratamentos, aposentadorias por
invalidez, entre outros (Wierzejska et al., 2020; Curado et al., 2021).

Globalmente, a prevaléncia da hipertensdo vem aumentando
exponencialmente em consequéncia do envelhecimento da populacdo e ao aumento
da exposicao a fatores de risco associados aos habitos de vida (Mills et al., 2020).
Entre os anos de 1990 e 2015, o numero de individuos com PA elevada aumentou
consideravelmente em aproximadamente 40% (Oparil et al., 2019). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2015, 1,3 bilhdes de adultos eram
hipertensos, comparado a 594 milhdes em 1975. Aproximadamente, 1 em cada 4
adultos apresenta PAS 2140 mmHg (OMS, 2021). No entanto, essas mudangas na
prevaléncia ndo sao uniformes em todo o mundo. Nas ultimas duas décadas, os
paises de alta renda apresentaram uma sutil reducéo na prevaléncia da hipertensao,
enquanto os paises de baixa e média renda mostraram aumentos significativos em
razao da maior exposi¢cao aos fatores de risco para a hipertensdo (Burnier e Egan,
2019).

Particularmente no Brasil, a prevaléncia da hipertensdo chega a
aproximadamente 30% (Malta et al., 2018; Curado et al., 2021), podendo-se inferir

seu impacto ao aumento do niumero de ébitos por DCV, como observado no periodo
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entre 2000-2018 (Fig. 1A). Em 2018, contabilizou-se 395.699 mortes por DCV
em comparacédo a 323.593 em 2000, um crescimento de 22%. Especificamente, no
Estado do Espirito Santo € observado semelhante perfil de crescimento de mortes

por DCV, apresentando um aumento de 19% entre aos anos 2000 e 2018 (Fig. 1B).

Obitos por doencas cardiovasculares

Brasil Espirito Santo
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Figura 1: Namero total de 6bitos por doencas cardiovasculares no Brasil e
Espirito Santo no periodo entre 2000 e 2018. Fonte: Sistema de Informacdes

sobre Mortalidade (SIM), Ministério da Saude (http://www.cardiometro.com.br).

Quanto a etiologia, a hipertensdo apresenta duas principais classificacdes:
hipertenséo essencial, ou primaria, e hipertensao secundaria. A hipertensao primaria
€ caracterizada pela elevacdo cronica da PA sisttmica devido a etiologia
desconhecida, enquanto que a hipertensdo secundaria apresenta uma causa
identificavel, representando 5-10% da populacdo hipertensa (Beevers et al., 2001;
Jordan et al., 2018). As multifatoriais causas da hipertensdo primaria incluem
predisposicdo genética (hereditariedade) e estilo de vida, como os habitos
alimentares ndo saudaveis (alta ingestao de sddio e baixa ingestdo de potassio),
sedentarismo, obesidade, tabagismo e alto consumo de alcool (Carretero e Oparil,
2000; Chen, 2012). Ja na hipertensdo secundaria, apneia obstrutiva do sono e
estenose da artéria renal compreendem as principais causas (Rimoldi et al., 2013).

A hipertensao é considerada uma doenca “silenciosa”, ou seja, o individuo por
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muitas vezes apresenta-se assintoméatico, principalmente na hipertenséo idiopatica,
e assim, o diagndstico e inicio da intervencdo terapéutica anti-hipertensiva séo
postergados (Bennett, 2017; Singh et al., 2017).

A desregulagéo de diversos fatores implica no desenvolvimento, manutengao
e progressdo da hipertensdo. Neste caso se incluem os fatores ambientais e
genéticos, o0s sistemas neurais (sistema nervoso autbnomo), endocrino (sistema
renina angiotensina, SRA) e imunoldgico, além de alteracbes anatbmicas e
hemodindmicas (Harrison, 2013; Jordan et al.,, 2018; Oparil et al., 2019),
fundamentados pela Teoria do mosaico de Page (Fig. 2), em 1949 (Page, 1949;
Harrison, 2013). Em relacdo ao SRA, a hipertensao caracteriza-se por aumento da
atividade de Ang Il, o principal componente efetor desse sistema, que implica em
diversas altera¢cdes hemodinamicas e ndo-hemodindmicas em decorréncia de suas

acOes enddcrinas, paracrinas e autécrinas (Beevers et al., 2001; Kawai et al., 2017).
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Figura 2: Teoria do mosaico de Page. Componentes causais envolvidos no
desenvolvimento da hipertensdo, fundamentados na Teoria do Mosaico de Page.
(Adaptado de Harrison, 2013).

1.1.2. Fisiopatologia da hipertenséo: o sistema renina angiotensina (SRA)

O SRA desempenha papel fundamental na manutencdo da PA em niveis
fisiologicos através da regulacdo da resisténcia vascular periférica e do balanco
fluidico e eletrolitico. No entanto, em condic¢des fisiopatologicas crénicas, como a
hipertenséo, os efeitos do SRA mediados pela Ang Il se intensificam desencadeando
inflamacé@o e remodelamento estrutural e assim, promovendo danos cardiacos e
vasculares (Mehta e Griendling, 2007; Oparil et al., 2019; Paul et al., 2020). A Figura
3 apresenta os componentes do SRA envolvidos na formacao de Ang Il e regulacéo
da PA.
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Figura 3: Componentes do sistema renina angiotensina e participagcdo na
regulacdo da presséo arterial (PA). ECA: enzima conversora de angiotensina;
AT1: receptor tipo AT1; AT2: receptor tipo AT2. Figura de autoria propria.

A reducédo da presséao de perfusdo renal € um dos fatores estimuladores da
liberacdo da enzima renina. A queda significante da PA estimula as células
granulares do aparelho justaglomerular a secretarem renina, a qual atua a nivel
sistémico na fragmentacdo do pro-horménio angiotensinogénio (liberado pelo
figado). A clivagem desse glicopeptideo na sua porcdo N-terminal forma o
decapeptideo angiotensina | (Ang |) que apresenta infima atividade bioldgica.
Subsequentemente, células endoteliais, predominantemente presentes nos
pulmdes, sintetizam a ECA que cliva o dipeptideo no C-terminal da Ang | resultando
na liberacdo do octapeptideo Ang Il, detentor de potente acdo vasoconstritora
(Mehta e Griendling, 2007; Paul et al., 2020; Ocaranza et al., 2020; Su et al., 2021).
A ECA também atua na catalisacdo e inativacao do vasodilatador bradicinina através
da clivagem dipeptidica no C-terminal. Essa enzima esta presente em células
endoteliais vasculares, predominantemente nos pulmdes, além de células epiteliais
de tubulos proximais renais, no trato gastrointestinal, tecido cardiaco e regides
cerebrais (Mehta e Griendling, 2007; Paul et al., 2020; Ocaranza et al., 2020; Su et

al., 2021). Desse modo, a ECA é um importante modulador da PA e por sua vez é
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um dos principais alvos para manejo e controle terapéutico na hipertenséo (Oh et
al., 2016; Jordan et al., 2018).

Ang 1l é formada na circulacdo (plasma) e tecidos, principalmente na parede
arterial. Suas ac¢Oes sdo mediadas pela ligacdo a dois principais receptores
acoplados a proteina G, tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2), que apresentam respostas
antagbnicas. Enquanto o estimulo do receptor AT1 desencadeia respostas
vasoativas levando ao aumento da PA, a ativacao do receptor AT2 resulta em efeitos
anti-hipertensivos, como natriurese e vasodilatacéo (Beerves et al., 2001; Paul et al.,
2020) (Fig. 3). Os efeitos biologicos de Ang Il sdo em maior parte mediados pela
ligacdo ao receptor AT1, o qual esta expresso em diversos tecidos como musculo
liso vascular, endotélio, glandula adrenal, coracéo, rins e sistema nervoso central e
periférico. Cronicamente, a ativacdo desses receptores pela Ang Il plasmatica ou
tecidual, produzem respostas cardiovasculares, como remodelamento e disfuncéo,
associadas ao crescimento e proliferacao celular, inflamacéo e estresse oxidativo
(Tabela 1) (Mehta e Griendling, 2007; Kawai et al., 2017).

Tabela 1: Efeitos cardiovasculares da angiotensina II/AT1.

Local Efeitos

Células musculares lisas vasculares Hiperplasia; hipertrofia; migracao;
contracdo; oxidacao lipidica; fibrose.

Células endoteliais Disfuncao endotelial; desequilibrio de

NO; adesdo de mondcitos.

Células cardiacas Hipertrofia; remodelamento;
desregulacéo do sistema de condugéo.

Matriz extracelular Sintese; degradacéo; ativacao de
metaloproteinases; aumento de

citocinas.




27

Em situacdes hipotensivas, a contribuicdo de Ang Il para a manutencéo de
niveis fisiologicos da PA procede da vasoconstricdo a partir da ligagdo aos
receptores AT1 presentes na membrana de CML de artérias de resisténcia; a nivel
central medeia o aumento da atividade do sistema nervoso simpatico levando a
vasoconstricao pela agdo da noradrenalina; promove o aumento do volume de fluido
corporal por estimular a secre¢cdo do hormonio aldosterona no cértex adrenal, que
por sua vez, reduz a excrecao de sédio e agua pelos rins (Jordan te al., 2018; Oparil
et al., 2019; Ocaranza et al., 2020) (Fig. 2).

1.1.3. Efeitos vasculares do SRA na hipertenséao

A parede arterial € composta por trés camadas: tinica intima, tinica média e
tinica externa. A tunica intima esta em contato com o limen vascular e é formada
predominantemente por uma uUnica camada de células endoteliais que sintetizam
colageno IV e laminina, além de participarem da regulacéo ténica das CML. Ja a
tunica externa ou adventicia, esta situada mais externamente, contendo fibroblastos,
adipdcitos, tecido conjuntivo e matriz extracelular rica em coldgeno que desempenha
o papel de sustentacdo estrutural. Localizada entre as tunicas intima e externa, esta
a tunica média formada por varias camadas de células de musculo liso, alinhadas
circunferencialmente e dispostas entre uma rede de fibras elasticas e colagenas
(Beenakker et al., 2012; Brown et al., 2018; Mozafari et al., 2019). Particularidades
das CML, como a alta plasticidade e a capacidade de sofrer diferenciacao fenotipica,
tornam a camada média o sitio de maiores alteragdes vasculares na hipertensdo
(Touys et al., 2018), embora também existam evidéncias de grandes mudancas

fenotipicas e funcionais no endotélio e na adventicia vasculares.

As CML vasculares, um dos principais componentes da parede de artérias de
resisténcia e condutancia, sao responsaveis pelo controle do fluxo sanguineo e da
PA, regulando o didmetro do limen dos vasos em resposta a varios estimulos,
incluindo a sinalizacdo Ang IlI/AT1 (Brown et al., 2018). De fato, a sustentada
ativacao do receptor AT1, presente na hipertenséo, resulta em alteragdes vasculares

de grandes e pequenas artérias caracterizando-se por disfuncéo endotelial, aumento



28

da contragéo e remodelamento arterial, que conduzem ao aumento persistente da

resisténcia vascular periférica (Taubman, 2003; Mondaca-Ruff et al., 2019).

Ang IlI/AT1 regula a contracdo muscular pela ativacao de Fosfolipase C (PLC),
levando a geracdo dos segundo mensageiros trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG). A producdo de IP3 estimula a liberacdo de célcio (Ca2+)
intracelular a partir do reticulo sarcoplasmatico e o DAG causa ativacao da proteina
quinase C (PKC) que estimula os canais i6nicos de Ca2+, em conjunto levando a

interac&o actina/miosina e geracao de contracao (Touyz et al., 2018).

Além de seu papel vasoconstritor direto, Ang Il tem importante acfes
inflamatoérias e oxidativas que sdo mecanismos-chave da disfuncdo endotelial e
dano arterial na hipertensado (Wenzel et al., 2011; Crowley, 2014; Maneesai et al.,
2017). O aumento de estresse oxidativo, induzido por Ang Il, implica na ativacédo de
diversas cascatas celulares que culminam em remodelamento vascular. Nestas se
incluem deposicéo de colageno e pela liberacdo de citocinas e fatores de transcri¢do
pro-inflamatorios (Ruiz-Ortega et al., 2000; Intengan e Schiffrin, 2001; Mondaca-Ruff
et al., 2019).

As ROS, como anion superoxido (-O2-) e peroxido de hidrogénio (H202),
atuam como importantes segundos mensageiros nas células do musculo liso
vascular levando a mudancas na transcricdo de genes e sintese de proteinas e,
consequentemente, na funcdo celular (Touys, 2004; Montezano e Touys, 2014).
Nessas células, NADPH oxidase (NADPHox) € a principal fonte de producéo de -O2-
, sendo a Ang Il um dos principais reguladores de sua atividade (Rajagopalan et al.,
1996; Landmesser et al., 2002). A mitocondria também é importante produtora de
ROS vascular através da liberacdo de -O2- resultante da atividade da cadeia
respiratoria. Interessantemente, existe uma interacdo bilateral (cross-talk) entre
essas fontes proxidantes, onde a ROS mitocondrial aumenta a atividade da
NADPHOox, e vice-versa, em um ciclo vicioso (Dikalov, 2011; Daiber et al., 2017).

Sob condigdes fisiologicas, a modulacdo redox assegura que a formacéo de
ROS seja de maneira controlada, mantendo baixos niveis intracelulares através do
equilibrio entre as vias oxidantes e a capacidade antioxidante. A taxa de producao
de ROS pelas vias oxidantes é contrabalanceada pela taxa de eliminacéo

coordenada pelos agentes antioxidantes endégenos, como as enzimas superoxido
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dismutase (SOD) e catalase. Por outro lado, o excesso intracelular de ROS
desencadeado por estimulos crénicos de origem end6gena ou exdgena implicam na
desregulacéo redox, estresse oxidativo e consequente lesdo e disfuncédo celular
(Droge, 2002; Mueller et al., 2005).

As ROS sédo altamente reativas e podem rapidamente oxidar lipideos
(peroxidacéo lipidica) e proteinas constituintes da membrana celular, expondo o
material genético ao dano (mutacdo ou degradacdo) (Vasdev et al.,, 2006). Na
hipertensao, Ang IlI/AT1 estimula cronicamente NADPHox principalmente via PKC,
levando a maior biodisponibilidade de ROS. Em consequéncia, o desequilibrio do
sistema redox e ativacao de diversas moléculas sinalizadoras modulam aumento no
tbnus e as alteracBes estruturais vasculares (Touyz, 2004; Montezano e Touyz,
2012; Paul et al., 2020) (Fig. 4).
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Figura 4: Ativacéo da via Ang II/AT1/NADPH oxidase e efeitos do aumento de
ROS nas células musculares lisas vasculares. Ang II: angiotensina Il; NADPHox:
NADPH oxidase; ROS: espécies reativas de oxigénio; Ca?*: célcio; NFkB: fator
nuclear kappa B; MAPK: e proteinas quinases ativadas por mitégeno; MMP:

metaloproteinases. Figura de autoria propria.
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As ROS medeiam parte do efeito vasoconstritor e hipertréfico da Ang Il pelo
aumento da concentracgdo intracelular de Ca?* através da estimulacéo da via IPs e
inibicdo da SERCA e por ativacdo dos canais idnicos de Ca?*. Além disso, as ROS
estimulam a atividade de proteinas tirosina quinases (PTK) e proteinas quinases
ativadas por mitogeno (MAPK) que controlam proliferacdo e apoptose celular.
Componentes da matrix extracelular, como as enzimas metaloproteinases, também
sao alvos das ROS, contribuindo para o remodelamento vascular, caracterizado por
degradacéo da matriz extracelular. Adicionalmente, o aumento de estresse oxidativo
modifica a expressdo génica e proteica por ativacdo de diversos fatores de
transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NFkB), o qual é responsavel pela
transcricdo de muitos genes envolvidos na inflamacao e crescimento vascular, como
interleucinas (IL) e moléculas de adesédo (Touys, 2004; Garrido e Griendling, 2009;
Sun et al., 2016; Paul et al., 2020) (Fig. 4).

Os efeitos pro-inflamatérios de Ang Il mediados pelo estresse oxidativo,
decorrem do recrutamento de células imunes, como linfocitos T e macréfagos, e da
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias. O principal mecanismo € a translocacao de
NFkB para o nucleo que induz a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-
6, interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNFa), e de quimiocinas
(proteina quimiotatica de mondcitos-1, MCP-1) (Ruiz-Ortega et al., 2000; Marchesi
et al., 2008; Crowley, 2014; Tanase et al., 2019). Ademais, sdo ativadas moléculas
de adesdo endotelial, como P-selectina, e proteina-1 de adesdo de células
vasculares (VCAM-1) que aumentam excessivamente o extravasamento, adesao e
migracao de leucécitos propiciando o remodelamento da matriz extracelular através
do aumento da fibrose, hipertrofia e apoptose (Vaziri e Rodriguez-lturbe, 2006;
Marchesi et al., 2008).

A persisténcia desses estimulos dependentes de estresse oxidativo resulta
em dano vascular caracterizado por vasoconstricao, disfuncéo endotelial, hipertrofia
e hiperplasia de CML e inflamacao (Touys, 2004). Afirmando esses mecanismos, é
demonstrado que terapias com atenuadores da atividade do SRA, como
bloqueadores dos receptores AT1 e inibidores da ECA, reduzem o estresse oxidativo

e inflamacgéo independentemente da reducgéao da PA (Dandona et al., 2007).
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Embora existam indmeras classes de medicamentos anti-hipertensivos
disponiveis, o controle e manutencdo da PA em niveis fisiolégicos ainda & um
desafio atual. Neste sentido, os recursos naturais, particularmente os alimentos
funcionais, tem despertado interesse da comunidade cientifica como uma alternativa
de tratamento auxiliar e ndo farmacol6gico para os pacientes hipertensos. Nesta
vertente os probidticos, vém se destacando como uma estratégia terapéutica de
grande valia, uma vez que compreende uma fonte natural de moléculas bioativas
com atividade anti-hipertensiva e inibitéria da ECA (Priyanto et al., 2015; Mirzapour
et al., 2017; Chen et al., 2018; Paisansak et al., 2020).

1.2. Probidticos no tratamento da hipertensao arterial

E recente, mas expressivo, o despertar da comunidade cientifica pelo estudo
da microbiota intestinal a fim de compreender o papel deste complexo nicho,
composto por trilhdes de microrganismos, na manutencao do equilibrio fisiologico e
no desenvolvimento de doencas (Fig. 5). As novas evidéncias apontam a crucial
contribuicdo desse microbioma na regulacdo da PA e, por sua vez, no
desenvolvimento e progressao da hipertensdo (Yang et al., 2018; Vasquez et al.,
2020) (Fig. 5).
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Figura 5: Curso temporal do numero de publicacdes relacionadas aos termos
“gut microbiota” e “microbiota and hypertension”, nas ultimas duas décadas.

Fonte: Plataforma PubMed (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed).

A disbiose intestinal, que se caracteriza pelo desequilibrio de componentes e
da funcdo da microbiota, tem sido apontada como um importante fator das génese
do aumento da PA em modelos experimentais de hipertensdo (Santisteban et al.,
2017; Yang et al., 2015; Mell et al., 2015; Stewart et al., 2016) e individuos
hipertensos (Li et al., 2017; Dan et al., 2019; Mushtaq et al., 2019). Deste modo, a
modulacdo da microbiota intestinal, visando um estado mais préximo do equilibrio
intestinal (simbiose), é uma estratégia promissora para o manejo da hipertensao.
Neste sentido, os alimentos funcionais, como os probiéticos, tém se revelado como

uma viavel terapia coadjuvante, ndo farmacoldgica, de controle da PA.

Os probioticos sao preparacdes contendo microorganismos Vivos ouU Seus
componentes que podem conferir um beneficio a saude do hospedeiro (Lopitz-Otsoa
et al., 2006). Nas ultimas duas décadas € notavel o crescimento de estudos com
probiéticos visando a compreensdo de seus efeitos sobre diversas doengas e
disfuncdes (Fig. 6A). No tocante a hipertenséo, ja tem sido demonstrada a eficacia
da utilizacdo de probidticos na reducéo da PA, em animais e individuos hipertensos,
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através dos seus efeitos cardiovasculares e propriedade anti-hipertensiva (Chen et
al., 2014; Yap et al., 2016; Ahtesh et al., 2018; Ganesh et al., 2018).

As propriedades funcionais desses alimentos sdo atribuidas, em parte, ao
conteldo de componentes bioativos, como 0s peptideos com potente atividade
inibitéria da ECA, os quais tem impactado na manutencéo da presséo arterial sem
efeitos colaterais. Em concomitancia, essas recentes investigacdes sinalizam para
o impacto da modulacdo da PA pelo probidtico Kefir (Kanbak et al., 2014; Friques et
al., 2015; Monteiro et al., 2020), refletindo nos Ultimos anos no aumento expressivo
de estudos visando a compreensao de suas propriedades funcionais e componentes
(Fig. 6B).
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Figura 6: Curso temporal do numero de publicacdes relacionadas ao termo
“probiotics”, nas ultimas duas décadas. Crescimento no numero de
publicagdes sobre “kefir” nos periodos 2000-2010 e 2011-2021. Fonte:
Plataforma PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

1.3. Kefir

O Kefir € uma bebida lactea probidtica detentora de diversas propriedades
funcionais, que incluem: atividade anti-inflamatoria, antioxidante e antiproliferativa,
efeito anti-hipertensivo, hipoglicemiante, antialérgico e antiulcerativo, entre outras
(Bourrie et al., 2016; Rosa et al., 2017; Peluzio et al., 2021). Nas montanhas do

Caucaso do Tibet, em 2000 a.C., o Kefir era considerado uma riqueza familiar e seus
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graos eram tradicionalmente ofertados de geragdo em geragcdo. O nome “kefir’
origina-se do eslavo “keif”, significando "bem-estar" ou “viver bem”, em razdo da
sensacao geral de saude e beneficios que proporcionava ao organismo de quem o
consumia (Bourrie et al., 2016). Particularmente, o Kefir se difere dos demais leites
fermentados, pois apresenta como cultura iniciadora os graos de Kefir, que
consistem em um complexo e especifico microbioma envolto por uma matriz de

polissacarideos denominada kefiran (Ahmed et al., 2013; Nejati et al., 2020).

