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RESUMO 

Os benefícios do consumo do Kefir são decorrentes, em parte, da rica 

composição de moléculas bioativas liberadas na fermentação. No entanto, os 

componentes bioativos e os mecanismos de ação envolvidos no efeito anti-

hipertensivo desse probiótico ainda precisam ser explorados. Um estudo prévio 

sequenciou 35 peptídeos inibidores da enzima conversora de angiotensina 

(ECA) no Kefir. No presente estudo, as ações in vivo de um peptídeo inibidor da 

ECA derivado do Kefir, o Kef-1, foram investigadas em um modelo experimental 

de hipertensão dependente de angiotensina. Primeiramente, a atividade inibitória 

de Kef-1 sobre a ECA foi avaliada in vitro. Nos camundongos com hipertensão 

2-rins, 1-clip (2R1C), os efeitos hemodinâmicos a curto (3 horas) e longo prazo 

(7 dias) foram avaliados após administração oral de Kef-1(10 mg/Kg/dia). Além 

disso, após 7 dias de tratamento, estresse oxidativo e inflamação sistêmica e 

local (células musculares lisas vasculares, CML) foram analisados nesses 

animais. As diferenças foram consideradas significantes quando p<0,05. Kef-1 

foi capaz de inibir em 59,6% a atividade da ECA in vitro em comparação ao 

captopril. Nos camundongos 2R1C, Kef-1 mostrou potente efeito anti-

hipertensivo agudo e crônico. Após 3 horas, Kef-1 reduziu (p<0,05) pressão 

arterial sistólica (PAS), PA diastólica (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) após 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 frequência cardíaca (FC) em ambos 

tratamentos agudo (~13%) e crônico (~7%). Sete dias após tratamento, a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), peroxidação lipídica e danos 

ao DNA foram menores nas células sanguíneas (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 produção de ROS (~22%) através da 

redução da participação das vias oxidantes (NADPH oxidase e mitocôndria). 

Além disso, Kef-1 reduziu apoptose de CML (59%, p<0,05). O efeito anti-

inflamatório de Kef-1 foi evidenciado na redução (p<0,05) dos níveis sistêmicos 

de citocinas pró-inflamatórias (TNFα: ~34%, IFNγ: ~22%, MCP1: ~33%, IL-6: 
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~16%), e da atividade da mieloperoxidase (~57%). Nas CML, Kef-1 reduziu em 

75% os níveis intracelulares de óxido nítrico (NO). A aorta de camundongos 

hipertensos tratados com Kef-1 apresentou menor espessura de parede (~28%, 

p<0,05) e restauração parcial da estrutura endotelial. Em conclusão, este estudo 

revelou o potencial anti-hipertensivo do heptapeptídeo Kef-1 através de suas 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias em um modelo experimental de 

hipertensão dependente de Ang II. Essas novas descobertas ajudam a 

esclarecer os mecanismos envolvidos nos benefícios do consumo da bebida do 

Kefir na hipertensão. 

Palavras-chave: hipertensão; peptídeos bioativos; probióticos; estresse 

oxidativo; inibidores da ECA 
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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 II-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, 

C57Bl/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 (TNFα: ~34%, IFNγ: ~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 
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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 II-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. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Hipertensão arterial 

1.1.1. Características gerais e epidemiológicas 

 

A hipertensão arterial, definida como pressão arterial sistólica (PAS) ≥140 

mmHg e/ou diastólica (PAD) ≥90 mmHg, é o principal fator de risco modificável para 

doenças cardiovasculares (DCV), como infarto agudo do miocárdio e acidente 

vascular encefálico, 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 avanços em medidas preventivas e terapêuticas 

(por ex.: medicamentosas), atualmente a hipertensão é considerada um problema 

global de saúde pública, gerando importantes impactos socioeconômicos e elevados 

gastos públicos referentes às internações, tratamentos, aposentadorias por 

invalidez, entre outros (Wierzejska et al., 2020; Curado et al., 2021).  