Os graos de Kefir sdo estruturas globulares irregulares e gelatinosas, brancas
ou levemente amareladas, com tamanho variando entre 0,3 e 3,5 cm de diametro. A
matriz kefiran & formada a partir da acdo de Lactobacillus kefiranofaciens e
Lactobacillus kefiri e auxilia na relacdo simbidtica entre 0s microorganismos
presentes nos graos (Prado et al., 2015). O microbioma é formado por uma ampla
diversidade de bactérias fermentadoras do acido lactico e 4cido acético, bem como
de leveduras. Entretanto, os tipos e quantidade variam de acordo com a origem
geografica dos graos, assim como as condi¢cdes que foram cultivados, como a
temperatura, tipo de leite e tempo de incubacéo (Rosa et al., 2017; Nejati et al.,
2020). A partir da incubagcédo dos graos com leite integral e pausterizado (vaca,

cabra, camelo, entre outros), é formada uma bebida fermentada de aspecto viscoso,



35

pH de 4,6, levemente carbonada e de sabor &cido (Farag et al., 2020). As etapas de

preparo do leite fermentado do Kefir sdo detalhadas na Figura 7.

ETAPAS DE FERMENTAGAO DO KEFIR
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Figura 7: Etapas da preparacgao do leite fermentado do Kefir. Na primeira etapa
de fermentacdo, os graos de Kefir sdo incubados com leite integral pasteurizado de
origem animal, em temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, o conteudo
fermentado é separado (coado) dos gréos e armazenado a 4°C (geladeira) por mais
24 horas para a segunda etapa de fermentacao. Essa fase € crucial para que todo
contelido de lactose seja consumido. Apéds, o produto final pode ser armazenado a

4°C até o consumo. Figura de autoria propria.

Os microorganismos presentes no Kefir apresentam potencial probiotico. Ja
foram isoladas diversas espécies de microorganismos no Kefir dos quais
apresentam resisténcia a baixos pH e sais biliares do trato gastrointestinal além da
capacidade de se aderir a mucosa do intestino (Golowczyc et al., 2008).

Adicionalmente, a microbiota do Kefir produz substancias antagonistas como acidos
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organicos e bacteriocinas (Silva et al., 2009) e interferem na adeséo de bactérias
patogénicas na mucosa intestinal, contribuindo assim para a melhora da saude do

intestino e do organismo (Xie et al., 2012; Rosa et al., 2017).

Além da propriedade probidtica direta, os inumeros beneficios do Kefir a
saude sdo atribuidos aos nutrientes e aos compostos com atividade bioldgica que
sao liberados durante a fermentacdo do leite e no trato gastrointestinal (Guzel-
Seydim et al.,, 2011; Ahmed et al., 2013; Farag et al., 2020). Com relacdo ao
processo de fermentagdo, esse é um fator crucial para o enriquecimento da
composicéo do leite fermentado, sendo a qualidade e a quantidade de constituintes
do produto final alterada por diversos fatores, como a origem animal do leite,

temperatura e tempo de incubacéo (Rosa et al., 2017; Farag et al., 2020).

O Kefir € uma bebida de alto valor nutricional devido a sua rica composicéo
quimica formada por vitaminais, minerais, carboidratos, proteinas, aminoacidos,
peptideos e lipideos (Fig. 8). Além disso, &cido lactico, peptideos bioativos,
exopolissacarideos, antibiéticos e numerosas bacteriocinas sdo produzidos pela
atividade das bactérias lacticas durante a fermentagdo. Esse processo também
propicia o enriquecimento do contetdo de vitaminas B1, B12, K, acido folico, calcio

e aminoacidos (Guzel-Seydim et al., 2011; Bourrie et al., 2016; Farag et al., 2020).
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Figura 8: Constituintes da bebida fermentada do Kefir. Figura de autoria propria.

Recentes estudos em modelos experimentais de hipertensdo arterial

explicitaram a acdo do Kefir sobre a microbiota intestinal impactando no sistema

cardiovascular e na reducédo da PA (Tabela 1). Em estudos realizados com ratos

espontaneamente hipertensos (SHR) e com hipertenséo renovascular, 0 consumo

cronico de Kefir atenuou a elevagéo anormal da PA e FC (Friques et al., 2015; Klippel
et al., 2016; Silva-Cutini et al., 2019; Amorim et al., 2019; Monteiro et al., 2020).

Adicionalmente, esses animais apresentaram reducdo da hipertrofia cardiaca,

melhora da funcéo cardiaca, reducdo da disfuncdo endotelial e da vasodilatagédo

(Friques et al., 2015; Silva-Cutini et al., 2019). Esses efeitos podem ser atribuidos

aos peptideos anti-hipertensivos do Kefir (Amorim et al., 2019; Monteiro et al., 2020).
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Tabela 2: Estudos que demonstraram o efeito anti-hipertensivo do Kefir em
modelos experimentais de hipertenséo.

Modelo Duracéao do tratamento Referéncia

SHR 7, 15, 30 e 60 dias Friques et al., 2015

SHR 60 dias Klippel et al., 2016

SHR 60 dias Brasil et al., 2017

SHR 60 dias Silva-Cutini et al., 2019

Dieta hipersédica 30 dias Kanbak et al., 2014
Camundongos 2R1C 60 dias Monteiro et al., 2020
Ratos 2R1C 14 dias Amorim et al., 2019

SHR: ratos espontaneamente hipertensos; 2R1C: 2 rins, 1 clip.

Diversos compostos bioativos, como os peptideos, sdo componentes de
fontes naturais (alimentos, plantas, animais ou microrganismos) e apresentam uma
ampla variedade de efeitos em outro organismo (Fernandes et al., 2019; Grajek et
al., 2005). O leite fermentado do Kefir representa uma mistura complexa da qual
podem ser obtidos diversos fragmentos biologicamente ativos, liberados a partir da
protedlise (Guzel-Seydim et al., 2011; Izquierdo-Gonzalez et al., 2019; Nejati et al.,
2020), que exercem multiplas acdes, como papel imunomodulador, antitumoral,
antioxidante e antihipertensivo (Quirés et al., 2005; Amorim et al., 2019; Nejati et al.,
2020; Chen et al., 2020). O Kefir tem uma concentracdo maior de peptideos bioativos
e aminoacidos livres comparado ao leite e, portanto, detém maiores propriedades
funcionais (Amorim et al., 2019). A protedlise pode ocorrer de diversas maneiras
(Nejati et al., 2020):

a) Enzimas proteoliticas de bactérias lacticas na fermentacao;
b) Enzimas digestivas (como tripsina e proteases) no trato gastrointestinal;

c) Enzimas proteoliticas de microrganismos no trato gastrointestinal.
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No processo de fermentacéao, a acidificacdo do pH pela atividade proteolitica
das bactérias lacticas resulta na desnaturacao e coagulacao das proteinas do leite,
liberando estruturas menores de proteinas (oligo, di ou tripeptideos). Esses
fragmentos, por sua vez, sao hidrolisados por endopeptidases e aminopeptidases
em aminoacidos e peptideos livres, que sdo facilmente absorvidos promovendo
atividade bioldgica e efeitos fisioldgicos locais (no trato gastrointestinal) e sistémicos
(ap6s absorcao pela mucosa intestinal) (Adolfsson et al., 2004; Fernandez et al.,
2017). Vale ressaltar, que esse processo de protedlise e liberacdo de moléculas

funcionais ocorre de maneira semelhante no trato gastrointestinal.

Estudos tém demonstrado que a maioria dos peptideos identificados no Kefir
exibem atividades anti-hipertensiva e inibitéria sobre a ECA e sdo derivados da
caseina e proteinas do soro (Quirds et al., 2005; Amorim et al., 2019). Um estudo
proteopeptidémico realizado com a bebida Kefir sequenciou 35 peptideos com
potencial atividade anti-hipertensiva devido a propriedade de inibicdo sobre a ECA
(Amorim et al., 2019). Dentre esses, 0 heptapepideo AVPYPQR, derivado da B-
caseina, destacou-se na analise de docking molecular quanto a sua forte interacéo
contra o sitio catalitico da ECA, evidenciando assim seu possivel expressivo efeito
inibitério. A sua acao hipotensora se baseou nas caracteristicas fisico-quimicas que
podem estar relacionadas a uma melhor afinidade com a ECA (Lunow et al., 2015;

Rai et al., 2017), sendo elas:

- Presenca de 2-12 amino&cidos com dois sitios ativos da ECA no dominio N
e C;

- Presenca de aminoacidos hidrofébicos, como Tirosina (Y), Fenilananina (F),
Triptofano (W), Alanina (A), Valina (V) e Metionina (M);

- Presenca de aminoacidos carregados positivamente, como Arginina (R) e
lisina (K)

- Aminoécido Prolina (P) na posi¢ao C terminal dos peptideos.
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Adicionalmente, nas analises in silico, AVPYPQR apresentou otima
solubilidade em &4gua e ndo apresentou sitios de clivagem para as enzimas gastricas
(tripsina, quimotripsina e pepsina), o que poderia interferir na biodisponibilidade oral
(Amorim et al., 2019). Ademais, ensaios in vitro avaliaram a permeabilidade celular
através da passagem apical/basolateral e observaram que esse peptideo foi capaz
de atravessar a monocamada epitelial de células Caco-2 alcangcando o
compartimento basolateral (Tonolo et al.,, 2018). Portanto, AVPYPQR, o qual
denominamos de Kef-1, apresenta um potencial acdo como um inibidor da ECA
devido as diversas caracteristicas fisico-quimicas e funcionais que evidenciam sua

forte influéncia nas propriedades anti-hipertensivas atribuidas ao Kefir.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos farmacologicos para o tratamento da hipertenséo
arterial, a manutencéo da PA em valores fisioldgicos ainda permanece um desafio
para a ciéncia. Embora os valores normais de PA séo atingidos, muitos pacientes
permanecem em risco para desenvolver um evento cardiovascular, devido aos

niveis elevados de estresse oxidativo e inflamacéao.

Atualmente h4 uma busca constante por estratégias que auxiliem no
tratamento de doencas de grande incidéncia na populacdo, como a hipertensdo
arterial. Nesta vertente, destacam-se o0s alimentos funcionais, entre eles os
probidticos e seus compostos bioativos que atuam como importantes moduladores
da PA. O probidtico Kefir vem ganhando visibilidade como uma promissora
estratégia de terapia adjuvante na hipertensdo. O efeito anti-hipertensivo direto do
Kefir parece ser devido a presenca de peptideos inibidores da ECA. Por outro lado,
indiretamente, o efeito anti-hipertensivo do Kefir também pode estar associado a sua

acdo antioxidante e anti-inflamatoria.

Desta forma, estudos que visam a identificacéo e caracterizacao de peptideos
bioativos presentes no Kefir sdo importantes para a compreensao dos beneficios
associados ao consumo deste probiotico de baixo custo e facil acesso. Portanto,
fazem-se necessarios estudos capazes de demonstrar, além do efeito anti-
hipertensivo, as acfes antioxidante e anti-inflamatoria, de moléculas bioativas
isoladas do Kefir de leite, para assim justificar o consumo deste probi6tico como
adjuvante no tratamento de doencas como a hipertenséo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a atividade anti-hipertensiva, antioxidante e anti-inflamatéria do
peptideo Kef-1, um inibidor da ECA derivado do Kefir, no modelo experimental de

hipertensao 2- rins, 1- clip.

3.2 Objetivos especificos
- Determinar a capacidade de inibicdo da ECA pelo peptideo Kef-1 in vitro.

- Avaliar o efeito da administracéo oral do peptideo Kef-1 (tratamento agudo) sobre

as alterac6es hemodinamicas.

- Avaliar o efeito da administracao oral diaria do peptideo Kef-1 (tratamento crénico)

sobre:

- As alteracdes hemodinamicas;

- O estresse oxidativo sistémico e vascular;

- A inflamacgéo sistémica e vascular;

- A viabilidade e apoptose das CML da aorta;

- As vias pré-oxidantes nas CML da aorta;

- O potencial de membrana mitocondrial de CML da aorta;
- O remodelamento de aortas;

- A camada endotelial de aortas.
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4. METODOS

4.1. Capacidade de inibicdo de Kef-1 sobre a ECA (in vitro)

Primeiramente, o peptideo Kef-1 foi sintetizado pela empresa AminoTech
(http://'www.aminotech.net.br/, SP, Brasil), com grau de pureza superior a 95%. A
capacidade de inibicdo do peptideo Kef-1 sobre a ECA in vitro foi avaliada utilizando
Técnica de Transferéncia de Energia de Fluorescéncia por Ressonancia, descrita
por Alves e colaboradores (2005). O peptideo sintético Abz-FRK (Dnp) P-OH
(Aminotech, SP, Brasil) foi utilizado como substrato para quantificar a atividade da
ECA no homogenato de pulméo de camundongo, utilizado como fonte da enzima. A
hidrolise Abz-FRK (Dnp) P-OH pela enzima resulta na liberacdo do produto Abz-FR,

emitindo fluorescéncia.

Resumidamente, Kef-1 foi ressuspendido em agua e avaliado de acordo com
o IC50 previamente descrito na literatura (Pihlanto-Leppala et al., 1998; Perpetuo et
al., 2003). Os testes foram realizados a 37°C em tamp&o Tris-HCI (0,1 M pH 7)
contendo NaCl (50 mM) e ZnCI2 (10 mM), por 90 minutos. A taxa de hidrélise do
substrato Abz-FRK (Dnp) P-OH (10 uM) foi avaliada para obter a atividade inibitoria
sobre a ECA. O ensaio foi adaptado a um leitor de placas de 96 pocos e a
fluorescéncia foi mensurada a 320 nm de excitacdo e emisséo de 420 nm, em um
leitor de microplacas LUX Varioskan Multimode (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). A atividade da ECA foi apresentada como unidades relativas de
fluorescéncia (RFU) vs tempo de reacdo e a inibicdo foi calculada como

porcentagem de inibicdo em relag&o ao controle positivo (captopril).

4.2. Animais experimentais

Os experimentos foram conduzidos em camundongos C57BL/6J machos (10
semanas de idade, ~23g) provenientes de colonia de criacdo propria do Biotério do
Biopraticas da Universidade Vila Velha (ES, Brasil). Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité Institucional de Cuidado e Uso de
Animais da Universidade Vila Velha (protocolo #489-2018) e conduzidos dentro dos

preceitos éticos para estudo em animais, de acordo com o Guia para o Cuidado e
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Uso de Animais de Laboratério (NIH- No. 85-23, revisado em 1996). Os animais
foram alojados em gaiolas plasticas individuais com livre acesso a agua e racao
(Labina®, Purina) durante todo o periodo experimental e foram submetidos a um
ciclo circadiano padréo de 24 horas (12 h claro/12 h escuro) em sala com controle
de temperatura (22-23°C) e umidade (60%).

4.3. Modelo de hipertensao 2-rins, 1-clip (2R1C)

No intuito de avaliar os efeitos de Kef-1 sobre a hipertensdo dependente de
Ang IlI, o modelo 2R1C foi produzido. Primeiramente, os camundongos foram
anestesiados com uma solugdo de cetamina (91 mg/kg, i.p.) e xilazina (9,1 mg / kg,
i.p.). ApOs assepsia da area (élcool 70%), uma incisdo no flanco esquerdo foi
realizada para exposi¢ao do rim. Com auxilio de uma lupa cirdrgica, a artéria renal
esquerda foi cuidadosamente dissecada dos tecidos adjacentes. Posteriormente,
um clipe de aco inoxidavel em forma de U (abertura de 0,12 mm) foi colocado ao
redor da artéria renal, préximo a aorta abdominal. Alguns animais foram submetidos
a cirurgia Sham, que consiste na realizacdo dos mesmos procedimentos cirargicos,

exceto a colocagao do clipe.

Apoés 14 dias de clipagem ou cirurgia Sham, a PAS foi mensurada, em
camundongos conscientes, por pletismografia de cauda (CODA Mouse Tail-Cuff
Blood Pressure System, Kent Scientific Co., Connecticut, EUA) para confirmacgéo da

efetividade da indugcdo do modelo de hipertensao 2R1C.

4.4. Grupos experimentais e tratamento

Os camundongos foram divididos em trés grupos experimentais (Fig. 9):
- SHAM: recebeu veiculo (agua);

- 2R1C: recebeu veiculo (agua);

- 2R1C Kef-1: recebeu o peptideo Kef-1 (10 mg/kg/dia).

Os tratamentos foram realizados via gavagem, no periodo de 7 dias.
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Figura 9: Delineamento experimental e métodos realizados no presente

estudo. Figura de autoria propria.

4.5. Avaliacdo hemodinamica: mensuracdo ndao-invasiva da PA por

pletismografia de cauda

A PA e FC foram mensuradas em camundongos conscientes por
pletismografia de cauda (CODA Mouse Tail-Cuff Blood Pressure System, Kent
Scientific Co., Connecticut, EUA) em trés tempos diferentes: 14 dias ap0s a cirurgia,
3 horas e 7 dias apds os tratamentos. E importante ressaltar, que os animais foram
adaptados a esse procedimento por um periodo de 3 dias antes dos registros
pressoricos e todos os pulsos de presséo foram registrados somente apds atingir
um estado hemodinamico estavel. Os animais foram acondicionados em um tubo de

contengdo sob uma manta aquecida, com um cuff de pulso pneumatico acoplado na
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regido proximal da cauda. Um esfigmomanometro foi insuflado e desinsuflado
automaticamente e os valores pressoricos e de FC foram obtidos através dos sinais
do transdutor acoplado a um computador (Fig. 10). Vinte medidas validas foram

obtidas de cada animal e o valor das variaveis foram dadas como a média dessas

medidas.

[ AVALIACAO HEMODINAMICA NAO-INVASIVA/PLETISMOGRAFIA DE CAUDA ]
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Figura 10: Sistema de mensuracdo n&o-invasiva da presséo arterial por
pletismografia de cauda. A: Camundongo no interior do tubo de contengéo sobre
uma manta aquecida; cuffs de pulso pneumatico; B: Cuffs posicionados na cauda do
animal e acoplados ao sistema CODA; C: Planilha gerada ao final dos registros de
pulsos pressoricos apresentando os valores de pressao arterial sistolica, diastolica,

média e frequéncia cardiaca. Figura de autoria propria.
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O efeito anti-hipertensivo agudo (3 horas apdés tratamento) e crénico (7 dias
apos tratamento) foi avaliado pela variacdo da diferenca (delta) entre as medidas de
PAS, PAD e PAM antes e ap0s os tratamentos. O delineamento experimental do

estudo é apresentado na Figura 10.

4.6. Eutanasia e coleta de sangue

Apoés 7 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados com tiopental
sédico (100 mg/kg, i.p.). O sangue venoso foi coletado por puncdo cardiaca e
armazenado (4°C) para analises posteriores. O plasma foi separado por
centrifugagéo (3500 rpm, 10 min) e armazenado (-20°C) até o momento dos ensaios.
Apoés, os camundongos foram perfundidos com solucdo salina tamponada com

fosfato (PBS, pH 7,4; glicose 01M) para remoc¢ao da aorta toracica.

4.7. Isolamento das células vasculares

Para o isolamento das CML, a aorta toracica foi cuidadosamente retirada e
colocada em placa de Petri sobre o gelo, banhada em solugdao Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM; SigmaAldrich, Saint Louis, MO, USA), para a remocéo de
todo o tecido conjuntivo, adiposo e a adventicia. Posteriormente, a aorta foi cortada
em pequenos pedacos com o auxilio de uma tesoura cirdrgica e assim, as células
foram mecanicamente isoladas por trituracao utilizando um homogeneizador (ultra-
turrax— Ultra Stirrer). Uma aliquota da suspenséo de células foi contada em uma
camara Neubauer. As amostras foram consideradas viaveis quando =280% das

células estavam vivas.

Apos o isolamento celular, a presenca de CML na amostra foi confirmada pela
expressao da proteina alfa-actina de muasculo liso avaliada por citometria de fluxo

(FACSCanto Il, BD Biosciences, EUA). As seguintes etapas foram realizadas:

1) 1x10° de células foram fixadas e permeabilizadas com solugédo
Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences, EUA) por 20 minutos, no gelo e protegido da

luz;
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2) As células foram centrifugadas (10 minutos, 1200 rpm) e lavadas 2x com
tampao Perm/Wash™ (BD Biosciences, EUA);

3) As amostras foram incubadas com solucdo de albumina (5%) por 60

minutos em temperatura ambiente, objetivando o bloqueio de ligacdes inespecificas;

4) O anticorpo primario anti-alfa actina de musculo liso (a-SMA; Sigma-

Aldrich, EUA) foi incorporado a amostra (1:200) overnight, a 4°C;

5) As células foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo
secundario Alexa fluor 488 (1:200; Invitrogen, Invitrogen Life Technologies, EUA) por

45 minutos, em temperatura ambiente e protegido da luz;

6) Apds lavagem (3x) com PBS, as amostras foram incubadas durante 20 min
a 4°C com 7-Aminoactinomicina D (7-AAD, BD Biosciences, EUA), um agente

intercalante de DNA.

Os dados foram adquiridos no FACSCanto Il (BD) e analisados no software
FACSDiva (BD Biosciences, EUA).

4.8. Analise dos niveis intracelulares de ROS

O efeito antioxidante de Kef-1 foi avaliado nas células sanguineas e CML
através da andlise por citometria de fluxo da producdo de ROS. Previamente, nas
amostras de sangue, a lise de hemacias foi induzida pela adicdo de cloreto de
amonio (10 minutos, a 37°C). Anion superdxido (+O2-) e per6xido de hidrogénio
(H202) intracelular foram mensurados por mudancas na mediana da intensidade de
fluorescéncia (MIF) emitida por di-hidroetidina (DHE, Sigma-Aldrich, EUA) e
diclorofluoresceina (DCFDA, Sigma-Aldrich, EUA), respectivamente. 1x10° células
foram incubadas com 160 mmol/L de DHE e 20 mmol/L de DCFDA a 37 °C por 30
minutos, protegido da luz. As células foram lavadas, ressuspendidas em PBS e
analisadas por citometria de fluxo (10.000 eventos; FACSCanto Il, BD). Os
histogramas de sobreposi¢cédo foram analisados com o software FlowJo (Tree Star,
LLC, Ashland, OR, EUA).
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4.9. Analise sistémica da fragmentacdo de DNA: ensaio do cometa alcalino

O dano ao DNA foi avaliado em células sanguineas utilizando o ensaio de
cometa alcalino (eletroforese em gel de célula Unica), baseado em Singh et al. (1988)
apos pequenas adaptacdes estabelecidas em nosso laboratério (Tonini et al., 2013)
(Fig. 11).