Globalmente, a prevalência da hipertensão vem aumentando 

exponencialmente em consequência do envelhecimento da população e ao aumento 

da exposição a fatores de risco associados aos hábitos de vida (Mills et al., 2020). 

Entre os anos de 1990 e 2015, o número de indivíduos com PA elevada aumentou 

consideravelmente em aproximadamente 40% (Oparil et al., 2019). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2015, 1,3 bilhões de adultos eram 

hipertensos, comparado a 594 milhões em 1975. Aproximadamente, 1 em cada 4 

adultos apresenta PAS ≥140 mmHg (OMS, 2021). No entanto, essas mudanças na 

prevalência não são uniformes em todo o mundo. Nas últimas duas décadas, os 

países de alta renda apresentaram uma sutil redução na prevalência da hipertensão, 

enquanto os países de baixa e média renda mostraram aumentos significativos em 

razão da maior exposição aos fatores de risco para a hipertensão (Burnier e Egan, 

2019).  

Particularmente no Brasil, a prevalência da hipertensão chega a 

aproximadamente 30% (Malta et al., 2018; Curado et al., 2021), podendo-se inferir 

seu impacto ao aumento do número de óbitos por DCV, como observado no período 
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entre 2000-2018 (Fig. 1A). Em 2018, contabilizou-se 395.699 mortes por DCV 

em comparação a 323.593 em 2000, um crescimento de 22%. Especificamente, no 

Estado do Espírito Santo é observado semelhante perfil de crescimento de mortes 

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

 

Figura 1: Número total de óbitos por doenças cardiovasculares no Brasil e 

Espírito Santo no período entre 2000 e 2018. Fonte: Sistema de Informações 

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

 

Quanto à etiologia, a hipertensão apresenta duas principais classificações: 

hipertensão essencial, ou primária, e hipertensão secundária. A hipertensão primária 

é caracterizada pela elevação crônica da PA sistêmica devido a etiologia 

desconhecida, enquanto que a hipertensão secundária apresenta uma causa 

identificável, representando 5-10% da população hipertensa (Beevers et al., 2001; 

Jordan et al., 2018). As multifatoriais causas da hipertensão primária incluem 

predisposição genética (hereditariedade) e estilo de vida, como os hábitos 

alimentares não saudáveis (alta ingestão de sódio e baixa ingestão de potássio), 

sedentarismo, obesidade, tabagismo e alto consumo de álcool (Carretero e Oparil, 

2000; Chen, 2012). Já na hipertensão secundária, apneia obstrutiva do sono e 

estenose da artéria renal compreendem as principais causas (Rimoldi et al., 2013). 

A hipertensão é considerada uma doença “silenciosa”, ou seja, o indivíduo por 
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muitas vezes apresenta-se assintomático, principalmente na hipertensão idiopática, 

e assim, o diagnóstico e início da intervenção terapêutica anti-hipertensiva são 

postergados (Bennett, 2017; Singh et al., 2017).  

A desregulação de diversos fatores implica no desenvolvimento, manutenção 

e progressão da hipertensão. Neste caso se incluem os fatores ambientais e 

genéticos, os sistemas neurais (sistema nervoso autônomo), endócrino (sistema 

renina angiotensina, SRA) e imunológico, além de alterações anatômicas e 

hemodinâmicas (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 relação ao SRA, a hipertensão caracteriza-se por aumento da 

atividade de Ang II, o principal componente efetor desse sistema, que implica em 

diversas alterações hemodinâmicas e não-hemodinâmicas em decorrência de suas 

ações endócrinas, parácrinas e autócrinas (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 hipertensão, fundamentados na Teoria do Mosaico de Page. 

(Adaptado de Harrison, 2013). 