V
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L —
1°: Preparacdo das laminas 2°: Lise celular 3°: Desenovelamento e eletroforese
mmmmmmm == ‘: -
4°: Neutralizagao 5°: Fixacao 6°: Andlise citologica

Figura 11: Etapas do protocolo de cometa alcalino. Figura de autoria propria.

1) Preparo das laminas

Previamente, laminas histologicas de bordas lapidadas foram pré-revestidas
com agarose com ponto de fusdo normal (Normal Melting Point Agarose, Sigma-
Aldrich, EUA) a 1,5% em PBS a 65°C (banho-maria). Posteriormente, uma segunda
camada de agarose foi incorporada a lamina. Foi adicionado em um microtubo 10
uL (~2 x 10%) de suspenséo de células e 110ul de agarose de baixo ponto de fusédo
(Low Melting Point Agarose, Sigma-Aldrich, EUA) a 1% em PBS a 37°C. Apos
homogeneizacédo, a solucdo foi distribuida nas laminas pré-revestidas, revestidas

com laminulas e resfriadas a 4°C até a polimerizacdo da agarose.
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2) Lise, desenovelamento e eletroforese

A etapa de lise tem como objetivo o rompimento das membranas celulares.
Apos gelatinizacdo da segunda camada, as laminulas foram removidas e as laminas
foram incubadas em solugéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 1%
Triton X-100 e 10 % DMSO, pH 10,0-10,5) durante 1 hora a 4°C. Em seguida, as
laminas foram retiradas da solucdo de lise e lavadas com agua gelada e
posteriormente com PBS, com objetivo de inibir as enzimas reparadoras do DNA.
Posteriormente, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese (Biorad)
preenchida com tampao alcalino (em mmol/L: 300 NaOH e 1 EDTA, pH> 13) por 40
min a 4 °C e conduzidas a 300 mA e 32 V (1 V/cm) por 20 min. Em seguida, as
laminas foram neutralizadas com tampéao Tris (0,4 mol/L, pH 7,5) por 5 min (3 vezes)

e, por fim, fixadas com &lcool metiico para fixagdo por 20 minutos.

3) Analise citoldgica

A migracdo de fragmentos de DNA em direcdo ao catodo cria uma “cauda”
de cometa, visualizada por coloracdo com brometo de etidio (20 pyg/mL, Sigma-
Aldrich, EUA). Em seguida, as imagens foram obtidas com aumento de 20x em
microscopio 6ptico de fluorescéncia (Eclipse TI, Nikon Instruments Inc., Melville, NY,
EUA) equipado com filtros de excitacdo (420-490 nm) e barreira (520 nm). As
imagens codificadas foram adquiridas com camera CCD (Nikon) e analisadas com
o programa CASP (dominio publico). Utilizamos o parametro momento da cauda (tail
moment) para quantificacdo da extensdo do dano ao DNA. As imagens de 50
nucleoides de cada amostra, selecionados aleatoriamente, foram analisadas para

cada animal.

4.10. Avaliacao sistémica da peroxidacao lipidica plasmética

A peroxidacéo lipidica plasmética foi determinada medindo as substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) com base na reacéo entre o malondialdeido
(MDA) e o acido tiobarbitarico (TBA). Para a reacdo, amostra de plasma foi

adicionada a solucédo de acido perclorico 7% (Merck Millipore, Massachusetts, EUA)
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e homogeneizada em vortex por 1 minuto. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
incubado com 0,06% de TBA a 95 °C por 60 min, protegido da luz. A leitura foi
realizada a 532 nm em um leitor de microplaca (Spectra-MAX-190, Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, EUA). O nivel de MDA foi expresso em mM.

4.11. Anadlise da viabilidade e apoptose de células musculares lisas

As CML viaveis e apoptoticas foram quantificadas pelo kit de deteccdo de
apoptose anexina V-FITC/PI (BD Biosciences, EUA). No estagio de apoptose inicial,
a anexina se liga ao fosfolipideo fosfatidilserina que esté externalizado & membrana
plasmatica. Ja& na fase de apoptose tardia, a desintegracdo da membrana celular
possibilita a entrada de iodeto de propideo (PI) no nacleo celular e sua intercalacao.
A suspensdo de 10° células foram ressuspendidas em tampéo de ligacdo e
posteriormente incubadas com Anexina V — FITC (2 uL) e PI (2 pL) por 15 minutos
em temperatura ambiente e protegido da luz. As amostras foram analisadas por
citometria de fluxo (FACSCanto II, BD Biosciences, EUA) para quantificar a taxa de
viabilidade em Q3 (anexina/Pl duplo negativo) e apoptose em Q2 (anexina/Pl duplo
positivo, que indica células apoptéticas tardias) e Q4 (anexina positiva, mas PI
negativo, que indica células apoptéticas precoces). Entdo, a taxa apoptética foi

determinada como a porcentagem de Q2 + Q4.

4.12. Avaliacdo das vias oxidantes nas células musculares lisas

Para investigar o efeito de Kef-1 sobre as principais vias pré-oxidantes, a
producdo de ROS pela NADPH oxidase (NADPHox) e mitocéndria foi avaliada nas
CML na presencga dos inibidores especificos. As CML foram incubadas com 600 yM
de apocinina (inibidor da NADPHox) por 10 min e 1 uM de cianeto de carbonila 3-
clorofenilhidrazona (CCCP, inibidor da mitocéndria) por 45 min. Em seguida, a
producdo de ROS foi analisada por citometria de fluxo utilizando as sondas
fluorescentes DHE e DCF, conforme descrito anteriormente. A contribuicdo relativa
de NADPHox e mitocdndrias foi determinada pela diferenga (A) entre a produgao de

ROS antes e apos a inibicdo especifica.
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4.13. Analise do potencial de membrana mitocondrial (PMM) nas células

musculares lisas

Para determinar o PMM, as CML (10°) foram incubadas por 60 min (37 °C, no
escuro) com uma solugdo contendo o corante JC-10 (Sigma-Aldrich, EUA). JC-10 é
um corante catiénico e lipofilico que ao penetrar na mitocéndria polarizada forma
agregados em forma de polimeros vermelhos fluorescentes, sendo analisado no
canal de fluorescéncia FL2 (Aex = 540/Aem = 590 nm). Quando ha o colapso do
PMM, a concentragéao de JC-10 aumenta no citosol, formando monoémeros emitindo
fluorescéncia verde e analisados no canal de fluorescéncia FL1 (Aex = 490/Aem =
525 nm) (Fig. 13). Células ndo marcadas (somente veiculo) e células tratadas com
CCCP foram consideradas como controle negativo e positivo, respectivamente, e
utilizadas para as configuragbes de compensacéo da fluorescéncia no FACSDiva
software (BD). Os dados foram analisados pelo software FCS Express (De Novo) e
expressos como porcentagem de emissédo de fluorescéncia vermelha e verde. O

PMM foi determinado pela razdo de fluorescéncia vermelha para verde.

4.14. Avaliacao sistémica dos niveis de citocinas inflamatorias

Os niveis das citocinas IL-6, TNF-a, IFN-y e MCP-1 foram determinados no
plasma por citometria de fluxo utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA) - Mouse
Inflammation Kit (BD Biosciences). O principio do método de dosagem com o kit
CBA consiste na ligagao de anticorpos com as citocinas de interesse. O kit oferece
cinco grupos de microesferas, apresentando intensidades de fluorescéncia
diferentes, revestidas com anticorpos especificos para cada tipo de citocina,
denominadas “esferas de captura”. Para as dosagens, as esferas de captura
especificas para cada citocina, foram agrupadas e posteriormente misturadas com
25 pL de cada amostra a fim de permitir a ligacdo das esferas de captura com as
possiveis citocinas presentes na amostra. Em seguida, foram adicionados a essa
mistura anticorpos monoclonais anti-citocinas de camundongos, conjugados com o
fluorocromo ficoeritrina (PE). Apos esta etapa (de marcacao), a fluorescéncia de um
total de 5000 microesferas por amostra foi lida em citdbmetro de fluxo FACSCanto |l
(BD), com base em graficos de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Curvas

de calibracdo estabelecidas separadamente sdo usadas para determinar a



53

concentracdo de cada analito na amostra de teste, usando software de anélise FCAP

Array ™_Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.15. Avaliacdo plasmatica da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para a determinacao da atividade da MPO plasmética, 12 uL de plasma e 236
pL de solugédo de o-dianisidina (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionadas em
microplaca de 96 pocos. A leitura foi realizada a 460nm em um leitor de microplacas
(Spectra-MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) em 0 e 15 minutos. O
resultado foi expresso em u.a./mg proteina. A quantificacao da proteina foi realizada
usando o método de Bradford (Bradford, 1976).

4.16. Quantificacdo de NO nas células musculares lisas

As CML foram incubadas com diaminofluoresceina (DAF-2T, SigmaAldrich,
EUA) para medir os niveis intracelulares de NO. 10® C foram incubadas com 2
pmol/L de DAF-2T a 37 °C por 180 minutos, protegido da luz. Entdo, as CML foram
lavadas e ressuspendidas em PBS e analisadas por citometria de fluxo (FACSCanto
I, BD Biosciences, EUA). Os dados foram adquiridos utilizando o software
FACSDiva (BD Biosciences, EUA) e os gréaficos dot plot (DAF-2T x FCS) foram
analisados usando o software FlowJo (Tree Star, LLC, Ashland, OR, EUA). Os dados

sao expressos como porcentagem de células positivas para DAF-2T.

4.17. Avaliacdo morfométrica e quantificacdo de coldgeno no arco aortico

Primeiramente, o arco aértico foi dissecado do tecido conjuntivo adjacente e
fixado em formaldeido (4%). As amostras foram desidratadas com banhos
sequenciais de 30 minutos em solucdes de etanol 70%, 95% e 100%. Em seguida,
o0 arco aodrtico foi incorporado a Historesina (Leica, Alemanha) e, apos a
polimerizacao, foram confeccionados cortes de 5 ym no micrétomo (Leica RM 2125,
Alemanha). Ap6s secagem, os cortes fixados nas laminas foram corados com
hematoxilina e eosina (H&E) para analise morfométrica e picrosirius red para

quantificacdo de colageno. As imagens foram capturadas com aumento de 4x, 20x
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e 40x por meio de uma camera de video (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss, Germany)
acoplada a um microscopio 6ptico (AX70, Olympus Corporation). As andlises foram
realizadas no software ImageJ (NIH, EUA). As analises morfométricas foram

calculadas de acordo com a metodologia proposta por Ceron et al. (2012):

o Area da secéo transversal (AST) = area interna do limen (Ai) - area

externa (Ae);
o Diametro externo (DE) = 4Ae/,;
o Diametro interno (DI) = 4Ai/T;

o Espessura da média (M) = (DE-DI)/2.

4.18. Avaliacdo ultraestrutural do endotélio adrtico

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada seguindo uma
modificacdo dos métodos descritos anteriormente (Friques et al., 2020). As aortas
foram removidas e dissecadas do tecido conjuntivo adjacente. Imediatamente, as
aortas foram fixadas em solucao de Karnovsky (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido
2% e tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2) por 24 horas e longitudinalmente abertas no
estereomicroscopio (Leica Microsystems). Posteriormente, as amostras foram pos-
fixadas em solugcdo de tetroxido de 6ésmio 1% e ferrocianeto de potassio 1,25%
(Sigma-Aldrich, EUA) por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram desidratadas
em etanol (30, 50, 70, 90 e 100% - 30 minutos cada), secadas ao ponto critico de
COzliquido (Autosandri-815, Tousimis), e revestido com 10 nm de ouro puro em um
metalizador (Desk V, Denton Vacuum). A andlise foi realizada utilizando um
microscoépio eletrénico de varredura (JEM-6610 LV, Jeol Inc., USA). Para cada
amostra, quatro fotomicrografias foram tiradas aleatoriamente com ampliacdo de
330x e 1000x.
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4.19. Anélise estatistica

Os dados sao apresentados como média = EPM. A normalidade das variaveis
foi avaliada pelo teste de Kolmogorov - Smirnov. Analise de varidncia uma via
(ANOVA- uma via) seguida pelo teste post hoc de Tukey foram realizados utilizando
o software GraphPad Prism 8 (Prism 8, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
EUA). As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando
p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Kef-1 exibe capacidade de inibicdo sobre a ECA in vitro

Primeiramente, a capacidade inibitoria de Kef-1 sobre a ECA foi avaliada em
homogenatos de pulmdo de camundongos utilizando Abz-FRK (Dnp) P-OH como
substrato. O teste foi realizado comparando a emissao de fluorescéncia apés a
clivagem do Arg-Lys (Dnp) pela ECA presente no homogenato de pulm&o. A reacao
mostrou uma reducgéo da deteccao de fluorescéncia representando inibicdo da ECA
por Kef-1 ou Captopril (controle positivo). Kef-1 foi capaz de inibir em 59,6% a
atividade in vitro da ECA em comparagdo ao captopril, fornecendo um suporte

adicional de que esse peptideo € um potente inibidor da ECA (Fig.12).
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Figura 12: Kef-1 é capaz de inibir em 59,6% a atividade in vitro da ECA em
comparacao ao captopril. A capacidade inibitoria de Kef-1 sobre a ECA (in vitro)
foi confirmada utilizando homogenato de pulmdo de camundongo como fonte da
enzima. A atividade da ACE é apresentada como unidades relativas de fluorescéncia

(RFU) vs tempo de reacéo.

5.2. Kef-1reduz PA e FC em camundongos hipertensos 2R1C

O primeiro conjunto de analises in vivo determinou o efeito anti-hipertensivo
de Kef-1 no modelo de hipertensdo 2R1C. Quatorze dias apos clipagem e cirurgia

sham os tratamentos foram iniciados. O efeito anti-hipertensivo agudo induzido pela
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administracéo de Kef-1 é apresentado na Figura 13. Apés 3 horas, Kef-1 foi capaz
de reduzir significativamente a PAS (-25,8 + 3,9 mmHg), PAD (-26,0 + 3,8 mmHg) e
PAM (-26,4 + 4,3 mmHg) em comparacdo com os grupos SHAM e 2R1C (Fig. 13A).
A Figura 13B apresenta os valores médios da FC nos trés grupos experimentais
apos as 3 horas de administracéo do Kef-1. Como esperado, 0s animais hipertensos
apresentaram um significativo aumento (~17%) da FC em comparagao com o grupo
SHAM. Ja no grupo tratado com Kef-1, a FC foi significativamente reduzida (~13%)

em relacdo ao grupo 2R1C néao tratado.
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Figura 13: As mensuragdes hemodinamicas evidenciam que o tratamento
agudo (3 horas) com Kef-1 reduz a presséo arterial e a frequéncia cardiaca no
modelo experimental de hipertensao 2R1C. (A) Alteracbes da PAS, PAD e PAM,;
(B) Média da frequéncia cardiaca. PAS: pressédo arterial sistélica; PAD: presséo
arterial diastolica; PAM: presséao arterial média. Os dados séo apresentados como
média + EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p <0,05 vs SHAM; #p
<0,05 vs 2R1C.

Os parametros hemodinamicos avaliados apds tratamento cronico (7 dias)
com Kef-1 sdo apresentados na tabela 3 e figura 14. Os animais 2R1C apresentaram
valores significativamente maiores de PAS e PAM guando comparados ao grupo
SHAM e o tratamento com Kef-1 foi capaz de reduzir de maneira significante esses

parametros hemodinamicos (tabela 3).
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Tabela 3: Pardmetros hemodinamicos nos grupos experimentais.

PARAMETROS SHAM 2R1C 2R1C Kef-1
PAS (mmHg) 115+ 3 141 * 1* 132 + 2+
PAM (mmHg) 99 + 2 123 + 1* 113 + 1%

Os dados sao apresentados como média + EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc
de Tukey). *p <0,05 vs SHAM,; #p <0,05 vs 2R1C.

Kef-1 reduziu significativamente a PAS (-22,2 + 4,0 mmHg), PAD (-31,0 £ 2,6
mmHg) e PAM (-24,3 £+ 3,2 mmHg) em comparagcdo com os grupos SHAM e 2R1C
(Fig. 14A). Concomitantemente, uma reducdo significativa (~7%) da FC foi
observada no grupo 2R1C Kef-1 (Fig. 14B) comparado com o grupo 2R1C. Esses
resultados destacam a a¢ao anti-hipertensiva aguda e crénica do peptideo Kef-1.
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Figura 14: As mensuragdes hemodinamicas evidenciam que o tratamento
cronico (7 dias) com Kef-1 reduz a pressao arterial e a frequéncia cardiaca no
modelo experimental de hipertensdo 2R1C. (A) Alteragbes da PAS, PAD e PAM,;
(B) Média da frequéncia cardiaca. PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressao
arterial diastolica; PAM: pressao arterial média. Os dados sdo apresentados como
meédia £ EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p <0,05 vs SHAM; #p
<0,05 vs 2R1C.
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53. Kef-1 reduz o estresse oxidativo sistémico em camundongos

hipertensos 2R1C

Uma vez que o efeito antioxidante in vitro desse peptideo ja é demonstrado
na literatura (H& et al., 2015; Tonolo et al., 2018), nds investigamos sua a¢ao sobre
0 estresse oxidativo sisttmico no modelo hipertensdo dependente de Ang Il (Fig.
15). A producao de ROS nas células sanguineas foi determinada pela fluorescéncia
emitida por DCFDA, inferindo os niveis de H20:2 (Fig. 15A). Os animais hipertensos
apresentaram altos niveis de ROS (13%) comparado com o grupo SHAM, enquanto
o tratamento por 7 dias com Kef-1 reduziu (~10%) significativamente esse aumento
a niveis semelhantes ao grupo SHAM. Esses achados sao representados nos
histogramas tipicos de intensidade de fluorescéncia (Fig. 15B). Os animais 2R1C
apresentaram um notavel desvio para a direita na curva de intensidade de
fluorescéncia. Ja os animais 2R1C Kef-1 mostraram uma curva DCF semelhante ao
grupo SHAM.
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Figura 15: Kef-1 reduz a producao sistémica de ROS no modelo experimental
de hipertensdo 2R1C. (A) Niveis de DCFDA em células sanguineas; (B)
Histogramas tipicos da intensidade de fluorescéncia de DCFDA. Os dados sé&o
apresentados como média + EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p
<0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs 2R1C.
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Com a finalidade de avaliar o efeito de Kef-1 sobre o dano oxidativo ao DNA,
foi realizado o ensaio do cometa alcalino nas células sanguineas (Fig. 16). Nesse
ensaio, quanto maior o tamanho da cauda, maior é a fragmentacdo do DNA. Como
observado nas figuras representativas, o grupo de animais hipertensos caracterizou-
se por um comprimento da cauda maior que os demais grupos. Quantitativamente,
0 momento da cauda expressou que o grupo 2R1C apresentou intensidade de
fluorescéncia maior na cauda quando comparado a ambos grupos SHAM e 2R1C
(SHAM: 0,04 + 0,01, 2R1C: 0,11 £ 0,01, 2R1C Kef-1: 0,05 £ 0,01 u.a.). Assim, esses
dados demonstram que o tratamento com Kef-1 significativamente reduziu (~54%)
o dano oxidativo ao DNA em células sanguineas observado no modelo de
hipertensédo 2R1C.
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Figura 16: Kef-1 reduz fragmentagdo de DNA em células sanguineas no modelo
experimental de hipertenséo 2R1C. Imagens representativas do DNA fragmentado
(cometa) nos trés grupos experimentais com respectivas quantificacbes do dano
(momento da cauda). Os dados sdo apresentados como meédia + EPM (ANOVA-
uma via, teste post hoc de Tukey); *p <0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs 2R1C.
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O dano aos lipideos também foi avaliado utilizando o ensaio TBARS como
biomarcador sérico para peroxidacao lipidica (Fig. 17). Os animais 2R1C mostraram
um aumento (50%) significativo nos niveis de peroxidacéo lipidica em comparagéo
com os animais SHAM e o tratamento com Kef-1 reduziu (23%) significativamente
esses hiveis em comparacdo com o grupo 2R1C. Esse conjunto de achados
destacou a atividade antioxidante sistémica do peptideo Kef-1 em um modelo de

hipertenséo dependente de Ang Il

0.08—
=
5. 0.06 #
— T
g ——
= 0.04—
0
<
< 0.02-
-
0.00—
1 1 1
SHAM 2R1C 2R1C
Kef-1

Figura 17: Kef-1 reduz peroxidagdo lipidica sistémica no modelo experimental
de hipertensdo 2R1C. Niveis sistémicos de TBARS/MDA. Os dados séo
apresentados como média £+ EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p
<0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs 2R1C.

5.4. Efeitos de Kef-1 sobre a viabilidade de células musculares lisas

Na citometria de fluxo, a expressao de a-SMA confirmou a presenc¢a de CML
vasculares nas amostras de células isoladas da aorta (Fig. 18). A porcentagem de
CML foi significativamente maior no grupo 2R1C (~37%) comparado com o grupo
SHAM, enquanto o tratamento com Kef-1 ndo apresentou significante efeito sobre

esse parametro (Fig. 18A e 18B).
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Figura 18: A expressao de a-SMA foi avaliada por citometria de fluxo para
confirmar a presenca de CML. (A) Porcentagem de a-SMA. (B) Sobreposicéo dos
histogramas de fluorescéncia representativos dos grupos experimentais. Os dados
séo apresentados como meédia £ EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey);
*p <0,05 vs SHAM.