 

 

 

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

 

O SRA desempenha papel fundamental na manutenção da PA em níveis 

fisiológicos através da regulação da resistência vascular periférica e do balanço 

fluídico e eletrolítico. No entanto, em condições fisiopatológicas crônicas, como a 

hipertensão, os efeitos do SRA mediados pela Ang II se intensificam desencadeando 

inflamação e remodelamento estrutural e assim, promovendo danos cardíacos e 

vasculares (Mehta e Griendling, 2007; Oparil et al., 2019; Paul et al., 2020). A Figura 

3 apresenta os componentes do SRA envolvidos na formação de Ang II e regulação 

da PA.  
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Figura 3: Componentes do sistema renina angiotensina e participação na 

regulação da pressão arterial (PA). ECA: enzima conversora de angiotensina; 

AT1: receptor tipo AT1; AT2: receptor tipo AT2. Figura de autoria própria. 

 

A redução da pressão de perfusão renal é um dos fatores estimuladores da 

liberação da enzima renina. A queda significante da PA estimula as células 

granulares do aparelho justaglomerular a secretarem renina, a qual atua a nível 

sistêmico na fragmentação do pro-hormônio angiotensinogênio (liberado pelo 

fígado). A clivagem desse glicopeptídeo na sua porção N-terminal forma o 

decapeptídeo angiotensina I (Ang I) que apresenta ínfima atividade biológica. 

Subsequentemente, células endoteliais, predominantemente presentes nos 

pulmões, sintetizam a ECA que cliva o dipeptídeo no C-terminal da Ang I resultando 

na liberação do octapeptídeo Ang II, detentor de potente ação vasoconstritora 

(Mehta e Griendling, 2007; Paul et al., 2020; Ocaranza et al., 2020; Su et al., 2021). 

A ECA também atua na catalisação e inativação do vasodilatador bradicinina através 

da clivagem dipeptídica no C-terminal. Essa enzima está presente em células 

endoteliais vasculares, predominantemente nos pulmões, além de células epiteliais 

de túbulos proximais renais, no trato gastrointestinal, tecido cardíaco e regiões 

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 terapêutico na hipertensão (Oh et 

al., 2016; Jordan et al., 2018).  

Ang II é formada na circulação (plasma) e tecidos, principalmente na parede 

arterial. Suas ações são mediadas pela ligação a dois principais receptores 

acoplados à proteína G, tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2), que apresentam respostas 

antagônicas. Enquanto o estímulo do receptor AT1 desencadeia respostas 

vasoativas levando ao aumento da PA, a ativação do receptor AT2 resulta em efeitos 

anti-hipertensivos, como natriurese e vasodilatação (Beerves et al., 2001; Paul et al., 

2020) (Fig. 3). Os efeitos biológicos de Ang II são em maior parte mediados pela 

ligação ao receptor AT1, o qual está expresso em diversos tecidos como músculo 

liso vascular, endotélio, glândula adrenal, coração, rins e sistema nervoso central e 

periférico. Cronicamente, a ativação desses receptores pela Ang II plasmática ou 

tecidual, produzem respostas cardiovasculares, como remodelamento e disfunção, 

associadas ao crescimento e proliferação celular, inflamação 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; migração; 

contração; oxidação lipídica; fibrose. 

Células endoteliais Disfunção endotelial; desequilíbrio de 

NO; adesão de monócitos. 

Células cardíacas Hipertrofia; remodelamento; 

desregulação do sistema de condução. 

Matriz extracelular Síntese; degradação; ativação de 

metaloproteinases; aumento de 

citocinas. 
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Em situações hipotensivas, a contribuição de Ang II para a manutenção de 

níveis fisiológicos da PA procede da vasoconstrição a partir da ligação aos 

receptores AT1 presentes na membrana de CML de artérias de resistência; a nível 

central medeia o aumento da atividade do sistema nervoso simpático levando a 

vasoconstrição pela ação da noradrenalina; promove o aumento do volume de fluido 

corporal por estimular a secreção do hormônio aldosterona no córtex adrenal, que 

por sua vez, reduz a excreção de sódio e água pelos rins (Jordan te al., 2018; Oparil 

et al., 2019; Ocaranza et al., 2020) (Fig. 2). 