A viabilidade de CML foi determinada nos trés grupos experimentais
utiizando a marcacdo com anexina/Pl. Observou-se nos animais 2R1C uma
significante reducédo (~11%) da viabilidade celular (Fig. 19A) e, em paralelo, um
aumento (162%) da porcentagem de células apoptéticas (Fig. 19B) quando
comparado aos animais SHAM. Por outro lado, esse perfil foi significativamente
revertido apés tratamento com Kef-1, apresentando maior viabilidade celular (15%)

e reducédo de apoptose celular (59%).
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Figura 19: Kef-1 reduz apoptose de células musculares lisas no modelo
experimental de hipertensdo 2R1C. (A) Porcentagem de células viaveis. (B)
Porcentagem de células apoptéticas. Os dados sdo apresentados como média +
EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p <0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs
2R1C.

5.5. Kef-1 reduz o estresse oxidativo em células musculares lisas em
camundongos hipertensos 2R1C

Considerando que a hipertensao dependente de Ang Il desencadeia estresse
oxidativo vascular (Martins-Oliveira et al., 2018), nosso préximo objetivo foi avaliar
as acgoOes antioxidantes do Kef-1 nas CML da aorta (Fig. 20). A hipertenséo 2R1C foi
associada com maior producdo de ROS em CML (35% DHE e 9% DCFDA),
enquanto Kef-1 exibiu significante efeito antioxidante (-22% DHE e -6,6% DCFDA)
(Figs. 20A e 20B) Esses resultados sdo expressados nos histogramas tipicos de
intensidade de fluorescéncia de DHE (Fig. 20C) e DCFDA (Fig. 20D) que evidenciam
maior deslocamento para a direita no grupo 2R1C, indicando que os grupos SHAM
e 2R1C Kef-1 apresentaram menor marcagao e consequentemente menores niveis
intracelulares de ROS.
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Figura 20: Kef-1 reduz a producdo de ROS nas células musculares lisas no
modelo experimental de hipertensdo 2R1C. (A) Niveis de DHE e (B) DCFDA em
CML,; Histogramas tipicos da intensidade de fluorescéncia de DHE (C) e (D) DCFDA.
Os dados sao apresentados como média + EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc
de Tukey); *p <0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs 2R1C.

5.6. Kef-1 reduz a participacdo das vias pro-oxidantes nas células

musculares lisas de camundongos hipertensos 2R1C

Esses resultados levaram a investigar quais provaveis vias que Kef-1
promove seu efeito antioxidante nas CML. Deste modo, avaliamos a participacao de
NADPHox e mitocdndria, as principais fontes de ROS em DCV. A Figura 19
apresenta os histogramas tipicos de intensidade de fluorescéncia e as variagdes
médias na produgédo de ROS apos a inibicAo de NADPHox, pela apocinina, (Fig.
21A, 21B) e desacoplamento mitocondrial, por CCCP (Fig. 21C, 21D). Os animais
2R1C exibiram maior queda na producdo de ROS apés a inibicdo pela apocinina (-
46,7 = 4,0%) e CCCP (-9,1 £ 1,8%) em comparacdo com o grupo SHAM (-31,8 +
50; -2,8 + 1,2%, respectivamente). O tratamento com Kef-1 significativamente
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reduziu a producéo de ROS apds ambas as inibicées farmacoldgicas, evidenciando
a reducéao da participacéo das vias NADPHox e mitocondriais (-26,6 = 3,3%; -2,0 £

0,8%, respectivamente).
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Figura 21: No modelo experimental de hipertensdo 2R1C, a producdo de ROS
€ reduzida nas células musculares lisas ap6s tratamento com Kef-1 pela
reducdo da participacdo de NADPHox e mitocondria. (A) Sobreposi¢cdo dos
histogramas de citometria de fluxo tipicos da intensidade de fluorescéncia de DHE
antes e ap0s inibicao por apocinina; (B) Variacdo média da producdo de ROS apds
a inibicdo por apocinina; (C) Sobreposicdo dos histogramas de citometria de fluxo
tipicos da intensidade de fluorescéncia de DCF antes e apds inibicdo por CCCP; (D)
Variacdo média da producdo de ROS apés a inibicdo por CCCP. Os dados sao
apresentados como média + EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p
<0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs 2R1C.
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5.7. Efeitos de Kef-1 sobre o PMM nas células musculares lisas de
camundongos hipertensos 2R1C

Para investigar o mecanismo envolvido na reducdo da participacao
mitocondrial apos tratamento com Kef-1, avaliamos o MMP com a sonda JC-10 (Fig.
22). Na citometria, o grafico dot plot representativo do grupo SHAM (Fig. 22A)
mostrou maior porcentagem de células positivas para a fluorescéncia vermelha,
indicando maior quantidade de agregados e assim, PMM polarizado e integridade
da membrana mitocondrial. Por outro lado, a hipertensdo 2R1C ocasiona um
aumento de células positivas para fluorescéncia verde (mondmeros), apontando
reducdo do PMM e despolarizacdo da membrana mitocondrial. No grupo 2R1C Kef-
1 um grafico dot plot de padrao semelhante é apresentado, evidenciando que o
tratamento com Kef-1 ndo foi capaz de atuar sobre a despolarizagdo da membrana
mitocondrial. Afirmando essas observacdes, a Figura 22B apresenta o percentual
resultante da proporcéao de fluorescéncia de vermelho para verde significativamente

menor em ambos o0s grupos 2K1C e 2K1C Kef-1 comparado com o grupo SHAM.
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Figura 22: Efeito do tratamento com Kef-1 sobre o potencial de membrana
mitocondrial nas CML no modelo experimental de hipertensdo 2R1C. (A)
Graficos dot plot representativos de citometria de fluxo apresentando a porcentagem
de células musculares lisas coradas com o corante JC-10; (B) Avaliacao percentual
da razao fluorescéncia vermelha/fluorescéncia verde. Os dados sdo apresentados
como média £+ EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey). *p <0,05 vs SHAM.

5.8. Kef-1reduz inflamacgéo sistémica em camundongos hipertensos 2R1C

A atividade anti-inflamatéria in vivo de Kef-1 foi avaliada através dos niveis
de citocinas circulantes e atividade de MPO, demonstrados na Tabela 4 e figura 23,
respectivamente. Em comparacdo com o grupo SHAM, os niveis de citocinas pro-
inflamatodrias TNF-a, IFN-y e MCP-1 foram significativamente mais elevados (~1,3x)
no grupo 2R1C. Apés o tratamento com Kef-1, essas citocinas apresentaram niveis

significativamente mais baixos comparado com grupo 2R1C, exceto para IL-6.
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Tabela 4: Niveis sistémicos de citocinas inflamatdrias no modelo experimental
de hipertensao 2R1C.

PARAMETROS SHAM 2R1C 2R1C Kef-1
TNF-a (pg/mL) 355+35 49.07 + 4.3* 32.2 + 1.6*
IFN-y (pg/mL) 1.6+ 05 13.7 £ 0.4* 10.5 £ 0.7%
MCP-1 (pg/mL) 166.2 £ 9.8 220.0 £ 6.9* 145.2 + 9.7
IL-6 (pg/mL) 14.4 £1.1 17.0£1.9 15.7 £ 0.8

Os dados sao apresentados como média + EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc
de Tukey). *p <0,05 vs SHAM,; #p <0,05 vs 2R1C.

5.9. Kef-1 reduz a atividade sistémica de mieloperoxidase em células

musculares lisas de camundongos hipertensos 2R1C

A atividade de MPO (Fig. 23) foi significativamente maior (80%) nos animais
do grupo 2R1C comparado com o grupo SHAM, sendo significativamente atenuada
(-57%) nos animais que receberam o peptideo Kef-1. Esses dados revelam a
atividade anti-inflamatéria do peptideo Kef-1 no modelo experimental de hipertensao
dependente de Ang Il.
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Figura 23: Kef-1 reduz atividade sistémica da mieloperoxidase no modelo
experimental de hipertensdo 2R1C. Os dados sdo apresentados como média +
EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p <0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs
2R1C.

5.10. Kef-1 reduz os niveis de NO em células musculares lisas de

camundongos hipertensos 2R1C

Os gréficos dot plot representativos dos grupos experimentais (Fig. 24A, 24B
e 24C) mostram que no grupo 2R1C h& maior porcentagem de células positivas para
DAF-2T, ou seja, neste grupo os niveis intracelulares de NO estdo maiores que o
grupo SHAM. Ja no grupo 2R1C Kef-1 esse perfil € alterado, exibindo menor
positividade para DAF-2T. No grafico de barras (Fig. 22D) observamos que
porcentagem meédia de fluorescéncia de DAF-2T no grupo 2R1C aumentou
significativamente em 40% quando comparada a SHAM, enquanto o grupo 2R1C
Kef-1 apresentou reducéo significativa de 75%. Assim, Kef-1 foi capaz de suprimir
os niveis aumentados de NO encontrados nas CML na hipertensédo dependente de
Ang Il
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Figura 24: No modelo experimental de hipertensdo 2R1C, Kef-1 reduz o
aumento dos niveis sistémicos de NO. (A), (B), (C) Graficos dot plot tipicos de
citometria de fluxo apresentando a porcentagem de DAF-2T nos trés grupos
experimentais, respectivamente; (D) Porcentagem média de DAF-2T. Os dados sdo
apresentados como média + EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey). *p
<0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs 2R1C.

5.11. Kef-1 atenua espessamento aortico em camundongos hipertensos
2R1C

A Figura 25A apresenta fotomicrografias tipicas de cortes transversais de
arcos aorticos corados com H&E, sendo possivel observar que o grupo 2R1C
apresentou maior espessura da parede adértica comparado a ambos grupos SHAM

e 2R1C. Quantitativamente, as analises morfométricas mostraram um aumento
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significativo da AST (Fig 25B, 47%) e espessura da camada média (Fig 25C, ~22%)
nos arcos aorticos dos animais hipertensos. Os animais tratados com Kef-1
apresentaram reducdo significativa (-14%) da espessura da camada média quando

comparado ao grupo 2R1C.
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Figura 25: Kef-1 atenua o espessamento da camada média de arcos aorticos
no modelo experimental de hipertensdo 2R1C. (A) Microfotografias tipicas de
corte transversal de arcos aorticos corados com hematoxilina e eosina (40x, escala:
50um); (B) Média da area de seccao transversa aortica (AST); (C) Quantificacdo da
espessura da camada média adrtica. Os dados sdo apresentados como média +
EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey). *p <0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs
2R1C.

A andlise do picrosirius red determinou a quantidade de colageno adrtico nos
trés grupos experimentais (Fig. 26). O grupo 2K1C apresentou maior deposi¢cao de
colageno do que o grupo SHAM, enquanto nenhuma alteracdo significativa foi

observada ap6s o tratamento com Kef-1.
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Figura 26: Efeito de Kef-1 sobre a quantidade de colageno adrtico no modelo
de hipertenséo 2R1C. Quantificagédo de picrosirius red. Os dados séo apresentados
como média £+ EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey). *p <0,05 vs SHAM.

5.12. Kef-1 reduz o dano estrutural no endotélio adrtico em camundongos
hipertensos 2R1C

A Figura 27 apresenta imagens representativas de microscopia eletrénica de
varredura da camada endotelial adrtica. As Figuras 27A e 27D evidenciam a camada
endotelial do grupo SHAM com aspecto confluente e sem a presenca de alteracdes
estruturais. No entanto, o grupo 2R1C caracterizou-se por alteracdes estruturais
importantes com presenca de lacunas entre as células, além de uma expressiva e
nitida desorganizacéo endotelial (Fig. 27B e 27E). Por outro lado, no grupo tratado
com Kef-1, apesar do endotélio levemente desorganizado, ndo foi observada a

presenca de gaps entre as células (Fig. 27C e 27F).
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Figura 27: Microscopia eletronica de varredura da estrutura endotelial da aorta
exibindo desorganizacéao celular na hipertensédo 2R1C e restauracao parcial do
dano estrutural ap6s o tratamento com Kef-1. (A), (B), (C) Fotomicrografias
representativas da camada endotelial adrtica com ampliacdo de 330x (escala: 50
um); (D), (E), (F) Fotomicrografias representativas da camada endotelial aértica com
ampliacdo de 1000x (escala: 10 um). Seta vermelha: presenca de lacunas entre as

células.
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6. DISCUSSAO

O consumo de probidticos lacteos tem sido associado com a promocao de
diversos beneficios a saude, como efeitos antihipertensivos, anti-inflamatoérios,
imunomoduladores, antimicrobianos, antidiabéticos, anticancer, antioxidantes e
antitrombdéticos (Grajek et al., 2005; Marcone et al., 2017; Fernandez et al., 2017).
O interesse cientifico e as perspectivas de insercdo dos probidticos na rotina
alimentar justificam-se pela abundante diversidade de compostos bioativos neles
presentes, entre eles os peptideos, que fortemente contribuem para as propriedades
funcionais associadas a estes alimentos (Amorim et al., 2019).

Os peptideos bioativos podem ser produzidos in vivo, por exemplo pela
digestao gastrointestinal, e in vitro por processos guimicos, como aguecimento ou
fermentacao (Nejati et al., 2020). A protedlise libera peptideos ou aminoéacidos livres
criptografados dentro da sequéncia primaria de proteinas maduras, 0s quais
apresentam acoes bioldgicas distintas do seu precursor, sendo denominados
“criptideos”. Uma vez liberados, os produtos da protedlise entram na corrente
sanguinea podendo exercer seus efeitos sistémicos (Adolfsson et al., 2004;
Fernandez et al., 2017).

O Kefir representa uma rica fonte de criptideos, uma vez que a fermentacéo
do leite pela microbiota dos grédos origina peptideos bioativos responsaveis pelos
beneficios da administracdo deste probidtico. Por efeito desses peptideos, Kefir
demonstrou ser capaz de impactar o sistema metabdlico através da melhora da
digestdo e da tolerancia a lactose (Hertzler e Clancy, 2003), da acao anti-
hipertensiva (Friques et al. 2015; Klippel et al. 2016) e do controle de glicose e
colesterol plasméatico (Santanna et al. 2017). Além disso, Kefir demonstrou
apresentar efeitos antibacterianos, antivirais e antialérgicos (Rodrigues et al. 2005;
Hamida et al. 2021). Esses efeitos sédo provavelmente devido as suas propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes e antiproliferativas (Liu et al., 2005; Ozcan et al.
2019; Lee et al. 2007).

Apesar do conhecimento sobre as multiplas funcionalidades do Kefir, ainda é
raso o entendimento quanto a composi¢cdo dos peptideos bioativos formados
durante a fermentacdo do leite e a contribuicdo destes nos efeitos atribuidos ao

probiotico. Portanto, estudos exploratorios que visam a identificacdo e
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caracterizacao dos fragmentos bioativos séo importantes para a compreensao das
propriedades funcionais do Kefir. Além disso, essas investiga¢cdes sdo necessarias
devido a diversidade da composicdo microbiana que varia de acordo com a origem

e aos processos da fermentacdo (Prado et al., 2015; Rosa et al., 2017).

Neste sentido, um recente estudo do nosso grupo de pesquisa (Amorim et al.,
2019) realizou o perfil peptiddmico de amostras de um Kefir de composicao
microbiana previamente caracterizada (Frigques et al., 2019) e que possui diversas
propriedades descritas, como anti-hipertensiva, antioxidante e anti-inflamatoria
(Klippel et al., 2016; Monteiro et al., 2020; Friques et al., 2020; Ton et al., 2020).
Diante dos fundamentados efeitos anti-hipertensivos relacionados ao Kefir, Amorim
e colaboradores (2019) sequenciaram os peptideos anti-hipertensivos presentes no
leite ndo-fermentado e apds a fermentacdo com os gréos de Kefir. A fermentacéo
resultou no aumento expressivo da diversidade de ions detectados pela técnica
MALDI-TOF, ou seja, novos fragmentos proteicos foram liberados, dos quais 35
apresentaram caracteristicas anti-hipertensivas devido a propriedade inibitéria sobre
a ECA. Entre os compostos com acgéo anti-hipertensiva liberados na fermentacao
lactea, os peptideos inibitérios da ECA estdo em maior quantidade, oriundos
majoritariamente da protedlise da caseina pelas bactérias lacticas (Quirds, et al.,
2005; Amorim et al., 2019).

O peptideo AVPYPQR, liberado da B-caseina, apresentou maior estabilidade
nos parametros in silico, como étima solubilidade em agua e resisténcia a acéo da
tripsina, bem como destacou-se pela alta energia de ligacdo contra a ECA no
docking molecular (Amorim et al., 2019). Esta ultima analise revelou ligacGes de
hidrogénio ou interag8es hidrofébicas entre o peptideo AVPYPQR e outros residuos
de aminoacidos importantes nos locais de ligacdo da ECA. Essas observacfes

indicaram que esse peptideo poderia possuir uma potente acéo in vivo contra a ECA.

Além disso, em estudos prévios, alguns ensaios in vitro revelaram a
propriedade antioxidante atribuida a esse heptapeptideo (Pihlanto-Leppaléa et al.,
1998; Rival et al., 2001; Tonolo et al., 2018; Miao et al., 2019). Diante dessas
caracteristicas fisico-quimicas, AVPYPQR, denominado neste presente estudo
como Kef-1, provavelmente € um dos principais compostos bioativos contribuintes

do efeito anti-hipertensivo do Kefir.
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O presente trabalho apresenta pela primeira vez as acfes bioldgicas in vivo
do peptideo Kef-1, um inibidor da ECA derivado do Kefir, em um modelo
experimental de hipertensdo dependente de Ang Il. Em camundongos hipertensos
2R1C, Kef-1 reduziu, tanto local (CML vasculares) quanto sistemicamente, o
estresse oxidativo e inflamacéo, evidenciando sua potencial acdo biologica in vivo.
Interessantemente, Kef-1 também atenuou o espessamento da parede adrtica e o
dano as células endoteliais. A somatéria desses efeitos foi repercutida

fisiologicamente por uma reducao significativa da PA.

Neste estudo, a avaliac&o in vitro revelou uma potente atividade inibitoria de
Kef-1 sobre a ECA em comparacdo a inibicdo por captopril. Esse resultado é
amparado pela analise de docking molecular demostrada por Amorim e
colaboradores (2019), a qual revelou forte ligacdo do peptideo aos sitios cataliticos
da ECA. E importante ressaltar que embora um peptideo exiba uma potente
atividade inibitéria contra a ECA in vitro, isto nem sempre é refletido no seu efeito
hipotensor in vivo. A acdo proteolitica no trato gastrointestinal e caracteristicas
estruturais sdo os principais fatores que ditam o efeito hipotensor in vivo de um
determinado peptideo inibidor da ECA. No nosso estudo, o notéavel efeito inibitorio
de Kef-1 sobre a ECA in vitro foi reproduzido na expressiva reducéo da PA e FC de

camundongos hipertensos apds administracdo oral desse peptideo.

O presente estudo explorou um modelo de hipertenséo dependente de Ang Il
(2R1C) para melhor compreensdo e caracterizacdo dos efeitos biolégicos do
peptideo Kef-1 sobre o SRA. Apds estenose parcial da artéria renal esquerda,
resultando em imediata hiperativacdo do SRA, os camundongos exibem aumento
dos niveis plasméticos de Ang Il e elevacdo da PA acompanhada por taquicardia
(Wiesel et al., 1997; Campagnaro et al., 2012). Interessantemente, embora os niveis
circulantes de Ang Il retornem aos valores fisioldgicos 28 dias apés oclusédo renal, a
hipertensdo é mantida e a atividade do SRA tecidual, como na aorta, permanece
elevada desencadeando os efeitos locais ndo-hemodinamicos da Ang Il (Sharifi et
al., 2003; Campagnaro et al., 2012; Campagnaro et al., 2013; Dias et al., 2014).
Assim, nos camundongos hipertensos 2R1C, a hipertensdo € mantida por um SRA

continuamente ativado.
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O presente trabalho demonstrou o efeito anti-hipertensivo agudo e crénico de
Kef-1, mesmo sob manifestagbes exacerbadas do SRA no modelo experimental de
hipertensdo 2R1C. Ainda € inexpressivo o numero de trabalhos que realizaram o
sequenciamento, isolamento e avaliacéo in vivo de peptideos bioativos do Kefir de
leite (Quirés et al., 2005; Miguel et al., 2010; Amorim et al., 2019). Quirés e
colaboradores (2005) sequenciaram o Kefir do leite de cabra e testaram in vitro dois
peptideos inibidores da ECA (PYVRYL e LVYPFTGPIPN), os quais diferem
daqueles identificados por Amorim et al. (2019). Porém, esses autores nao
caracterizaram a atividade biolégica desses fragmentos bioativos isolados. Por outro
lado, no estudo de Miguel e colaboradores (2010), o efeito anti-hipertensivo de
LVYPFTGPIPN foi avaliado em SHR. Esse peptideo foi capaz de reduzir ambas PAS
e PAD em aproximadamente 28 e 24 mmHg, respectivamente, valores que estao

em concordancia ao encontrados no nosso estudo.

Estudos anteriores com peptideos inibidores da ECA provenientes de
distintos probioticos estdo de acordo com nosso estudo, 0s quais observaram a
capacidade inibitoria da ECA in vitro associada a efeito anti-hipertensivo em animais
hipertensos (Yamamoto et al.,1999; del Mar Contreras et al., 2009; Lana et al. 2018).
Como exemplo, o dipeptideo YP derivado do iogurte probidtico (Lactobacillus
helveticus) apresentou atividade de inibicdo da ECA in vitro e anti-hipertensivo efeito
em SHR, reduzindo a PAS em 30 mmHg (Yamamoto et al., 1999).

Outros estudos estdo em conformidade com nossos achados, uma vez que
mostraram a atividade anti-hipertensiva in vivo de peptideos inibidores da ECA
derivados da B-caseina, liberados apds a fermentacao do leite (Yamamoto et al.,
1994; Maeno et al., 1996; Miguel et al., 2010). Em similaridade aos nossos dados,
esses trabalhos observaram que a administracdo oral dos peptideos resultou em
uma reducao de 20-40 mmHg dos valores da PAS. Maeno e colaboradores (1996)
observaram que o peptideo KVLPVPQ, derivado da fermentacdo do leite por
Lactobacillus helveticus CP790, reduziu a PAS de SHR em aproximadamente 26
mmHg apds 4 horas de administracdo oral, evidenciando valores semelhantes aos

apresentados por Kef-1 para a hipertenséao experimental do tipo 2R1C.