 

1.1.3. Efeitos vasculares do SRA na hipertensão 

 

A parede arterial é composta por três camadas: túnica íntima, túnica média e 

túnica externa. A túnica íntima está em contato com o lúmen vascular e é formada 

predominantemente por uma única camada de células endoteliais que sintetizam 

colágeno IV e laminina, além de participarem da regulação tônica das CML. Já a 

túnica externa ou adventícia, está situada mais externamente, contendo fibroblastos, 

adipócitos, tecido conjuntivo e matriz extracelular rica em colágeno que desempenha 

o papel de sustentação estrutural. Localizada entre as túnicas íntima e externa, está 

a túnica média formada por várias camadas de células de músculo liso, alinhadas 

circunferencialmente e dispostas entre uma rede de fibras elásticas e colágenas 

(Beenakker et al., 2012; Brown et al., 2018; Mozafari et al., 2019). Particularidades 

das CML, como a alta plasticidade e a capacidade de sofrer diferenciação fenotípica, 

tornam a camada média o sítio de maiores alterações vasculares na hipertensão 

(Touys et al., 2018), embora também existam evidências de grandes mudanças 

fenotípicas e funcionais no endotélio e na adventícia vasculares. 

As CML vasculares, um dos principais componentes da parede de artérias de 

resistência e condutância, são responsáveis pelo controle do fluxo sanguíneo e da 

PA, regulando o diâmetro do lúmen dos vasos em resposta a vários estímulos, 

incluindo a sinalização Ang II/AT1 (Brown et al., 2018). De fato, a sustentada 

ativação do receptor AT1, presente na hipertensão, resulta em alterações vasculares 

de grandes e pequenas artérias caracterizando-se por disfunção endotelial, aumento 
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da contração e remodelamento arterial, que conduzem ao aumento persistente da 

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

Ang II/AT1 regula a contração muscular pela ativação de Fosfolipase C (PLC), 

levando à geração dos segundo mensageiros trifosfato de inositol (IP3) e 

diacilglicerol (DAG). A produção de IP3 estimula a liberação de cálcio (Ca2+) 

intracelular a partir do retículo sarcoplasmático e o DAG causa ativação da proteína 

quinase C (PKC) que estimula os canais iônicos de Ca2+, em conjunto levando à 

interação actina/miosina e geração de contração (Touyz et al., 2018). 

Além de seu papel vasoconstritor direto, Ang II tem importante ações 

inflamatórias e oxidativas que são mecanismos-chave da disfunção endotelial e 

dano arterial na hipertensão (Wenzel et al., 2011; Crowley, 2014; Maneesai et al., 

2017). O aumento de estresse oxidativo, induzido por Ang II, implica na ativação de 

diversas cascatas celulares que culminam em remodelamento vascular. Nestas se 

incluem deposição de colágeno e pela liberação de citocinas e fatores de transcrição 

pró-inflamatórios (Ruiz-Ortega et al., 2000; Intengan e Schiffrin, 2001; Mondaca-Ruff 

et al., 2019). 

As ROS, como ânion superóxido (·O2-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), 

atuam como importantes segundos mensageiros nas células do músculo liso 

vascular levando a mudanças na transcrição de genes e síntese de proteínas e, 

consequentemente, na função celular (Touys, 2004; Montezano e Touys, 2014). 

Nessas células, NADPH oxidase (NADPHox) é a principal fonte de produção de ·O2-

, sendo a Ang II um dos principais reguladores de sua atividade (Rajagopalan et al., 

1996; Landmesser et al., 2002). A mitocôndria também é importante produtora de 

ROS vascular através da liberação de ·O2- resultante da atividade da cadeia 

respiratória. Interessantemente, existe uma interação bilateral (cross-talk) entre 

essas fontes proxidantes, onde a ROS mitocondrial aumenta a atividade da 

NADPHox, e vice-versa, em um ciclo vicioso (Dikalov, 2011; Daiber et al., 2017). 