E importante ressaltar que os estudos citados anteriormente verificaram

somente o efeito agudo dos peptideos sobre os parametros presséricos. De maneira
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oposta a maioria desses estudos, ndo realizamos a avaliagdo temporal das
alteracées hemodinamicas ao longo de 24 horas, fator este que nos limita a concluir
0S pontos de resposta inicial, maxima e de retorno aos valores basais do peptideo
Kef-1. Por outro lado, além da avaliacédo a curto-prazo, nosso estudo avaliou o efeito
do tratamento cronico com Kef-1 sobre a resposta hemodinamica, contribuindo desta
forma para a melhor compreensdo da participagdo de Kef-1 no efeito anti-

hipertensivo observado no consumo do Kefir.

Ensaios clinicos destacam a contribuicdo dos peptideos derivados do leite na
reducdo da PA pela inibicao da ECA (Hirota et al., 2007; Ishida et al., 2011;
Nakamura et al., 2011). Em um ensaio clinico randomizado realizado por Ishida e
colaboradores (2011), 48 individuos com hipertensao leve apresentaram atenuacao
significativa da PAS ap0s suplementacao terapéutica com peptideos inibidores da
ECA (VPP e IPP).

Como ja mencionado, a maioria dos peptideos identificados no Kefir exibem
atividades anti-hipertensiva e inibitoria da ECA (Quirés et al., 2005; Amorim et al.,
2019). De fato, a inibicdo sobre a ECA in vitro foi detectada no Kefir (Quirds et al.,
2005), e em animais hipertensos tratados com esse probioético (Friques et al., 2015;
Klippel et al., 2016; Amorim et al., 2019; Monteiro et al., 2020). Estes apresentaram
reducdo dos niveis circulantes de ECA e Ang Il, e reducdo da pressdo arterial. A
atividade inibitéria da ECA em diferentes probiéticos lacteos foi previamente
estudada, incluindo algumas variedades de queijo (Saito et al., 2000; Ong et al.,
2007), leite fermentado com distintas cepas bacterianas (Papadimitriou et al., 2007;

Moslehishad et al., 2013) e iogurtes (Yamamoto et al., 1999).

Adicionalmente, as caracteristicas estruturais, no que se refere a composi¢cao
e sequéncia de aminoacidos, podem influenciar na afinidade e capacidade de um
peptideo inibir a ECA e exercer seu efeito hipotensor (de Oliveira et al., 2018).
Estudos comprovam que um peptideo com potente acéo inibitoria da ECA exibe um
aminoacido positivamente carregado na porgédo C-terminal, ligacdo de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas com os aminoacidos A, T e V, caracteristicas moleculares
presentes no Kef-1 (de Oliveira et al., 2018; Amorim et al.,, 2019). Portanto, a
estrutura quimica de Kef-1 € um dos fatores determinantes e potencializadores de

sua capacidade inibitoria sobre a ECA com concomitante a¢do hipotensiva.
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Visto que a administracdo de kefir ou mesmo do peptideo aqui utilizado é por
via oral, a boa biodisponibilidade intestinal de Kef-1, previamente relatada (Tu et al.,
2018; Tonolo et al., 2018), pode ser outro fator determinante de sua atividade
biologica evidenciada no presente estudo. O ensaio de digestéo de tripsina in vitro
mostrou que esse peptideo resistiu a digestdo da tripsina, inferindo, portanto,
preservacao da estabilidade na passagem pelo intestino delgado (Tu et al., 2018).
As células epiteliais intestinais humanas (células Caco-2) tém sido utilizadas como
um modelo in vitro para avaliagdo da absorc¢do intestinal de compostos bioativos.
Tonolo e colaboradores (2018) observaram que o peptideo Kef-1 atravessou a
monocamada de células Caco-2, indicando que este pode ser facilmente absorvido
por células epiteliais intestinais humanas. Portanto, essas caracteristicas garantem
ao peptideo Kef-1 uma 6tima biodisponibilidade que impacta nos seus efeitos

fisiologicos.

E valido destacar, que a liberacdo de novos peptideos inibidores da ECA
progride no trato gastrointestinal pela acédo das bactérias lacticas e proteases (de
Oliveira et al.,, 2028). Ustun-Aytekin e colaboradores (2020) mostraram que a
atividade inibitoria da ECA foi aumentada consideravelmente em amostras de Kefir
submetidas a estimulacdo de digestdo gastrointestinal in vitro, evidenciando o
aumento do numero de moléculas bioativas e consequentemente maiores efeitos
biolégicos. Esses fatos confirmam a presenca de inibidores da ECA neste probiotico
e sustentam a hipétese de que esses peptideos podem exercer, de fato, importante
contribuicdo nos efeitos anti-hipertensivos atribuidos ao seu consumo (Friques et al.,
2015; Klippel et al., 2016; I1zquierdo-Gonzalez et al., 2019; Monteiro et al., 2020).

Quanto a capacidade antioxidante in vivo de Kef-1, demonstramos uma
reducado na producéo sistémica e local (CML vasculares) de ROS com consequente
atenuacdo do dano ao DNA, peroxidacdo lipidica e apoptose. Esses dados
corroboram estudos anteriores demonstrando que o Kefir reduziu a peroxidacao
lipidica e radicais livres DPPH em ensaios in vitro (Liu et al., 2005), e outros
demonstram que diminuiu o estresse oxidativo sistémico e local, genotoxicidade e
apoptose em modelos experimentais de hipertensao (Friques et al., 2015; Klippel et
al., 2016; Monteiro et al., 2020). De fato, o consumo de outras fontes probioticas

lacteas, como os iogurtes (Ejtahed et al. 2012; Yoon et al. 2019), tem sido associado
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com efeito antioxidante. Sugere-se que os peptideos liberados a partir da proteina
do leite sdo os principais contribuintes dos efeitos antioxidantes observados no
consumo desses produtos (Liu et al., 2005. Shazly et al., 2019; Tonolo et al., 2020).

A capacidade antioxidante in vitro de Kef-1 foi demonstrada anteriormente
por outros (Rival et al., 2001; Ha et al., 2015; Tonolo et al., 2018; Tonolo et al., 2020),
que também apoiam nossos resultados in vivo. Tonolo e colaboradores (2008)
descreveram a atividade antioxidante in vivo de peptideos sintéticos derivados de [3-
caseina, entre eles Kef-1, e k-caseina bovina. Esses peptideos preservaram a
viabilidade em linhagens de células expostas a agentes oxidantes, indicando o papel
na reducdo do estresse oxidativo através da preservacao de grupos sulfidrila que
exercem efeitos contra a reducdo de enzimas antioxidantes (Tonolo et al. 2018).
Além disso, foi demonstrado que o pré-tratamento com Kef-1 evitou a peroxidacéo
lipidica in vitro (Tonolo et al.,, 2020). Outro estudou observou que Kef-1 exibiu
expressiva capacidade de eliminacdo de radicais livres DPPH (Ha et al., 2015).
Essas evidéncias sugerem Kef-1 como um agente antioxidante “scavenger”, ou seja,
atua como um neutralizador de radicais livres. Além disso, corroborando com nossos
achados, tem sido demonstrado que os peptideos derivados da caseina também
esempenham sua atividade antioxidante pela eliminacdo dos radicais livres (-Oz- e
hidroxila) e pela inibicdo da peroxidacao lipidica (Suetsuna et al.,2000; Rival et al.
2001; Sah et al., 2018).

Assim como Kef-1, diversos peptideos inibidores da ECA derivados da
caseina apresentam efeito antioxidante, sugerindo a multifuncionalidade desses
compostos (Hérnandez-Ledesma et al., 2005; del MarContreras et al., 2009). O
estudo de del MarContreras e colaboradores (2009) aponta que a eliminacdo de
radicais livres foi um dos mecanismos responsaveis pela reducédo da PA em SHR
apos administracédo oral de RYLGY e AYFYPEL, os quais também possuem potente
atividade inibitoria da ECA.

As caracteristicas estruturais podem fortemente determinar a capacidade
antioxidante in vivo observada em Kef-1. Os peptideos derivados do leite que exibem
atividade antioxidante normalmente contém 5 a 11 aminoéacidos, incluindo
aminoacidos hidrofébicos, como P, histidina ou W (Sah et al. 2018). A presenca dos

aminoacidos P e Y observada neste heptapeptideo, ja é estabelecido ser fortemente
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associada ao potencial antioxidante de um peptideo bioativo (Shahidi & Zhong,
2010; Wu et al., 2012; Shazly et al., 2018). Além disso, o aminoacido glutamina (Q)
presente na penultima posicéo pode atuar como um residuo redox ativo (Bamdad et
al., 2017). Diversos peptideos fragmentados da B-caseina apresentam em sua
estrutura esses componentes e sao descritos como potentes antioxidantes (Hayes
et al., 2007; Bamdad et al., 2017; Taha et al., 2017; Neto et al., 2019).

A hiperatividade do SRA é uma importante moduladora da ativacdo da
NADPHox e, por sua vez, do aumento de ROS na vasculatura (Landmesser et al.,
2002; Ceron et al., 2012; Maneesai et al., 2017). O presente trabalho demonstrou
gue Kef-1 neutraliza os processos oxidativos nas CML, sugerindo que esse peptideo
derivado do Kefir desempenha um importante papel antioxidante na hipertensdo. Os
mecanismos pelos quais Kef-1 reduziu estresse oxidativo nas CML podem ser

especulados.

Demonstramos que a participacdo da NADPHox foi notoriamente reduzida
por Kef-1, sugerindo a atenuacdo da contribuicdo da Ang II-AT1 nesta via. De
maneira semelhante, estudos relatam que os efeitos benéficos das terapias anti-
hipertensivas supressoras do SRA, como 0s blogueadores do receptor ATl e
inibidores da ECA, sdo em parte mediados pela diminuicdo do estresse oxidativo
vascular atribuida a reducédo da atividade da NADPHox (Ghiadoni et al., 2003;
Yoshida et al., 2004; Montezano e Touys, 2014). Em concordancia com nossos
achados, um recente trabalho mostrou que o consumo de Kefir resulta em reducao
de ROS e da participacdo de NADPHox nas células da aorta de ratos com
hipertensdo dependente de angiotensina, sugerindo uma relevante contribuicdo dos
peptideos inibidores da ECA, como o Kef-1, no eixo Ang Il- AT1/NADPHox (Monteiro
et al., 2020).

As CML vasculares de camundongos hipertensos exibiram maior sintese de
ROS mitocondrial em associacdo a reducdo do potencial de membrana
(despolarizagéo) da mitocondria. InUmeras evidéncias ajudam a compreender esses
achados. Dados a partir do estudo realizado por Kimura e colaboradores (2005)
indicam que Ang Il estimula a produg&o de ROS mitocondrial nas células do musculo
liso vascular e na aorta de ratos. Aléem disso, em linhagem de CML vasculares, Ang

Il induziu o aumento da expressao de NADPHox e dano ao DNA (Wosniak et al.,
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2009). Essas alteracbes podem ser resultantes da interacdo crosstalk entre o
NADPHox e a mitocondria (Dikalov, 2011; Daiber et al., 2017).

Na hipertenséo, os altos niveis citoplasmaticos de ROS, estimulados pela
NADPHox, produzem danos de proteinas, acidos nucléicos e lipidios mitocondriais,
acarretando, em um ciclo vicioso, despolarizacdo do potencial de membrana,
liberagcdo de H20:2 mitocondrial no citosol e dano celular (Garlid et al., 2003;
Andrukhiv et al., 2006; de Cavanagh et al., 2006). Além disso, evidéncias anteriores
sustentam que a interacdo da Ang Il nos receptores AT1 acoplados a membrana
mitocondrial pode ser parcialmente responsavel pela producédo de ROS (Valenzuela
et al., 2016; Friederich-Persson e Persson, 2020). De maneira interessante, 0s
animais tratados com Kef-1 apresentaram menor participacdo da fonte mitocondrial
para producdo de H20:2 que justificamos ser atribuida a um menor estimulo via
NADPHO0Ox/ROS e receptores mitocondriais AT1.

Tem sido demonstrado que a atenuacdo do SRA pelos inibidores da ECA é
também associada com reducdo de disfungdo mitocondrial (de Cavanagh et al.,
2003; de Cavanagh et al., 2005; Piotrkowski et al., 2007). No entanto, a reducao da
participacdo mitocondrial para a producdo de ROS néo coincidiu com reversao ou
prevencéao do potencial de membrana presente na hipertensédo 2R1C, sugerindo que
a reducdo de ROS por Kef-1 ndo necessariamente restaura o desacoplamento
mitocondrial. Apesar disso, de maneira conjunta, essas evidéncias sustentam
nossos dados, sugerindo o importante papel antioxidante do Kef-1 in vivo mediando
parte dos efeitos benéficos atribuidos aos peptideos inibidores da ECA presentes no
Kefir.

Ang Il modula a inflamacéo através da ativacédo de receptores AT1 nas células
imunes, estimulando a liberagcédo de citocinas pré-inflamatérias (Ruiz-Ortega et al.,
2002; Wenzel et al., 2002), e promove o recrutamento e a adesdo de leucocitos na
parede da artéria (Piqueras et al., 2000; Alvarez et al., 2004). Corroborando
trabalhos anteriores (Bivol et al., 2008; Nussbaum et al., 2013; Pereira et al., 2020),
no presente estudo os camundongos hipertensos exibiram niveis aumentados de
citocinas circulantes pro-inflamatorias e alta atividade de MPO. Nesse sentido,
estudos comprovam que inibidores da ECA sao capazes de modular a reducéo de

citocinas na hipertensédo renovascular (Li et al., 2014), fato que estd de acordo
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nossos achados de reducao da inflamacao sistémica ap6s administracédo crbénica de
Kef-1 A caseina do leite € uma rica fonte de peptideos com propriedade anti-
inflamatoria (Chakrabarti et al., 2014) e os tripeptideos VPP e IPP, derivados da
fermentacao bacteriana da caseina, demonstraram efeitos inibitérios sobre a ECA e
também sdo capazes de suprimir mecanismos pro-hipertensivos e pro-inflamatorios
associados a hipertensdo (Hirota et al., 2011). Desta forma, também é possivel
sugerir que a atenuacao do SRA pelos peptideos inibidores da ECA presentes no

Kefir € um importante mediador da reducéo de processo inflamatoério na hipertensao.

As ROS produzidas pela via Ang II-AT1-NADPHox estimulam cascatas de
transducdo de sinal sensiveis ao estresse oxidativo, como o NFkB, importante
iniciador das vias de inflamacéo intracelular e remodelamento vascular induzidos por
Ang Il (Ruiz-Ortega et a., 2000; Guo et al., 2011). Considerando o sinergismo entre
inflamacé&o e estresse oxidativo (Crowley, 2014), sugerimos que o efeito anti-
inflamatorio do Kef-1 pode ser mediado, em parte, por sua acdo antioxidante.
Embasando nossa hipétese, estudos mostraram que na hipertenséo a inibicdo de
NFkB reduziu a expresséo de IL-6 e MCP-1 e melhorou o dano vascular (Brasier et
al., 2002; Theuer et al., 2002; Jiang et al., 2004). Além disso, o tratamento com
inibidores da ECA reduziu a atividade de NFkB, prevenindo a inflamacao vascular
(Miguel-Carrasco et al., 2010; Kim et al., 2011).

A enzima MPO é um importante biomarcador de inflamacdo e estresse
oxidativo em leucdcitos, formando um composto altamente oxidante (Nussbaum et
al., 2013) associado ao dano tecidual em DCV (Cheng et al., 2019). Diante disso, €
possivel, portanto, que Kef-1 diminuiu o estresse oxidativo por meio de mecanismos
dependentes de inflamacdo, reduzindo o recrutamento de células imunes e

atenuando a hiperatividade do SRA.

Foi observado nas CML de camundongos hipertensos 2R1C um aumento dos
niveis de NO, provavelmente derivado da enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS), que esta aumentada em condi¢des inflamatorias, como na hipertensédo
(Tiradentes et al., 2015; Santuzzi et al., 2015; Kumral et al., 2016). Os altos niveis
de NO derivado de iINOS estéo associados a proliferacdo de CML aorticas (Sigala
et al., 2005) e aumento do estresse oxidativo resultante da reacao entre NO e -O2-

produzindo peroxinitrito (-ONOO-) (Mungrue et al., 2002). Uma vez que Ang Il via
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NFkB intensifica a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e ativa MCP-1, levando a
ativacdo de iNOS, propomos que esse mecanismo poderia ser responsavel pela
reducao da producéo de NO exibida apds tratamento com Kef-1(Alvarez et al., 2008;
Takahashi et al., 2008; Sun et al., 2009).

Diante dessas consideracdes, é provavel que as propriedades antioxidantes
e anti-inflamatdrias do Kefir associadas a seu efeito anti-hipertensivo (Monteiro et
al., 2020; Friques et al., 2020; Friques et al., 2015) sejam fortemente relacionadas
as acOes de seus peptideos bioativos inibidores da ECA, como o Kef-1. Além disso,
esses resultados sugerem que é necessaria uma avaliacdo mais detalhada das

propriedades anti-inflamatorias de Kef-1.

O modelo experimental de hipertensdo 2R1C também é marcado por
remodelamento hipertréfico (positivo) dos vasos de condutancia incitado pelo SRA.
A aorta dos animais hipertensos 2R1C apresenta-se com reducdo da complacéncia
e espessamento da parede, devido a um aumento na espessura da intima-média,
caracteristica esta observada neste estudo (Nogueira et al., 2007; Castro et al.,
2008; Guimaraes et al., 2015; Natalin et al., 2016). Ja € estabelecido que Ang Il induz
hipertrofia e hiperplasia de CML vasculares, expressado pelo aumento de a-SMA e
da espessura da camada média (Yoshida et al., 2004; Mondaca-Ruff et al., 2019).
Em concordancia com essas evidéncias, mostramos que as aortas dos
camundongos 2R1C exibiram hiperplasia das CML manifestada por aumento da

guantidade de células expressando a-SMA e espessamento da camada muscular.

Interessantemente, alguns autores sugerem que o aumento de apoptose de
CML da aorta, também observada neste trabalho, poderia ser um mecanismo
adaptativo contra a hipertrofia celular durante a hipertensao (Sharifi et al., 1997,
Devlin et al., 2000). Essas alteracfes vasculares podem ser, em parte, mediadas
pela via Ang II-AT1/NADPHox nas CML, levando a ativacao excessiva de fatores de
transcricéo para proliferacédo, migracao e hipertrofia (Luchtefeld et al., 2005; Ceron
et al., 2012; Brown et al., 2018). Por conseguinte, a atenuacdo do SRA por Kef-1
possivelmente contribuiu para reducdo do espessamento da camada média

muscular na aorta e também da apoptose celular.

Estudos anteriores revelam que a supressdo do SRA por inibidores da ECA

tem efeitos benéficos no remodelamento de artérias de condutancia e resisténcia
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(Schiffrin e Deng, 1995; Agabiti-Rosei et al., 2009). Além disso, apoiando nossos
achados, foi observado que o tratamento com Kefir e outros produtos fermentados
propiciou além do efeito anti-hipertensivo direto, também a reducdo de apoptose
celular e atenuacdo de alteracGes estruturais vasculares e cardiacas (Lin et al.,
2013; Yap et al., 2016; Brasil et al., 2018; Monteiro et al., 2020). Entretanto, apesar
do tratamento por apenas 7 dias com Kef-1 ter atenuado o espessamento aértico,
provavelmente devido a supressédo do SRA local, este mesmo periodo nao refletiu
em reducao significativa na proliferacdo de CML, AST e deposicédo de colageno,
sugerindo que um tratamento mais longo poderia ser necessario para alteracdes

vasculares significativas.

A analise por MEV revelou que o peptideo Kef-1 diminuiu o aspecto de dano
a superficie endotelial da aorta de camundongos 2R1C. Validando esse achado,
estudos anteriores mostraram que a administracdo de Kefir suprimiu a disfuncao
endotelial e os danos em animais hipertensos através da reducdo de ROS com um
aumento concomitante da biodisponibilidade de NO (Klippel et al., 2016; Brasil et al.,
2018; Monteiro et al., 2020). Além disso, o tratamento com diferentes produtos
fermentados do leite preveniu a disfuncao endotelial em artérias de ratos hipertensos
(Jakala et al., 2009; Jakala et al., 2010). O aumento da producédo de -O2-: diminui a
biodisponibilidade de NO originado por NOS endotelial, resultando em disfuncgéo
(Hirota et al., 2007). Foi demonstrado que os peptideos anti-hipertensivos derivados
da caseina melhoram a funcdo endotelial e causam vasodilatacdo por reducao de
ROS e aumento de NO (Hirota et al., 2007; Aihara et al., 2009), mecanismo este
provavel de Kef-1. Além disso, o aumento dos niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatérias durante a hipertensdo também pode contribuir para a disfuncéo
endotelial e propiciar a adesdo de leucécitos nos vasos, resultando no
remodelamento vascular (Touys, 2004; Garrido e Griendling, 2009). Portanto, os
peptideos que atuam como moduladores inflamatérios (Aihara et al.,, 2009;
Nakamura et al., 2013), entre eles Kef-1, podem melhorar a as alteracdes vasculares
na hipertenséo. Diante disto, por atuarem como antioxidantes e anti-inflamatoérios,
esses peptideos desempenham um papel crucial para melhorar a biodisponibilidade

do NO e, consequentemente, modular a fungéo endotelial e a PA.
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7. CONCLUSAO

Em resumo, este estudo revelou o potencial anti-hipertensivo do
heptapeptideo Kef-1, um inibidor da ECA derivado do Kefir, provavelmente
associado a suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias em um modelo
experimental de hipertensao dependente de Ang Il (Fig. 28). Em conjunto, os dados
sugerem uma multifuncionalidade do peptideo Kef-1 e apontam seu potencial papel
mediador dos efeitos benéficos do Kefir na hipertensdo. Estas novas descobertas
ajudam a esclarecer os mecanismos envolvidos nos beneficios do consumo do
probidtico Kefir na hipertenséo. Além disso, este trabalho destaca a importancia da
utilizacdo de alimentos funcionais, os quais sdo fontes de peptideos bioativos
inibidores da ECA, como uma estratégia adjuvante, ndo farmacologica, e sem efeitos

colaterais no tratamento da hipertensao e DCV.
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Figura 28: Resumo das acdes bioldgicas sistémicas e locais do peptideo Kef-1 no
modelo experimental de hipertensdo dependente de angiotensina. Figura de autoria

propria.