Sob condições fisiológicas, a modulação redox assegura que a formação de 

ROS seja de maneira controlada, mantendo baixos níveis intracelulares através do 

equilíbrio entre as vias oxidantes e a capacidade antioxidante. A taxa de produção 

de ROS pelas vias oxidantes é contrabalanceada pela taxa de eliminação 

coordenada pelos agentes antioxidantes endógenos, como as enzimas superóxido 
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dismutase (SOD) e catalase. Por outro lado, o excesso intracelular de ROS 

desencadeado por estímulos crônicos de origem endógena ou exógena implicam na 

desregulação redox, estresse oxidativo e consequente lesão e disfunção celular 

(Dröge, 2002; Mueller et al., 2005).  

As ROS são altamente reativas e podem rapidamente oxidar lipídeos 

(peroxidação lipídica) e proteínas constituintes da membrana celular, expondo o 

material genético ao dano (mutação ou degradação) (Vasdev et al., 2006). Na 

hipertensão, Ang II/AT1 estimula cronicamente NADPHox principalmente via PKC, 

levando a maior biodisponibilidade de ROS. Em consequência, o desequilíbrio do 

sistema redox e ativação de diversas moléculas sinalizadoras modulam aumento no 

tônus e as alterações estruturais vasculares (Touyz, 2004; Montezano e Touyz, 

2012; Paul et al., 2020) (Fig. 4).  

 

Figura 4: Ativação da via Ang II/AT1/NADPH oxidase e efeitos do aumento de 

ROS nas células musculares lisas vasculares. Ang II: angiotensina II; NADPHox: 

NADPH oxidase; ROS: espécies reativas de oxigênio; Ca2+
: cálcio; NFκB: fator 

nuclear kappa B; MAPK: e proteínas quinases ativadas por mitógeno; MMP: 

metaloproteinases. Figura de autoria própria. 
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As ROS medeiam parte do efeito vasoconstritor e hipertrófico da Ang II pelo 

aumento da concentração intracelular de Ca2+ através da estimulação da via IP3 e 

inibição da SERCA e por ativação dos canais iônicos de Ca2+.  Além disso, as ROS 

estimulam a atividade de proteínas tirosina quinases (PTK) e proteínas quinases 

ativadas por mitógeno (MAPK) que controlam proliferação e apoptose celular. 

Componentes da matrix extracelular, como as enzimas metaloproteinases, também 

são alvos das ROS, contribuindo para o remodelamento vascular, caracterizado por 

degradação da matriz extracelular. Adicionalmente, o aumento de estresse oxidativo 

modifica a expressão gênica e proteica por ativação de diversos fatores de 

transcrição, como o fator nuclear kappa B (NFκB), o qual é responsável pela 

transcrição de muitos genes envolvidos na inflamação e crescimento vascular, como 

interleucinas (IL) e moléculas de adesão (Touys, 2004; Garrido e Griendling, 2009; 

Sun et al., 2016; Paul et al., 2020) (Fig. 4).  

Os efeitos pró-inflamatórios de Ang II mediados pelo estresse oxidativo, 

decorrem do recrutamento de células imunes, como linfócitos T e macrófagos, e da 

liberação de citocinas pró-inflamatórias. O principal mecanismo é a translocação de 

NFκB para o núcleo que induz a transcrição de citocinas pró-inflamatórias, como IL-

6, interferon gama (IFN-𝛾) e fator de necrose tumoral (TNF𝛼), e de quimiocinas 

(proteína quimiotática de monócitos-1, MCP-1) (Ruiz-Ortega et al., 2000; Marchesi 

et al., 2008; Crowley, 2014; Tanase et al., 2019). Ademais, são ativadas moléculas 

de adesão endotelial, como P-selectina, e proteína-1 de adesão de células 

vasculares (VCAM-1) que aumentam excessivamente o extravasamento, adesão e 

migração de leucócitos propiciando o remodelamento da matriz extracelular através 

do aumento da fibrose, hipertrofia e apoptose (Vaziri e Rodríguez-Iturbe, 2006; 

Marchesi et al., 2008).  