87

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adolfsson O, Meydani SN, Russell RM. Yogurt and gut function. Am J Clin
Nutr. 2004 Aug;80(2):245-56. doi: 10.1093/ajcn/80.2.245. PMID: 15277142.

Agabiti-Rosei E, Heagerty AM, Rizzoni D. Effects of antihypertensive
treatment on small artery remodelling. J Hypertens. 2009 Jun;27(6):1107-14. doi:
10.1097/HJH.0b013e328329272e. PMID: 19293726.

Ahmed Z, Wang Y, Ahmad A, Khan ST, Nisa M, Ahmad H, Afreen A. Kefir and
health: a contemporary perspective. Crit Rev Food Sci Nutr. 2013;53(5):422-34. doi:
10.1080/10408398.2010.540360. PMID: 23391011.

Ahtesh FB, Stojanovska L, Apostolopoulos V. Anti-hypertensive peptides
released from milk proteins by probiotics. Maturitas. 2018 Sep;115:103-109. doi:
10.1016/j.maturitas.2018.06.016. Epub 2018 Jul 6. PMID: 30049341.

Aihara K, Ishii H, Yoshida M. Casein-derived tripeptide, Val-Pro-Pro (VPP),
modulates monocyte adhesion to vascular endothelium. J Atheroscler Thromb. 2009
Oct;16(5):594-603. doi: 10.5551/jat.729. PMID: 19907102.

Alves MF, Araujo MC, Juliano MA, Oliveira EM, Krieger JE, Casarini DE,
Juliano L, Carmona AK. A continuous fluorescent assay for the determination of
plasma and tissue angiotensin I-converting enzyme activity. Braz J Med Biol Res.
2005 Jun;38(6):861-8. doi: 10.1590/s0100-879x2005000600007. Epub 2005 Jun 1.
PMID: 15933779.

Alvarez Y, Briones AM, Hernanz R, Pérez-Gir6n JV, Alonso MJ, Salaices M.
Role of NADPH oxidase and iNOS in vasoconstrictor responses of vessels from
hypertensive and normotensive rats. Br J Pharmacol. 2008 Mar;153(5):926-35. doi:
10.1038/sj.bjp.0707575. Epub 2007 Nov 12. PMID: 17994107; PMCID:
PMC2267276.

Amann B, Tinzmann R, Angelkort B. ACE inhibitors improve diabetic
nephropathy through suppression of renal MCP-1. Diabetes Care. 2003
Aug;26(8):2421-5. doi: 10.2337/diacare.26.8.2421. PMID: 12882873.

Amorim FG, Coitinho LB, Dias AT, Frigues AGF, Monteiro BL, Rezende LCD,
Pereira TMC, Campagnaro BP, De Pauw E, Vasquez EC, Quinton L. Identification



88

of new bioactive peptides from Kefir milk through proteopeptidomics: Bioprospection
of antihypertensive molecules. Food Chem. 2019 Jun 1;282:109-119. doi:
10.1016/j.foodchem.2019.01.010. Epub 2019 Jan 8. PMID: 30711094.

Andrukhiv A, Costa AD, West IC, Garlid KD. Opening mitoKATP increases
superoxide generation from complex | of the electron transport chain. Am J Physiol
Heart Circ Physiol. 2006 Nov;291(5):H2067-74. doi: 10.1152/ajpheart.00272.2006.
Epub 2006 Jun 23. PMID: 16798828.

Bamdad F, Shin SH, Suh JW, Nimalaratne C, Sunwoo H. Anti-Inflammatory
and Antioxidant Properties of Casein Hydrolysate Produced Using High Hydrostatic
Pressure Combined with Proteolytic Enzymes. Molecules. 2017 Apr 10;22(4):609.
doi: 10.3390/molecules22040609. PMID: 28394279; PMCID: PMC6154324.

Beevers G, Lip GY, O'Brien E. ABC of hypertension: The pathophysiology of
hypertension. BMJ. 2001 Apr 14;322(7291):912-6. doi: 10.1136/bm;.322.7291.912.
PMID: 11302910; PMCID: PMC1120075.

Beenakker, J. W. M., Ashcroft, B. A., Lindeman, J. H., & Oosterkamp, T. H.
(2012). Mechanical properties of the extracellular matrix of the aorta studied by
enzymatic treatments. Biophysical journal, 102(8), 1731-1737.

Bivol LM, Berge RK, Iversen BM. Tetradecylthioacetic acid prevents the
inflammatory response in two-kidney, one-clip hypertension. Am J Physiol Regul
Integr Comp Physiol. 2008 Feb;294(2):R438-47. doi: 10.1152/ajpregu.00590.2007.
Epub 2007 Nov 21. PMID: 18032469.

Bourrie BC, Willing BP, Cotter PD. The Microbiota and Health Promoting
Characteristics of the Fermented Beverage Kefir. Front Microbiol. 2016 May 4;7:647.
doi: 10.3389/fmich.2016.00647. PMID: 27199969; PMCID: PMC4854945.

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 1976
May 7;72:248-54. doi: 10.1006/abio.1976.9999. PMID: 942051.

Brasier AR, Recinos A 3rd, Eledrisi MS. Vascular inflammation and the renin-
angiotensin system. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002 Aug 1;22(8):1257-66. doi:
10.1161/01.atv.0000021412.56621.a2. PMID: 12171785.



89

Brasil GA, Silva-Cutini MA, Moraes FSA, Pereira TMC, Vasquez EC, Lenz D,
Bissoli NS, Endringer DC, de Lima EM, Biancardi VC, Maia JF, de Andrade TU. The
benefits of soluble non-bacterial fraction of kefir on blood pressure and cardiac
hypertrophy in hypertensive rats are mediated by an increase in baroreflex sensitivity
and decrease in angiotensin-converting enzyme activity. Nutrition. 2018 Jul-Aug;51-
52:66-72. doi: 10.1016/j.nut.2017.12.007. Epub 2018 Feb 7. PMID: 29605766.

Brown IAM, Diederich L, Good ME, DeLalio LJ, Murphy SA, Cortese-Krott MM,
Hall JL, Le TH, Isakson BE. Vascular Smooth Muscle Remodeling in Conductive and
Resistance Arteries in Hypertension. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2018
Sep;38(9):1969-1985. doi: 10.1161/ATVBAHA.118.311229. PMID: 30354262;
PMCID: PMC6205219.

Burnier M, Egan BM. Adherence in Hypertension. Circ Res. 2019 Mar
29;124(7):1124-1140. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.118.313220. PMID: 30920917.

Campagnaro BP, Gava AL, Meyrelles SS, Vasquez EC. Cardiac-autonomic
imbalance and baroreflex dysfunction in the renovascular Angiotensin-dependent
hypertensive mouse. Int J Hypertens. 2012;2012:968123. doi:
10.1155/2012/968123. Epub 2012 Nov 5. PMID: 23193440; PMCID: PMC3502004.

Campagnaro BP, Tonini CL, Nogueira BV, Casarini DE, Vasquez EC,
Meyrelles SS. DNA damage and augmented oxidative stress in bone marrow
mononuclear cells from Angiotensin-dependent hypertensive mice. Int J Hypertens.
2013;2013:305202. doi: 10.1155/2013/305202. Epub 2013 Feb 14. PMID:
23476745; PMCID: PMC3586517.

Castro MM, Rizzi E, Figueiredo-Lopes L, Fernandes K, Bendhack LM, Pitol
DL, Gerlach RF, Tanus-Santos JE. Metalloproteinase inhibition ameliorates
hypertension and prevents vascular dysfunction and remodeling in renovascular
hypertensive rats. Atherosclerosis. 2008 Jun;198(2):320-31. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2007.10.011. Epub 2007 Dec 3. PMID: 18054360.

Ceron CS, Rizzi E, Guimaraes DA, Martins-Oliveira A, Cau SB, Ramos J,
Gerlach RF, Tanus-Santos JE. Time course involvement of matrix

metalloproteinases in the vascular alterations of renovascular hypertension. Matrix



90

Biol. 2012 May;31(4):261-70. doi: 10.1016/j.matbio.2012.01.009. Epub 2012 Feb 10.
PMID: 22342460.

Chakrabarti S, Jahandideh F, Wu J. Food-derived bioactive peptides on
inflammation and oxidative stress. Biomed Res Int. 2014;2014:608979. doi:
10.1155/2014/608979. Epub 2014 Jan 2. PMID: 24527452; PMCID: PMC3914560.

Chen YH, Chen HL, Fan HC, Tung YT, Kuo CW, Tu MY, Chen CM. Anti-
Inflammatory, Antioxidant, and Antifibrotic Effects of Kefir Peptides on Salt-Induced
Renal Vascular Damage and Dysfunction in Aged Stroke-Prone Spontaneously
Hypertensive Rats. Antioxidants (Basel). 2020 Aug 26;9(9):790. doi:
10.3390/antiox9090790. PMID: 32858955; PMCID: PMC7555286.

Chen 'Y, Liu W, Xue J, Yang J, Chen X, Shao Y, Kwok LY, Bilige M, Mang L,
Zhang H. Angiotensin-converting enzyme inhibitory activity of Lactobacillus
helveticus strains from traditional fermented dairy foods and antihypertensive effect
of fermented milk of strain H9. J Dairy Sci. 2014 Nov;97(11):6680-92. doi:
10.3168/jds.2014-7962. Epub 2014 Aug 22. PMID: 25151888.

Cheng, D., Talib, J., Stanley, C. P., Rashid, I., Michaélsson, E., Lindstedt, E.
L., ... & Stocker, R. (2019). Inhibition of MPO (myeloperoxidase) attenuates
endothelial dysfunction in mouse models of vascular inflammation and
atherosclerosis. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology, 39(7), 1448-
1457.

Crowley SD. The cooperative roles of inflammation and oxidative stress in the
pathogenesis of hypertension. Antioxid Redox Signal. 2014 Jan 1;20(1):102-20. doi:
10.1089/ars.2013.5258. Epub 2013 Apr 19. PMID: 23472597; PMCID:
PMC3880899.

Curado DDSP, Gomes DF, Silva TBC, Almeida PHRF, Tavares NUL, Areda
CA, da Silva EN. Direct cost of systemic arterial hypertension and its complications
in the circulatory system from the perspective of the Brazilian public health system in
2019. PLoS One. 2021 Jun 10;16(6):e0253063. doi: 10.1371/journal.pone.0253063.
PMID: 34111216; PMCID: PMC8191920.



91

de Cavanagh EM, Piotrkowski B, Basso N, Stella I, Inserra F, Ferder L, Fraga
CG. Enalapril and losartan attenuate mitochondrial dysfunction in aged rats. FASEB
J. 2003 Jun;17(9):1096-8. doi: 10.1096/fj.02-0063fje. Epub 2003 Apr 22. PMID:
12709417.

de Cavanagh EM, Toblli JE, Ferder L, Piotrkowski B, Stella I, Inserra F. Renal
mitochondrial dysfunction in spontaneously hypertensive rats is attenuated by
losartan but not by amlodipine. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2006
Jun;290(6):R1616-25. doi: 10.1152/ajpregu.00615.2005. Epub 2006 Jan 12. PMID:
16410402.

de Oliveira MR, Silva TJ, Barros E, Guimaraes VM, Baracat-Pereira MC, Eller
MR, Dos Reis Coimbra JS, de Oliveira EB. Anti-Hypertensive Peptides Derived from
Caseins: Mechanism of Physiological Action, Production Bioprocesses, and
Challenges for Food Applications. Appl Biochem Biotechnol. 2018 Aug;185(4):884-
908. doi: 10.1007/s12010-018-2692-8. Epub 2018 Jan 25. PMID: 29372419.

del Mar Contreras, M., Carrén, R., Montero, M. J., Ramos, M., & Recio, |I.
(2009). Novel casein-derived peptides with antihypertensive activity. International
Dairy Journal, 19(10), 566-573.

Daiber A, Di Lisa F, Oelze M, Krdller-Schon S, Steven S, Schulz E, Munzel T.
Crosstalk of mitochondria with NADPH oxidase via reactive oxygen and nitrogen
species signalling and its role for vascular function. Br J Pharmacol. 2017
Jun;174(12):1670-1689. doi: 10.1111/bph.13403. Epub 2016 Feb 4. PMID:
26660451; PMCID: PMC5446573.

Dan X, Mushi Z, Baili W, Han L, Engi W, Huanhu Z, Shuchun L. Differential
Analysis of Hypertension-Associated Intestinal Microbiota. Int J Med Sci. 2019 Jun
2;16(6):872-881. doi: 10.7150/ijms.29322. PMID: 31337961; PMCID: PMC6643114.

Dandona P, Dhindsa S, Ghanim H, Chaudhuri A. Angiotensin Il and
inflammation: the effect of angiotensin-converting enzyme inhibition and angiotensin
Il receptor blockade. J Hum Hypertens. 2007 Jan;21(1):20-7. doi:
10.1038/sj.jhh.1002101. Epub 2006 Nov 9. PMID: 17096009.



92

Devlin AM, Clark JS, Reid JL, Dominiczak AF. DNA synthesis and apoptosis
in smooth muscle cells from a model of genetic hypertension. Hypertension. 2000
Jul;36(1):110-5. doi: 10.1161/01.hyp.36.1.110. PMID: 10904021.

Dias AT, Cintra AS, Frossard JC, Palomino Z, Casarini DE, Gomes IB, Balarini
CM, Gava AL, Campagnaro BP, Pereira TM, Meyrelles SS, Vasquez EC. Inhibition
of phosphodiesterase 5 restores endothelial function in renovascular hypertension. J
Transl Med. 2014 Sep 16;12:250. doi: 10.1186/s12967-014-0250-x. PMID:
25223948; PMCID: PMC4172908.

Dikalov S. Cross talk between mitochondria and NADPH oxidases. Free Radic
Biol Med. 2011 Oct 1;51(7):1289-301. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2011.06.033.
Epub 2011 Jul 6. PMID: 21777669; PMCID: PMC3163726.

Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol
Rev. 2002 Jan;82(1):47-95. doi: 10.1152/physrev.00018.2001. PMID: 117736009.

Ejtahed HS, Mohtadi-Nia J, Homayouni-Rad A, Niafar M, Asghari-Jafarabadi
M, Mofid V. Probiotic yogurt improves antioxidant status in type 2 diabetic patients.
Nutrition. 2012 May;28(5):539-43. doi: 10.1016/j.nut.2011.08.013. Epub 2011 Nov
29. PMID: 22129852.

Farag MA, Jomaa SA, ElI-Wahed AA, EI-Seedi AHR. The Many Faces of Kefir
Fermented Dairy Products: Quality Characteristics, Flavour Chemistry, Nutritional
Value, Health Benefits, and Safety. Nutrients. 2020 Jan 28;12(2):346. doi:
10.3390/nu12020346. PMID: 32013044; PMCID: PMC7071183.

Fernandes, S. S., Coelho, M. S., & de las Mercedes Salas-Mellado, M. (2019).
Bioactive compounds as ingredients of functional foods: polyphenols, carotenoids,
peptides from animal and plant sources new. In Bioactive Compounds (pp. 129-142).
Woodhead Publishing.

Fernandez MA, Panahi S, Daniel N, Tremblay A, Marette A. Yogurt and
Cardiometabolic Diseases: A Critical Review of Potential Mechanisms. Adv Nutr.
2017 Nov 15;8(6):812-829. doi: 10.3945/an.116.013946. PMID: 29141967; PMCID:
PMC5682997.



93

Friederich-Persson M, Persson P. Mitochondrial angiotensin Il receptors
regulate oxygen consumption in kidney mitochondria from healthy and type 1 diabetic
rats. Am J Physiol Renal Physiol. 2020 Mar 1;318(3):F683-F688. doi:
10.1152/ajprenal.00417.2019. Epub 2020 Jan 6. PMID: 31904285.

Friques AG, Arpini CM, Kalil IC, Gava AL, Leal MA, Porto ML, Nogueira BV,
Dias AT, Andrade TU, Pereira TM, Meyrelles SS, Campagnaro BP, Vasquez EC.
Chronic administration of the probiotic kefir improves the endothelial function in
spontaneously hypertensive rats. J Transl Med. 2015 Dec 30;13:390. doi:
10.1186/s12967-015-0759-7. PMID: 26715471; PMCID: PMC4696190.

Frigues AGF, Santos FDN, Angeli DB, Silva FAC, Dias AT, Aires R, Leal MAS,
Nogueira BV, Amorim FG, Campagnaro BP, Pereira TMC, Campos-Toimil M,
Meyrelles SS, Vasquez EC. Bisphenol A contamination in infant rats: molecular,
structural, and physiological cardiovascular changes and the protective role of kefir.
J Nutr Biochem. 2020 Jan;75:108254. doi: 10.1016/j.jnutbio.2019.108254. Epub
2019 Oct 25. PMID: 31707283.

Ganesh BP, Nelson JW, Eskew JR, Ganesan A, Ajami NJ, Petrosino JF,
Bryan RM Jr, Durgan DJ. Prebiotics, Probiotics, and Acetate Supplementation
Prevent Hypertension in a Model of Obstructive Sleep Apnea. Hypertension. 2018
Nov;72(5):1141-1150. doi: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.118.11695. PMID:
30354816; PMCID: PMC6209125.

Garlid KD, Dos Santos P, Xie ZJ, Costa AD, Paucek P. Mitochondrial
potassium transport: the role of the mitochondrial ATP-sensitive K(+) channel in
cardiac function and cardioprotection. Biochim Biophys Acta. 2003 Sep 30;1606(1-
3):1-21. doi: 10.1016/s0005-2728(03)00109-9. PMID: 14507424.

Garrido AM, Griendling KK. NADPH oxidases and angiotensin Il receptor
signaling. Mol Cell Endocrinol. 2009 Apr 29;302(2):148-58. doi:
10.1016/j.mce.2008.11.003. Epub 2008 Nov 18. PMID: 19059306; PMCID:
PMC2835147.

Ghiadoni L, Magagna A, Versari D, Kardasz |, Huang Y, Taddei S, Salvetti A.

Different effect of antihypertensive drugs on conduit artery endothelial function.



94

Hypertension. 2003 Jun;41(6):1281-6. doi: 10.1161/01.HYP.0000070956.57418.22.
Epub 2003 Apr 28. PMID: 12719441.

Gobbetti M, Ferranti P, Smacchi E, Goffredi F, Addeo F. Production of
angiotensin-I-converting-enzyme-inhibitory peptides in fermented milks started by
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus SS1 and Lactococcus lactis subsp.
cremoris FT4. Appl Environ Microbiol. 2000 Sep;66(9):3898-904. doi:
10.1128/AEM.66.9.3898-3904.2000. PMID: 10966406; PMCID: PMC92236.

Grajek W, Olejnik A, Sip A. Probiotics, prebiotics and antioxidants as
functional foods. Acta Biochim Pol. 2005;52(3):665-71. Epub 2005 Aug 5. PMID:
16086074.

Guimaraes DA, Rizzi E, Ceron CS, Matrtins-Oliveira A, Gerlach RF, Shiva S,
Tanus-Santos JE. Atorvastatin and sildenafil decrease vascular TGF-p levels and
MMP-2 activity and ameliorate arterial remodeling in a model of renovascular
hypertension. Redox Biol. 2015 Dec;6:386-395. doi: 10.1016/j.redox.2015.08.017.
Epub 2015 Aug 31. PMID: 26343345; PMCID: PMC4564390.

Guo F, Chen XL, Wang F, Liang X, Sun YX, Wang YJ. Role of angiotensin Il
type 1 receptor in angiotensin ll-induced cytokine production in macrophages. J
Interferon Cytokine Res. 2011 Apr;31(4):351-61. doi: 10.1089/jir.2010.0073. Epub
2011 Jan 15. PMID: 21235392.

Guzel-Seydim ZB, Kok-Tas T, Greene AK, Seydim AC. Review: functional
properties of kefir. Crit Rev Food Sci Nutr. 2011 Mar;51(3):261-8. doi:
10.1080/10408390903579029. PMID: 21390946.

Ha GE, Chang OK, Han GS, Ham JS, Park BY, Jeong SG. Comparison of
Antioxidant Activities of Hydrolysates of Domestic and Imported Skim Milk Powders
Treated with Papain. Korean J Food Sci Anim Resour. 2015;35(3):360-9. doi:
10.5851/kosfa.2015.35.3.360. Epub 2015 Jun 30. PMID: 26761850; PMCID:
PMC4662359.

Hamida RS, Shami A, Ali MA, Almohawes ZN, Mohammed AE, Bin-Meferij
MM. Kefir: A protective dietary supplementation against viral infection. Biomed



95

Pharmacother. 2021 Jan;133:110974. doi: 10.1016/j.biopha.2020.110974. Epub
2020 Nov 11. PMID: 33186795; PMCID: PMC7655491.

Harrison DG. The mosaic theory revisited: common molecular mechanisms
coordinating diverse organ and cellular events in hypertension. J Am Soc Hypertens.
2013 Jan-Feb;7(1):68-74. doi: 10.1016/).jash.2012.11.007. PMID: 23321405;
PMCID: PMC3646628.

Hayes M, Stanton C, Slattery H, O'Sullivan O, Hill C, Fitzgerald GF, Ross RP.
Casein fermentate of Lactobacillus animalis DPC6134 contains a range of novel
propeptide angiotensin-converting enzyme inhibitors. Appl Environ Microbiol. 2007
Jul;73(14):4658-67. doi: 10.1128/AEM.00096-07. Epub 2007 May 4. PMID:
17483275; PMCID: PMC1932838.

Hernandez-Ledesma, B., Miralles, B., Amigo, L., Ramos, M., & Recio, I.
(2005). Identification of antioxidant and ACE-inhibitory peptides in fermented
milk. Journal of the Science of Food and Agriculture, 85(6), 1041-1048.

Hertzler SR, Clancy SM. Kefir improves lactose digestion and tolerance in
adults with lactose maldigestion. J Am Diet Assoc. 2003 May;103(5):582-7. doi:
10.1053/jada.2003.50111. PMID: 12728216.