A persistência desses estímulos dependentes de estresse oxidativo resulta 

em dano vascular caracterizado por vasoconstrição, disfunção endotelial, hipertrofia 

e hiperplasia de CML e inflamação (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 inflamação independentemente da redução da PA (Dandona et al., 2007). 
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Embora existam inúmeras classes de medicamentos anti-hipertensivos 

disponíveis, o controle e manutenção da PA em níveis fisiológicos ainda é um 

desafio atual. Neste sentido, os recursos naturais, particularmente os alimentos 

funcionais, tem despertado interesse da comunidade científica como uma alternativa 

de tratamento auxiliar e não farmacológico para os pacientes hipertensos. Nesta 

vertente os probióticos, vêm se destacando como uma estratégia terapêutica de 

grande valia, uma vez que compreende uma fonte natural de moléculas bioativas 

com atividade anti-hipertensiva e inibitória da ECA (Priyanto et al., 2015; Mirzapour 

et al., 2017; Chen et al., 2018; Paisansak et al., 2020).  

 

1.2. Probióticos no tratamento da hipertensão arterial 

 

É recente, mas expressivo, o despertar da comunidade científica pelo estudo 

da microbiota intestinal a fim de compreender o papel deste complexo nicho, 

composto por trilhões de microrganismos, na manutenção do equilíbrio fisiológico e 

no desenvolvimento de doenças (Fig. 5). As novas evidências apontam a crucial 

contribuição desse microbioma na regulação da PA e, por sua vez, no 

desenvolvimento e progressão da hipertensão (Yang et al., 2018; Vasquez et al., 

2020) (Fig. 5).  
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Figura 5: Curso temporal do número de publicações relacionadas aos termos 

“gut microbiota” e “microbiota and hypertension”, nas últimas duas décadas. 

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

 

A disbiose intestinal, que se caracteriza pelo desequilíbrio de componentes e 

da função da microbiota, tem sido apontada como um importante fator das gênese 

do aumento da PA em modelos experimentais de hipertensão (Santisteban et al., 

2017; Yang et al., 2015; Mell et al., 2015; Stewart et al., 2016) e indivíduos 

hipertensos (Li et al., 2017; Dan et al., 2019; Mushtaq et al., 2019). Deste modo, a 

modulação da microbiota intestinal, visando um estado mais próximo do equilíbrio 

intestinal (simbiose), é uma estratégia promissora para o manejo da hipertensão. 

Neste sentido, os alimentos funcionais, como os probióticos, têm se revelado como 

uma viável terapia coadjuvante, não farmacológica, de controle da PA.  

Os probióticos são preparações contendo microorganismos vivos ou seus 

componentes que podem conferir um benefício à saúde do hospedeiro (Lopitz-Otsoa 

et al., 2006). Nas últimas duas décadas é notável o crescimento de estudos com 

probióticos visando a compreensão de seus efeitos sobre diversas doenças e 

disfunções (Fig. 6A). No tocante à hipertensão, já tem sido demonstrada a eficácia 

da utilização de probióticos na redução da PA, em animais e indivíduos 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 são atribuídas, em parte, ao 

conteúdo de componentes bioativos, como os peptídeos com potente atividade 

inibitória da ECA, os quais tem impactado na manutenção da pressão arterial sem 

efeitos colaterais. Em concomitância, essas recentes investigações sinalizam para 

o impacto da modulação da PA pelo probiótico Kefir (Kanbak et al., 2014; Friques et 

al., 2015; Monteiro et al., 2020), refletindo nos últimos anos no aumento expressivo 

de estudos visando a compreensão de suas propriedades funcionais e componentes 

(Fig. 6B). 

 

Figura 6: Curso temporal do número de publicações relacionadas ao termo 

“probiotics”, nas últimas duas décadas. Crescimento no número de 

publicações sobre “kefir” nos períodos 2000-2010 e 2011-2021. Fonte: 

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

 

1.3. Kefir  

O Kefir é uma bebida láctea probiótica detentora de diversas propriedades 

funcionais, que incluem: atividade anti-inflamatória, 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 

Cáucaso do Tibet, em 2000 a.C., o Kefir era considerado uma riqueza familiar e seus 
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grãos eram tradicionalmente ofertados de geração em geração. O nome “kefir” 

origina-se do eslavo “keif”, significando "bem-estar" ou “viver bem”, em razão da 

sensação geral de saúde e benefícios 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 grãos de Kefir, que 

consistem em um complexo e específico microbioma envolto por uma matriz de 

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

Os grãos de Kefir são estruturas globulares irregulares e gelatinosas, brancas 

ou levemente amareladas, com tamanho variando entre 0,3 e 3,5 cm de diâmetro. A 

matriz kefiran é formada a partir da ação de Lactobacillus kefiranofaciens e 

Lactobacillus kefiri e auxilia na relação simbiótica entre os microorganismos 

presentes nos grãos (Prado et al., 2015). O microbioma é formado por uma ampla 

diversidade de bactérias fermentadoras do ácido láctico e ácido acético, bem como 

de leveduras. Entretanto, os tipos e quantidade variam de acordo com a origem 

geográfica dos grãos, assim como as condições que foram cultivados, como a 

temperatura, tipo de leite e tempo de incubação (Rosa et al., 2017; Nejati et al., 

2020). A partir da incubação dos grãos com leite integral e pausterizado (vaca, 

cabra, camelo, entre outros), é formada uma bebida fermentada de aspecto viscoso, 
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pH de 4,6, levemente carbonada e de sabor ácido (Farag et al., 2020). As etapas de 

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

 

Figura 7: Etapas da preparação do leite fermentado do Kefir. Na primeira etapa 

de fermentação, os grãos de Kefir são incubados com leite integral pasteurizado de 

origem animal, em temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, o conteúdo 

fermentado é separado (coado) dos grãos e armazenado a 4°C (geladeira) por mais 

24 horas para a segunda etapa de fermentação. Essa fase é crucial para que todo 

conteúdo de lactose seja consumido. Após, o produto final pode ser armazenado a 

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

 

Os microorganismos presentes no Kefir apresentam potencial probiótico. Já 

foram isoladas diversas espécies de microorganismos no Kefir dos quais 

apresentam resistência a baixos pH e sais biliares do trato gastrointestinal além da 

capacidade de se aderir à mucosa do intestino (Golowczyc et al., 2008). 

Adicionalmente, a microbiota do Kefir produz substâncias antagonistas como ácidos 
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orgânicos e bacteriocinas (Silva et al., 2009) e interferem na adesão de bactérias 

patogênicas na mucosa intestinal, contribuindo assim para a melhora da saúde do 

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

Além da propriedade probiótica direta, os inúmeros benefícios do Kefir à 

saúde são atribuídos aos nutrientes e aos compostos com atividade biológica que 

são liberados durante a fermentação do leite e no trato gastrointestinal (Guzel-

Seydim et al., 2011; Ahmed et al., 2013; Farag et al., 2020). Com relação ao 

processo de fermentação, esse é um fator crucial para o enriquecimento da 

composição 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 incubação (Rosa et al., 2017; Farag et al., 2020).  

O Kefir é uma bebida de alto valor nutricional devido à sua rica composição 

química formada por vitaminais, minerais, carboidratos, proteínas, aminoácidos, 

peptídeos e lipídeos (Fig. 8). Além disso, ácido láctico, peptídeos bioativos, 

exopolissacarídeos, antibióticos e numerosas bacteriocinas são produzidos pela 

atividade das bactérias lácticas durante a fermentação. Esse processo também 

propicia o enriquecimento do conteúdo de vitaminas B1, B12, K, ácido fólico, cálcio 

e aminoácidos (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 própria. 

 

Recentes estudos em modelos experimentais de hipertensão arterial 

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

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

espontaneamente hipertensos (SHR) e com hipertensão renovascular, o consumo 

crônico de Kefir atenuou a elevação 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 redução da hipertrofia cardíaca, 

melhora da função cardíaca, redução da disfunção endotelial e da vasodilatação 

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

aos peptídeos 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 hipertensão. 