Hirota T, Nonaka A, Matsushita A, Uchida N, Ohki K, Asakura M, Kitakaze M.
Milk casein-derived tripeptides, VPP and IPP induced NO production in cultured
endothelial cells and endothelium-dependent relaxation of isolated aortic rings. Heart
Vessels. 2011 Sep;26(5):549-56. doi: 10.1007/s00380-010-0096-y. Epub 2011 Jan
8. PMID: 21221598.

Hirota T, Ohki K, Kawagishi R, Kajimoto Y, Mizuno S, Nakamura Y, Kitakaze
M. Casein hydrolysate containing the antihypertensive tripeptides Val-Pro-Pro and
lle-Pro-Pro improves vascular endothelial function independent of blood pressure-
lowering effects: contribution of the inhibitory action of angiotensin-converting
enzyme. Hypertens Res. 2007 Jun;30(6):489-96. doi: 10.1291/hypres.30.489. PMID:
17664851.



96

Intengan HD, Schiffrin EL. Vascular remodeling in hypertension: roles of
apoptosis, inflammation, and fibrosis. Hypertension. 2001 Sep;38(3 Pt 2):581-7. doi:
10.1161/hy09t1.096249. PMID: 11566935.

Ishida Y, Shibata Y, Fukuhara I, Yano Y, Takehara I, Kaneko K. Effect of an
excess intake of casein hydrolysate containing Val-Pro-Pro and lle-Pro-Pro in
subjects with normal blood pressure, high-normal blood pressure, or mild
hypertension. Biosci Biotechnol Biochem. 2011;75(3):427-33. doi:
10.1271/bbb.100560. Epub 2011 Mar 7. PMID: 21389626.

Izquierdo-Gonzalez JJ, Amil-Ruiz F, Zazzu S, Sanchez-Lucas R, Fuentes-
Almagro CA, Rodriguez-Ortega MJ. Proteomic analysis of goat milk kefir: Profiling
the fermentation-time dependent protein digestion and identification of potential
peptides with biological activity. Food Chem. 2019 Oct 15;295:456-465. doi:
10.1016/j.foodchem.2019.05.178. Epub 2019 May 25. PMID: 31174782.

Jakala P, Pere E, Lehtinen R, Turpeinen A, Korpela R, Vapaatalo H.
Cardiovascular activity of milk casein-derived tripeptides and plant sterols in
spontaneously hypertensive rats. J Physiol Pharmacol. 2009 Dec;60(4):11-20. PMID:
20065492.

Jakala P, Vapaatalo H. Antihypertensive Peptides from Milk Proteins.
Pharmaceuticals (Basel). 2010 Jan 19;3(1):251-272. doi: 10.3390/ph3010251.
PMID: 27713251; PMCID: PMC3991029.

Jiang B, Xu S, Hou X, Pimentel DR, Cohen RA. Angiotensin Il differentially
regulates interleukin-1-beta-inducible NO synthase (iINOS) and vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) expression: role of p38 MAPK. J Biol Chem. 2004
May 7;279(19):20363-8. doi: 10.1074/jbc.M314172200. Epub 2004 Mar 3. PMID:
15001568.

Jordan J, Kurschat C, Reuter H. Arterial Hypertension. Dtsch Arztebl Int. 2018
Aug 20;115(33-34):557-568. doi: 10.3238/arztebl.2018.0557. PMID: 30189978;
PMCID: PMC6156553.

Kanbak G, Uzuner K, Kusat Ol K, Oglak¢i A, Kartkaya K, Sentirk H. Effect of

kefir and low-dose aspirin on arterial blood pressure measurements and renal



97

apoptosis in unhypertensive rats with 4 weeks salt diet. Clin Exp Hypertens.
2014;36(1):1-8. doi: 10.3109/10641963.2013.783046. Epub 2013 Apr 30. PMID:
23631764.

Kawai T, Forrester SJ, O'Brien S, Baggett A, Rizzo V, Eguchi S. AT1 receptor
signaling pathways in the cardiovascular system. Pharmacol Res. 2017 Nov;125(Pt
A):4-13. doi: 10.1016/j.phrs.2017.05.008. Epub 2017 May 17. PMID: 28527699;
PMCID: PMC5607088.

Klippel BF, Duemke LB, Leal MA, Frigues AG, Dantas EM, Dalvi RF, Gava
AL, Pereira TM, Andrade TU, Meyrelles SS, Campagnaro BP, Vasquez EC. Effects
of Kefir on the Cardiac Autonomic Tones and Baroreflex Sensitivity in Spontaneously
Hypertensive Rats. Front Physiol. 2016 Jun 7;7:211. doi: 10.3389/fphys.2016.00211.
PMID: 27375490; PMCID: PMC4895057.

Kim JM, Heo HS, Choi YJ, Ye BH, Mi Ha Y, Seo AY, Yu BP, Leeuwenburgh
C, Chung HY, Carter CS. Inhibition of NF-kB-induced inflammatory responses by
angiotensin Il antagonists in aged rat kidney. Exp Gerontol. 2011 Jul;46(7):542-8.
doi: 10.1016/j.exger.2011.02.011. Epub 2011 Mar 3. PMID: 21377515; PMCID:
PMC3104080.

Kimura S, Zhang GX, Nishiyama A, Shokoji T, Yao L, Fan YY, Rahman M,
Abe Y. Mitochondria-derived reactive oxygen species and vascular MAP kinases:
comparison of angiotensin Il and diazoxide. Hypertension. 2005 Mar;45(3):438-44.
doi: 10.1161/01.HYP.0000157169.27818.ae. Epub 2005 Feb 7. PMID: 15699441.

Kumral ZN, Sener G, Ozgur S, Koc M, Suleymanoglu S, Hurdag C, Yegen BC.
Regular exercise alleviates renovascular hypertension-induced cardiac/endothelial
dysfunction and oxidative injury in rats. J Physiol Pharmacol. 2016 Feb;67(1):45-55.
PMID: 27010894.

Lana A, Banegas JR, Guallar-Castillon P, Rodriguez-Artalejo F, Lopez-Garcia
E. Association of Dairy Consumption and 24-Hour Blood Pressure in Older Adults
with  Hypertension. Am J Med. 2018 Oct;131(10):1238-1249. doi:
10.1016/j.amjmed.2018.04.039. Epub 2018 May 26. PMID: 29807002.



98

Landmesser U, Cai H, Dikalov S, McCann L, Hwang J, Jo H, Holland SM,
Harrison DG. Role of p47(phox) in vascular oxidative stress and hypertension caused
by angiotensin Il. Hypertension. 2002 Oct;40(4):511-5. doi:
10.1161/01.hyp.0000032100.23772.98. PMID: 12364355; PMCID: PMC4734745.

Lee MY, Ahn KS, Kwon OK, Kim MJ, Kim MK, Lee IY, Oh SR, Lee HK. Anti-
inflammatory and anti-allergic effects of kefir in a mouse asthma model.
Immunobiology. 2007;212(8):647-54. doi: 10.1016/j.imbio.2007.05.004. Epub 2007
Jul 10. PMID: 17869642.

Li HB, Qin DN, Ma L, Miao YW, Zhang DM, Lu Y, Song XA, Zhu GQ, Kang
YM. Chronic infusion of lisinopril into hypothalamic paraventricular nucleus
modulates cytokines and attenuates oxidative stress in rostral ventrolateral medulla
in hypertension. Toxicol Appl Pharmacol. 2014 Sep 1;279(2):141-9. doi:
10.1016/j.taap.2014.06.004. Epub 2014 Jun 14. PMID: 24937322,

Li J, Zhao F, Wang Y, Chen J, Tao J, Tian G, Wu S, Liu W, Cui Q, Geng B,
Zhang W, Weldon R, Auguste K, Yang L, Liu X, Chen L, Yang X, Zhu B, Cai J. Gut
microbiota dysbiosis contributes to the development of hypertension. Microbiome.
2017 Feb 1;5(1):14. doi: 10.1186/s40168-016-0222-x. PMID: 28143587; PMCID:
PMC5286796.

Lin PP, Hsieh YM, Kuo WW, Lin YM, Yeh YL, Lin CC, Tsai FJ, Tsai CH, Tsai
CC, Huang CY. Suppression of TLR-4-related inflammatory pathway and anti-fibrosis
effects of probiotic-fermented purple sweet potato yogurt in hearts of spontaneously
hypertensive rats. Chin J Physiol. 2013 Jun 30;56(3):174-83. doi:
10.4077/CJP.2013.BAB118. PMID: 23656219.

Liu JR, Chen MJ, Lin CW. Antimutagenic and antioxidant properties of milk-
kefir and soymilk-kefir. J Agric Food Chem. 2005 Apr 6;53(7):2467-74. doi:
10.1021/jf048934k. PMID: 15796581.

Lopitz-Otsoa, F., Rementeria, A., Elguezabal, N., & Garaizar, J. (2006). Kefir:
una comunidad simbidtica de bacterias y levaduras con propiedades

saludables. Revista Iberoamericana de Micologia, 23(2), 67-74.



99

Luchtefeld M, Grote K, Grothusen C, Bley S, Bandlow N, Selle T, Struber M,
Haverich A, Bavendiek U, Drexler H, Schieffer B. Angiotensin Il induces MMP-2 in a
p47phox-dependent manner. Biochem Biophys Res Commun. 2005 Mar
4;328(1):183-8. doi: 10.1016/j.bbrc.2004.12.152. PMID: 15670768.

Lunow D, Kaiser S, Ruckriemen J, Pohl C, Henle T. Tryptophan-containing

dipeptides are C-domain selective inhibitors of angiotensin converting enzyme. Food

Chem. 2015 Jan 1;166:596-602. doi: 10.1016/j.foodchem.2014.06.059. Epub
2014 Jun 18. PMID: 25053098.

Maeno M, Yamamoto N, Takano T. ldentification of an antihypertensive
peptide from casein hydrolysate produced by a proteinase from Lactobacillus
helveticus CP790. J Dairy Sci. 1996 Aug;79(8):1316-21. doi: 10.3168/jds.S0022-
0302(96)76487-1. PMID: 8880454.

Malta, D. C., Gongalves, R. P. F., Machado, I. E., Freitas, M. |. D. F., Azeredo,
C., & Szwarcwald, C. L. (2018). Prevaléncia da hipertensédo arterial segundo
diferentes critérios diagnosticos, Pesquisa Nacional de Saude. Revista Brasileira de
Epidemiologia, 21, e180021.

Maneesai P, Bunbupha S, Kukongviriyapan U, Senggunprai L,
Kukongviriyapan V, Prachaney P, Pakdeechote P. Effect of asiatic acid on the Ang
[I-AT1R-NADPH oxidase-NF-kB pathway in renovascular hypertensive rats. Naunyn
Schmiedebergs  Arch  Pharmacol. 2017  Oct;390(10):1073-1083.  doi:
10.1007/s00210-017-1408-x. Epub 2017 Jul 21. PMID: 28733880.

Marchesi C, Paradis P, Schiffrin EL. Role of the renin-angiotensin system in
vascular inflammation. Trends Pharmacol Sci. 2008 Jul;29(7):367-74. doi:
10.1016/j.tips.2008.05.003. Epub 2008 Jun 23. PMID: 18579222.

Marcone S, Belton O, Fitzgerald DJ. Milk-derived bioactive peptides and their
health promoting effects: a potential role in atherosclerosis. Br J Clin Pharmacol.
2017 Jan;83(1):152-162. doi: 10.1111/bcp.13002. Epub 2016 Jun 17. PMID:
27151091; PMCID: PMC5338169.

Mehta PK, Griendling KK. Angiotensin Il cell signaling: physiological and

pathological effects in the cardiovascular system. Am J Physiol Cell Physiol. 2007



100

Jan;292(1):C82-97. doi: 10.1152/ajpcell.00287.2006. Epub 2006 Jul 26. PMID:
16870827.

Mell B, Jala VR, Mathew AV, Byun J, Waghulde H, Zhang Y, Haribabu B,
Vijay-Kumar M, Pennathur S, Joe B. Evidence for a link between gut microbiota and
hypertension in the Dahl rat. Physiol Genomics. 2015 Jun;47(6):187-97. doi:
10.1152/physiolgenomics.00136.2014. Epub 2015 Mar 31. PMID: 25829393;
PMCID: PMC4451389.

Meune C, Mourad JJ, Bergmann JF, Spaulding C. Interaction between
cyclooxygenase and the renin-angiotensin-aldosterone system: rationale and clinical
relevance. J Renin Angiotensin Aldosterone Syst. 2003 Sep;4(3):149-54. doi:
10.3317/jraas.2003.023. PMID: 14608518.

Miao, J., Liao, W., Pan, Z., Wang, Q., Duan, S., Xiao, S., ... & Cao, Y. (2019).
Isolation and identification of iron-chelating peptides from casein hydrolysates. Food
& function, 10(5), 2372-2381.

Miguel M, Gomez-Ruiz JA, Recio I, Aleixandre A. Changes in arterial blood
pressure after single oral administration of milk-casein-derived peptides in
spontaneously hypertensive rats. Mol Nutr Food Res. 2010 Oct;54(10):1422-7. doi:
10.1002/mnfr.200900448. PMID: 20397194.

Miguel-Carrasco JL, Zambrano S, Blanca AJ, Mate A, Vazquez CM. Captopril
reduces cardiac inflammatory markers in spontaneously hypertensive rats by
inactivation of NF-kB. J Inflamm (Lond). 2010 May 12;7:21. doi: 10.1186/1476-9255-
7-21. PMID: 20462420; PMCID: PMC2879251.

Mills KT, Stefanescu A, He J. The global epidemiology of hypertension. Nat
Rev Nephrol. 2020 Apr;16(4):223-237. doi: 10.1038/s41581-019-0244-2. Epub 2020
Feb 5. PMID: 32024986; PMCID: PMC7998524.

Mondaca-Ruff D, Riquelme JA, Quiroga C, Norambuena-Soto |, Sanhueza-
Olivares F, Villar-Fincheira P, Herndndez-Diaz T, Cancino-Arenas N, San Martin A,
Garcia L, Lavandero S, Chiong M. Angiotensin llI-Regulated Autophagy Is Required
for Vascular Smooth Muscle Cell Hypertrophy. Front Pharmacol. 2019 Feb 5;9:1553.
doi: 10.3389/fphar.2018.01553. PMID: 30804791; PMCID: PMC6371839.



101

Monteiro, B. L., Dias, A. T., Wanderkoke, S. C., Yokota, R., Casarini, D. E.,
Leal, M. A,, ... & Vasquez, E. C. (2020). Protective effects of kefir in the angiotensin
[I-dependent hypertension. Journal of Functional Foods, 75, 104260.

Montezano AC, Touyz RM. Reactive oxygen species, vascular Noxs, and
hypertension: focus on translational and clinical research. Antioxid Redox Signal.
2014 Jan 1;20(1):164-82. doi: 10.1089/ars.2013.5302. Epub 2013 Jun 6. PMID:
23600794; PMCID: PMC3880913.

Montezano AC, Touyz RM. Molecular mechanisms of hypertension--reactive
oxygen species and antioxidants: a basic science update for the clinician. Can J
Cardiol. 2012 May;28(3):288-95. doi: 10.1016/j.cjca.2012.01.017. Epub 2012 Mar
23. PMID: 22445098.

Moslehishad, M., Ehsani, M. R., Salami, M., Mirdamadi, S., Ezzatpanah, H.,
Naslaji, A. N., & Moosavi-Movahedi, A. A. (2013). The comparative assessment of
ACE-inhibitory and antioxidant activities of peptide fractions obtained from fermented
camel and bovine milk by Lactobacillus rhamnosus PTCC 1637. International Dairy
Journal, 29(2), 82-87.

Mozafari, H., Zhou, C., & Gu, L. (2019). Mechanical contribution of vascular
smooth muscle cells in the tunica media of artery. Nanotechnology Reviews, 8(1),
50-60.

Mueller, C. F., Laude, K., McNally, J. S., & Harrison, D. G. (2005). Redox
mechanisms in blood vessels. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular
biology, 25(2), 274-278.

Mungrue IN, Gros R, You X, Pirani A, Azad A, Csont T, Schulz R, Butany J,
Stewart DJ, Husain M. Cardiomyocyte overexpression of INOS in mice results in
peroxynitrite generation, heart block, and sudden death. J Clin Invest. 2002
Mar;109(6):735-43. doi: 10.1172/3CI113265. PMID: 11901182; PMCID: PMC150906.

Mushtag N, Hussain S, Zhang S, Yuan L, Li H, Ullah S, Wang Y, Xu J.
Molecular characterization of alterations in the intestinal microbiota of patients with
grade 3 hypertension. Int J Mol Med. 2019 Aug;44(2):513-522. doi:



102

10.3892/ijmm.2019.4235. Epub 2019 Jun 6. PMID: 31173179; PMCID:
PMC6605625.

Nakamura T, Mizutani J, Ohki K, Yamada K, Yamamoto N, Takeshi M,
Takazawa K. Casein hydrolysate containing Val-Pro-Pro and lle-Pro-Pro improves
central blood pressure and arterial stiffness in hypertensive subjects: a randomized,
double-blind, placebo-controlled trial. Atherosclerosis. 2011 Nov;219(1):298-303.
doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2011.06.007. Epub 2011 Jun 13. PMID: 21723554.

Nakamura T, Hirota T, Mizushima K, Ohki K, Naito Y, Yamamoto N,
Yoshikawa T. Milk-derived peptides, Val-Pro-Pro and lle-Pro-Pro, attenuate
atherosclerosis development in apolipoprotein e-deficient mice: a preliminary study.
J Med Food. 2013 May;16(5):396-403. doi: 10.1089/jmf.2012.2541. Epub 2013 Apr
30. PMID: 23631494.

Natalin HM, Garcia AF, Ramalho LN, Restini CB. Resveratrol improves
vasoprotective effects of captopril on aortic remodeling and fibrosis triggered by
renovascular hypertension. Cardiovasc Pathol. 2016 Mar-Apr;25(2):116-9. doi:
10.1016/j.carpath.2015.11.003. Epub 2015 Nov 11. PMID: 26764145.

Nejati F, Junne S, Neubauer P. A Big World in Small Grain: A Review of
Natural Milk Kefir Starters. Microorganisms. 2020 Jan 30;8(2):192. doi:
10.3390/microorganisms8020192. PMID: 32019167; PMCID: PMC7074874.

Neto YAAH, Rosa JC, Cabral H. Peptides with antioxidant properties identified
from casein, whey, and egg albumin hydrolysates generated by two novel fungal
proteases. Prep Biochem Biotechnol. 2019;49(7):639-648. doi:
10.1080/10826068.2019.1566147. Epub 2019 May 25. PMID: 31131710.

Nogueira BV, Peotta VA, Meyrelles SS, Vasquez EC. Evaluation of aortic
remodeling in apolipoprotein E-deficient mice and renovascular hypertensive mice.
Arch Med Res. 2007 Nov;38(8):816-21. doi: 10.1016/j.arcmed.2007.06.005. Epub
2007 Aug 2. PMID: 17923260.

Nussbaum C, Klinke A, Adam M, Baldus S, Sperandio M. Myeloperoxidase: a
leukocyte-derived protagonist of inflammation and cardiovascular disease. Antioxid



103

Redox Signal. 2013 Feb 20;18(6):692-713. doi: 10.1089/ars.2012.4783. Epub 2012
Oct 3. PMID: 22823200.

Oparil S, Acelajado MC, Bakris GL, Berlowitz DR, Cifkova R, Dominiczak AF,
Grassi G, Jordan J, Poulter NR, Rodgers A, Whelton PK. Hypertension. Nat Rev Dis
Primers. 2018 Mar 22;4:18014. doi: 10.1038/nrdp.2018.14. PMID: 29565029;
PMCID: PMC6477925.

Ocaranza MP, Riquelme JA, Garcia L, Jalil JE, Chiong M, Santos RAS,
Lavandero S. Counter-regulatory renin-angiotensin system in cardiovascular
disease. Nat Rev Cardiol. 2020 Feb;17(2):116-129. doi: 10.1038/s41569-019-0244-
8. Epub 2019 Aug 19. PMID: 31427727; PMCID: PMC7097090.

Oh PC, Sakuma |, Hayashi T, Koh KK. Angiotensin converting enzyme
inhibitors remain the first treatment of choice. Korean J Intern Med. 2016
Mar;31(2):237-41. doi: 10.3904/kjim.2016.026. Epub 2016 Feb 26. PMID: 26932400;
PMCID: PMC4773733.

Ong, L., Henriksson, A., & Shah, N. P. (2007). Angiotensin converting
enzyme-inhibitory activity in Cheddar cheeses made with the addition of probiotic
Lactobacillus casei sp. Le Lait, 87(2), 149-165.

Organizacdo Mundial da Saude, OMS. Hypertension. 17 May 2021.

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hypertension

Ozcan, T., Sahin, S., Akpinar-Bayizit, A., & Yilmaz-Ersan, L. (2019).
Assessment of antioxidant capacity by method comparison and amino acid
characterisation in buffalo milk kefir. International journal of dairy technology, 72(1),
65-73.

Papadimitriou, C. G., Vafopoulou-Mastrojiannaki, A., Silva, S. V., Gomes, A.
M., Malcata, F. X., & Alichanidis, E. (2007). Identification of peptides in traditional
and probiotic sheep milk yoghurt with angiotensin I-converting enzyme (ACE)-
inhibitory activity. Food Chemistry, 105(2), 647-656.

Paul A, Corbett CB, Okune R, Autieri MV. Angiotensin I,
Hypercholesterolemia, and Vascular Smooth Muscle Cells: A Perfect Trio for



104

Vascular Pathology. Int J Mol Sci. 2020 Jun 25;21(12):4525. doi:
10.3390/ijms21124525. PMID: 32630530; PMCID: PMC7350267.t

Peluzio MDCG, Dias MME, Martinez JA, Milagro Fl. Kefir and Intestinal
Microbiota Modulation: Implications in Human Health. Front Nutr. 2021 Feb
22;8:638740. doi: 10.3389/fnut.2021.638740. PMID: 33693024; PMCID:
PMC7938729.

Perpetuo EA, Juliano L, Lebrun I. Biochemical and pharmacological aspects
of two bradykinin-potentiating peptides obtained from tryptic hydrolysis of casein. J
Protein Chem. 2003 Nov;22(7-8):601-6. doi: 10.1023/b:jopc.0000008724.98339.1f.
PMID: 14714726.

Pihlanto-Leppéala, A., Rokka, T., & Korhonen, H. (1998). Angiotensin |
converting enzyme inhibitory peptides derived from bovine  milk

proteins. International Dairy Journal, 8(4), 325-331.

Piotrkowski B, Fraga CG, de Cavanagh EM. Mitochondrial function and nitric
oxide metabolism are modified by enalapril treatment in rat kidney. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol. 2007 Apr;292(4):R1494-501. doi:
10.1152/ajpregu.00540.2006. Epub 2006 Dec 21. PMID: 171854009.

Piqueras L, Kubes P, Alvarez A, O'Connor E, Issekutz AC, Esplugues JV,
Sanz MJ. Angiotensin Il induces leukocyte-endothelial cell interactions in vivo via
AT(1) and AT(2) receptor-mediated P-selectin upregulation. Circulation. 2000 Oct
24;102(17):2118-23. doi: 10.1161/01.cir.102.17.2118. PMID: 11044430.

Prado MR, Blandén LM, Vandenberghe LP, Rodrigues C, Castro GR,
Thomaz-Soccol V, Soccol CR. Milk kefir: composition, microbial cultures, biological
activities, and related products. Front Microbiol. 2015 Oct 30;6:1177. doi:
10.3389/fmich.2015.01177. PMID: 26579086; PMCID: PMC4626640.

Pereira PG, Rabelo K, da Silva JFR, Ciambarella BT, Argento JGC,
Nascimento ALR, Vieira AB, de Carvalho JJ. Aliskiren improves renal
morphophysiology and inflammation in Wistar rats with 2K1C renovascular
hypertension. Histol Histopathol. 2020 Jun;35(6):609-621. doi: 10.14670/HH-18-173.
Epub 2019 Oct 18. PMID: 31625581.



105

Quirds, A., Ramos, M., Muguerza, B., Delgado, M. A., Miguel, M., Aleixandre,
A., & Recio, I. (2007). Identification of novel antihypertensive peptides in milk
fermented with Enterococcus faecalis. International Dairy Journal, 17(1), 33-41.

Rai AK, Sanjukta S, Jeyaram K. Production of angiotensin | converting
enzyme inhibitory (ACE-I) peptides during milk fermentation and their role in reducing
hypertension. Crit Rev Food Sci Nutr. 2017 Sep 2;57(13):2789-2800. doi:
10.1080/10408398.2015.1068736. PMID: 26463100.

Rajagopalan S, Kurz S, Miunzel T, Tarpey M, Freeman BA, Griendling KK,
Harrison DG. Angiotensin lI-mediated hypertension in the rat increases vascular
superoxide production via membrane NADH/NADPH oxidase activation. Contribution
to alterations of vasomotor tone. J Clin Invest. 1996 Apr 15;97(8):1916-23. doi:
10.1172/3CI118623. PMID: 8621776; PMCID: PMC507261.

Rival SG, Boeriu CG, Wichers HJ. Caseins and casein hydrolysates. 2.
Antioxidative properties and relevance to lipoxygenase inhibition. J Agric Food
Chem. 2001 Jan;49(1):295-302. doi: 10.1021/jf0003911. PMID: 11170591.

Rosa DD, Dias MMS, Grzeskowiak tM, Reis SA, Conceigédo LL, Peluzio
MDCG. Milk kefir: nutritional, microbiological and health benefits. Nutr Res Rev. 2017
Jun;30(1):82-96. doi: 10.1017/S0954422416000275. Epub 2017 Feb 22. PMID:
28222814.

Rodrigues KL, Caputo LR, Carvalho JC, Evangelista J, Schneedorf JM.
Antimicrobial and healing activity of kefir and kefiran extract. Int J Antimicrob Agents.
2005 May;25(5):404-8. doi: 10.1016/j.ijantimicag.2004.09.020. PMID: 15848295.

Roth GA, Mensah GA, Johnson CO, Addolorato G, Ammirati E, Baddour LM,
Barengo NC, Beaton AZ, Benjamin EJ, Benziger CP, Bonny A, Brauer M, et al. GBD-
NHLBI-JACC Global Burden of Cardiovascular Diseases Writing Group. Global
Burden of Cardiovascular Diseases and Risk Factors, 1990-2019: Update From the
GBD 2019 Study. J Am Coll Cardiol. 2020 Dec 22;76(25):2982-3021. doi:
10.1016/j.jacc.2020.11.010.

Ruiz-Ortega M, Lorenzo O, Rupérez M, Konig S, Wittig B, Egido J. Angiotensin

Il activates nuclear transcription factor kappaB through AT(1) and AT(2) in vascular



106

smooth muscle cells: molecular mechanisms. Circ Res. 2000 Jun 23;86(12):1266-
72.doi: 10.1161/01.res.86.12.1266. PMID: 10864918.

Sah BNP, Vasilievic T, McKechnie S, Donkor ON. Antioxidative and
antibacterial peptides derived from bovine milk proteins. Crit Rev Food Sci Nutr. 2018
Mar 24;58(5):726-740. doi: 10.1080/10408398.2016.1217825. Epub 2017 Jul 11.
PMID: 27558592.

Saito T, Nakamura T, Kitazawa H, Kawai Y, Itoh T. Isolation and structural
analysis of antihypertensive peptides that exist naturally in Gouda cheese. J Dairy
Sci. 2000 Jul;83(7):1434-40. doi: 10.3168/jds.S0022-0302(00)75013-2. PMID:
10908049.

Santisteban MM, Qi Y, Zubcevic J, Kim S, Yang T, Shenoy V, Cole-Jeffrey
CT, Lobaton GO, Stewart DC, Rubiano A, Simmons CS, Garcia-Pereira F, Johnson
RD, Pepine CJ, Raizada MK. Hypertension-Linked Pathophysiological Alterations in
the Gut. Circ Res. 2017 Jan 20;120(2):312-323. doi:
10.1161/CIRCRESAHA.116.309006. Epub 2016 Oct 31. PMID: 27799253; PMCID:
PMC5250568.

Santanna AF, Filete PF, Lima EM, Porto ML, Meyrelles SS, Vasquez EC,
Endringer DC, Lenz D, Abdalla DSP, Pereira TMC, Andrade TU. Chronic
administration of the soluble, nonbacterial fraction of kefir attenuates lipid deposition
in LDLr” mice. Nutrition. 2017 Mar;35:100-105. doi: 10.1016/j.nut.2016.11.001.
Epub 2016 Nov 22. PMID: 28241975.

Santuzzi CH, Tiradentes RV, Mengal V, Claudio ER, Mauad H, Gouvea SA,
Abreu GR. Combined aliskiren and L-arginine treatment has antihypertensive effects
and prevents vascular endothelial dysfunction in a model of renovascular
hypertension. Braz J Med Biol Res. 2015 Jan;48(1):65-76. doi: 10.1590/1414-
431x20144191. Epub 2014 Oct 24. PMID: 25493385; PMCID: PMC4288495.

Shahidi, F., & Zhong, Y. (2010). Novel antioxidants in food quality preservation
and health promotion. European Journal of Lipid Science and Technology, 112(9),
930-940.



107

Sharifi AM, Schiffrin EL. Apoptosis in aorta of deoxycorticosterone acetate-
salt hypertensive rats: effect of endothelin receptor antagonism. J Hypertens. 1997
Dec;15(12 Pt 1):1441-8. doi: 10.1097/00004872-199715120-00011. PMID: 9431850.

Sharifi AM, Akbarloo N, Heshmatian B, Ziai A. Alteration of local ACE activity
and vascular responsiveness during development of 2K1C renovascular
hypertension. Pharmacol Res. 2003 Mar;47(3):201-9. doi: 10.1016/s1043-
6618(02)00319-5. PMID: 12591015.

Shazly, A. B., Mu, H., Liu, Z., Abd EI-Aziz, M., Zeng, M., Qin, F., ... & Chen, J.
(2019). Release of antioxidant peptides from buffalo and bovine caseins: Influence

of proteases on antioxidant capacities. Food chemistry, 274, 261-267.

Schiffrin EL, Deng LY. Comparison of effects of angiotensin I-converting
enzyme inhibition and beta-blockade for 2 years on function of small arteries from
hypertensive patients. Hypertension. 1995 Apr;25(4 Pt 2):699-703. doi:
10.1161/01.hyp.25.4.699. PMID: 7721419.

Singh NP, McCoy MT, Tice RR, Schneider EL. A simple technique for
quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Exp Cell Res. 1988
Mar;175(1):184-91. doi: 10.1016/0014-4827(88)90265-0. PMID: 3345800.

Sigala F, Papalambros E, Kotsinas A, Andreadou |, Sigalas P, Kremastinos
D, Bastounis E, Gorgoulis VG. Relationship between iNOS expression and aortic cell
proliferation and apoptosis in an elastase-induced model of aorta aneurysm and the
effect of 1400 W administration. Surgery. 2005 Apr;137(4):447-56. doi:
10.1016/j.surg.2004.12.003. PMID: 15800493.

Silva-Cutini MA, Almeida SA, Nascimento AM, Abreu GR, Bissoli NS, Lenz D,
Endringer DC, Brasil GA, Lima EM, Biancardi VC, Andrade TU. Long-term treatment
with kefir probiotics ameliorates cardiac function in spontaneously hypertensive rats.
J Nutr Biochem. 2019 Apr;66:79-85. doi: 10.1016/j.jnutbio.2019.01.006. Epub 2019
Jan 18. PMID: 30776608.

Stewart DC, Rubiano A, Santisteban MM, Shenoy V, Qi Y, Pepine CJ, Raizada
MK, Simmons CS. Hypertension-linked mechanical changes of rat gut. Acta



108

Biomater. 2016 Nov;45:296-302. doi: 10.1016/].actbio.2016.08.045. Epub 2016 Aug
24. PMID: 27567964; PMCID: PMC5069177.

Su C, Xue J, Ye C, Chen A. Role of the central renin-angiotensin system in
hypertension (Review). Int J Mol Med. 2021 Jun;47(6):95. doi:
10.3892/ijmm.2021.4928. Epub 2021 Apr 13. PMID: 33846799; PMCID:
PMC8041481.

Suetsuna K, Ukeda H, Ochi H. Isolation and characterization of free radical
scavenging activities peptides derived from casein. J Nutr Biochem. 2000
Mar;11(3):128-31. doi: 10.1016/s0955-2863(99)00083-2. PMID: 10742656.

Sun Y, Carretero OA, Xu J, Rhaleb NE, Yang JJ, Pagano PJ, Yang XP.
Deletion of inducible nitric oxide synthase provides cardioprotection in mice with 2-
kidney, 1-clip hypertension. Hypertension. 2009 Jan;53(1):49-56. doi:
10.1161/HYPERTENSIONAHA.108.121822. Epub 2008 Nov 10. PMID: 19001185;
PMCID: PMC2636504.

Sun QA, Runge MS, Madamanchi NR. Oxidative stress, NADPH oxidases,
and arteries. Hamostaseologie. 2016 May 10;36(2):77-88. doi: 10.5482/HAMO-14-
11-0076. Epub 2015 Feb 4. PMID: 25649240; PMCID: PMC5625353.

Taha S, EI Abd M, De Gobba C, Abdel-Hamid M, Khalil E, Hassan D.
Antioxidant and antibacterial activities of bioactive peptides in buffalo's yoghurt
fermented with different starter cultures. Food Sci Biotechnol. 2017 Sep
20;26(5):1325-1332. doi: 10.1007/s10068-017-0160-9. PMID: 30263666; PMCID:
PMC6049774.

Takahashi M, Suzuki E, Takeda R, Oba S, Nishimatsu H, Kimura K, Nagano
T, Nagai R, Hirata Y. Angiotensin Il and tumor necrosis factor-alpha synergistically
promote monocyte chemoattractant protein-1 expression: roles of NF-kappaB, p38,
and reactive oxygen species. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2008
Jun;294(6):H2879-88. doi: 10.1152/ajpheart.91406.2007. Epub 2008 Apr 25. PMID:
18441197.

Tanase DM, Gosav EM, Radu S, Ouatu A, Rezus C, Ciocoiu M, Costea CF,

Floria M. Arterial Hypertension and Interleukins: Potential Therapeutic Target or



109

Future Diagnostic Marker? Int J Hypertens. 2019 May 2;2019:3159283. doi:
10.1155/2019/3159283. PMID: 31186952; PMCID: PMC6521461.

Taubman MB. Angiotensin Il: a vasoactive hormone with ever-increasing
biological roles. Circ Res. 2003 Jan 10;92(1):9-11. doi:
10.1161/01.res.0000052920.70316.ae. PMID: 12522114.

Theuer J, Dechend R, Muller DN, Park JK, Fiebeler A, Barta P, Ganten D,
Haller H, Dietz R, Luft FC. Angiotensin Il induced inflammation in the kidney and in
the heart of double transgenic rats. BMC Cardiovasc Disord. 2002;2:3. doi:
10.1186/1471-2261-2-3. Epub 2002 Jan 18. PMID: 11835691; PMCID: PMC65512.

Ton AMM, Campagnaro BP, Alves GA, Aires R, C6co LZ, Arpini CM, Guerra
E Oliveira T, Campos-Toimil M, Meyrelles SS, Pereira TMC, Vasquez EC. Oxidative
Stress and Dementia in Alzheimer's Patients: Effects of Synbiotic Supplementation.
Oxid Med Cell Longev. 2020 Jan 13;2020:2638703. doi: 10.1155/2020/2638703.
PMID: 32411323; PMCID: PMC7201593.

Tonini CL, Campagnaro BP, Louro LP, Pereira TM, Vasquez EC, Meyrelles
SS. Effects of Aging and Hypercholesterolemia on Oxidative Stress and DNA
Damage in Bone Marrow Mononuclear Cells in Apolipoprotein E-deficient Mice. Int J
Mol Sci. 2013 Feb 5;14(2):3325-42. doi: 10.3390/ijms14023325. PMID: 23385237
PMCID: PMC3588046.

Tonolo F, Sandre M, Ferro S, Folda A , Scalcon V , Scutari G , Feller E ,
Marin O , Bindoli A , Rigobello MP . Milk-derived bioactive peptides protect against
oxidative stress in a Caco-2 cell model. Food Funct. 2018 Feb 21;9(2):1245-1253.
doi: 10.1039/c7fo01646h. PMID: 29387856.

Tiradentes RV, Santuzzi CH, Claudio ER, Mengal V, Silva NF, Neto HA,
Bissoli NS, Abreu GR, Gouvea SA. Combined Aliskiren and L-arginine treatment
reverses renovascular hypertension in an animal model. Hypertens Res. 2015
Jul;38(7):471-7. doi: 10.1038/hr.2015.16. Epub 2015 Mar 5. PMID: 25740291.

Tonolo, F., Folda, A., Cesaro, L., Scalcon, V., Marin, O., Ferro, S., ... &
Rigobello, M. P. (2020). Milk-derived bioactive peptides exhibit antioxidant activity
through the Keap1-Nrf2 signaling pathway. Journal of Functional Foods, 64, 103696.



110

Touyz RM. Reactive oxygen species and angiotensin Il signaling in vascular
cells -- implications in cardiovascular disease. Braz J Med Biol Res. 2004
Aug;37(8):1263-73. doi: 10.1590/s0100-879x2004000800018. Epub 2004 Jul 20.
PMID: 15273829.

Touyz RM, Alves-Lopes R, Rios FJ, Camargo LL, Anagnostopoulou A, Arner
A, Montezano AC. Vascular smooth muscle contraction in hypertension. Cardiovasc
Res. 2018 Mar 15;114(4):529-539. doi: 10.1093/cvr/cvy023. PMID: 29394331;
PMCID: PMC5852517.

Tu M, Liu H, Zhang R, Chen H, Mao F, Cheng S, Lu W, Du M. Analysis and
Evaluation of the Inhibitory Mechanism of a Novel Angiotensin-I-Converting Enzyme
Inhibitory Peptide Derived from Casein Hydrolysate. J Agric Food Chem. 2018 Apr
25;66(16):4139-4144. doi: 10.1021/acs.jafc.8b00732. Epub 2018 Apr 13. PMID:
29637780.

Ustiin-Aytekin, O., Seker, A., & Arisoy, S. (2020). The effect of in vitro
gastrointestinal simulation on bioactivities of kefir. International Journal of Food
Science & Technology, 55(1), 283-292.

Valenzuela R, Costa-Besada MA, Iglesias-Gonzalez J, Perez-Costas E, Villar-
Cheda B, Garrido-Gil P, Melendez-Ferro M, Soto-Otero R, Lanciego JL, Henrion D,
Franco R, Labandeira-Garcia JL. Mitochondrial angiotensin receptors in
dopaminergic neurons. Role in cell protection and aging-related vulnerability to
neurodegeneration. Cell Death Dis. 2016 Oct 20;7(10):e2427. doi:
10.1038/cddis.2016.327. PMID: 27763643; PMCID: PMC5133991.

Vasdev S, Gill VD, Singal PK. Modulation of oxidative stress-induced changes
in hypertension and atherosclerosis by antioxidants. Exp Clin Cardiol. 2006
Fall;11(3):206-16. PMID: 18651033; PMCID: PMC2276159.

Vaziri ND, Rodriguez-lturbe B. Mechanisms of disease: oxidative stress and
inflammation in the pathogenesis of hypertension. Nat Clin Pract Nephrol. 2006
Oct;2(10):582-93. doi: 10.1038/ncpneph0283. PMID: 17003837.

Wenzel P, Knorr M, Kossmann S, Stratmann J, Hausding M, Schuhmacher S,
Karbach SH, Schwenk M, Yogev N, Schulz E, Oelze M, Grabbe S, Jonuleit H, Becker



111

C, Daiber A, Waisman A, Munzel T. Lysozyme M-positive monocytes mediate
angiotensin ll-induced arterial hypertension and vascular dysfunction. Circulation.
2011 Sep 20;124(12):1370-81. doi: 10.1161/CIRCULATIONAHA.111.034470. Epub
2011 Aug 29. PMID: 21875910.

Wierzejska E, Giernas B, Lipiak A, Karasiewicz M, Cofta M, Staszewski R. A
global perspective on the costs of hypertension: a systematic review. Arch Med Sci.
2020 Jan 31;16(5):1078-1091. doi: 10.5114/aoms.2020.92689. PMID: 32863997;
PMCID: PMC7444692.

Wosniak J Jr, Santos CX, Kowaltowski AJ, Laurindo FR. Cross-talk between
mitochondria and NADPH oxidase: effects of mild mitochondrial dysfunction on
angiotensin ll-mediated increase in Nox isoform expression and activity in vascular
smooth muscle cells. Antioxid Redox Signal. 2009 Jun;11(6):1265-78. doi:
10.1089/ars.2009.2392. PMID: 19281299.

Wiesel P, Mazzolai L, Nussberger J, Pedrazzini T. Two-kidney, one clip and
one-kidney, one clip hypertension in mice. Hypertension. 1997 Apr;29(4):1025-30.
doi: 10.1161/01.hyp.29.4.1025. PMID: 9095094.

Wu Z, Pan D, Zhen X, Cao J. Angiotensin I-converting enzyme inhibitory
peptides derived from bovine casein and identified by MALDI-TOF-MS/MS. J Sci
Food Agric. 2013 Apr;93(6):1331-7. doi: 10.1002/jsfa.5894. Epub 2012 Sep 26.
PMID: 23015408.

Yamamoto N, Akino A, Takano T. Antihypertensive effect of the peptides
derived from casein by an extracellular proteinase from Lactobacillus helveticus
CP790. J Dairy Sci. 1994 Apr;77(4):917-22. doi: 10.3168/jds.S0022-0302(94)77026-
0. PMID: 8201050.

Yamamoto N, Maeno M, Takano T. Purification and characterization of an
antihypertensive peptide from a yogurt-like product fermented by Lactobacillus
helveticus CPN4. J Dairy Sci. 1999 Jul;82(7):1388-93. doi: 10.3168/jds.S0022-
0302(99)75364-6. PMID: 10416158.

Yang T, Santisteban MM, Rodriguez V, Li E, Ahmari N, Carvajal JM, Zadeh
M, Gong M, Qi Y, Zubcevic J, Sahay B, Pepine CJ, Raizada MK, Mohamadzadeh M.



112

Gut dysbiosis is linked to hypertension. Hypertension. 2015 Jun;65(6):1331-40. doi:
10.1161/HYPERTENSIONAHA.115.05315. Epub 2015 Apr 13. PMID: 25870193;
PMCID: PMC4433416.

Yap WB, Ahmad FM, Lim YC, Zainalabidin S. Lactobacillus casei strain C1
attenuates vascular changes in spontaneously hypertensive rats. Korean J Physiol
Pharmacol. 2016 Nov;20(6):621-628. doi: 10.4196/kjpp.2016.20.6.621. Epub 2016
Oct 28. PMID: 27847439; PMCID: PMC5106396.

Yoon JW, Ahn SI, Jhoo JW, Kim GY. Antioxidant Activity of Yogurt Fermented
at Low Temperature and Its Anti-inflammatory Effect on DSS-induced Colitis in Mice.
Food Sci Anim Resour. 2019 Feb;39(1):162-176. doi: 10.5851/kosfa.2019.e13. Epub
2019 Feb 28. PMID: 30882084; PMCID: PMC6411250.

Yoshida J, Yamamoto K, Mano T, Sakata Y, Nishikawa N, Nishio M, Ohtani
T, Miwa T, Hori M, Masuyama T. AT1 receptor blocker added to ACE inhibitor
provides benefits at advanced stage of hypertensive diastolic heart failure.
Hypertension. 2004 Mar;43(3):686-91. doi: 10.1161/01.HYP.0000118017.02160.fa.
Epub 2004 Feb 2. PMID: 14757777.

Yoshida T, Hoofnagle MH, Owens GK. Myocardin and Prx1 contribute to
angiotensin ll-induced expression of smooth muscle alpha-actin. Circ Res. 2004 Apr
30;94(8):1075-82. doi: 10.1161/01.RES.0000125622.46280.95. Epub 2004 Mar 11.
PMID: 15016729.