Modelo Duração do tratamento Referência 

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 hipersódica 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 peptídeos, são 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 

proteólise (Guzel-Seydim et al., 2011; Izquierdo-González et al., 2019; Nejati et al., 

2020), que exercem múltiplas ações, como papel imunomodulador, antitumoral, 

antioxidante e antihipertensivo (Quirós et al., 2005; Amorim et al., 2019; Nejati et al., 

2020; Chen et al., 2020). O Kefir tem uma concentração maior de peptídeos bioativos 

e aminoácidos livres comparado ao leite e, portanto, detém maiores propriedades 

funcionais (Amorim et al., 2019). A proteólise pode ocorrer de diversas maneiras 

(Nejati et al., 2020): 

a) Enzimas proteolíticas de bactérias lácticas na fermentação; 

b) Enzimas digestivas (como tripsina e proteases) no trato gastrointestinal; 

c) Enzimas proteolíticas de microrganismos no trato gastrointestinal. 
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No processo de fermentação, a acidificação do pH pela atividade proteolítica 

das bactérias lácticas resulta na desnaturação e coagulação das proteínas do leite, 

liberando estruturas menores de proteínas (oligo, di ou tripeptídeos). Esses 

fragmentos, por sua vez, são hidrolisados por endopeptidases e aminopeptidases 

em aminoácidos e peptídeos livres, que são facilmente absorvidos promovendo 

atividade biológica e efeitos fisiológicos locais (no trato gastrointestinal) e sistêmicos 

(após absorção pela mucosa intestinal) (Adolfsson et al., 2004; Fernandez et al., 

2017). Vale ressaltar, que esse processo de proteólise e liberação de moléculas 

funcionais ocorre de maneira semelhante no trato gastrointestinal. 

Estudos têm demonstrado que a maioria dos peptídeos identificados no Kefir 

exibem atividades anti-hipertensiva e inibitória sobre a ECA e são derivados da 

caseína e proteínas do soro (Quirós et al., 2005; Amorim et al., 2019). Um estudo 

proteopeptidômico realizado com a bebida Kefir sequenciou 35 peptídeos com 

potencial atividade anti-hipertensiva devido à propriedade de inibição sobre a ECA 

(Amorim et al., 2019). Dentre esses, o heptapepídeo AVPYPQR, derivado da β-

caseína, destacou-se na análise de docking molecular quanto à sua forte interação 

contra o sítio catalítico da ECA, evidenciando assim seu possível expressivo efeito 

inibitório. A sua ação hipotensora se baseou nas características físico-químicas que 

podem estar relacionadas a uma melhor afinidade com a ECA (Lunow et al., 2015; 

Rai et al., 2017), sendo elas:  

- Presença de 2-12 aminoácidos com dois sítios ativos da ECA no domínio N 

e C; 

- Presença de aminoácidos hidrofóbicos, como Tirosina (Y), Fenilananina (F), 

Triptofano (W), Alanina (A), Valina (V) e Metionina (M); 

- Presença de aminoácidos carregados positivamente, como Arginina (R) e 

lisina (K)  

- Aminoácido Prolina (P) na posição C terminal dos peptídeos. 
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Adicionalmente, nas análises in silico, AVPYPQR apresentou ótima 

solubilidade em água e não apresentou sítios de clivagem para as enzimas gástricas 

(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 peptídeo foi capaz 

de atravessar a monocamada epitelial de células Caco-2 alcançando o 

compartimento basolateral (Tonolo et al., 2018). Portanto, AVPYPQR, o qual 

denominamos de Kef-1, apresenta um potencial ação como um inibidor da ECA 

devido às diversas características físico-químicas e funcionais que evidenciam sua 

forte influência nas propriedades anti-hipertensivas atribuídas ao Kefir. 
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2. JUSTIFICATIVA  

Apesar dos avanços farmacológicos para o tratamento da hipertensão 

arterial, a manutenção da PA em valores fisiológicos ainda permanece um desafio 

para a ciência. Embora os valores normais de PA são atingidos, muitos pacientes 

permanecem em risco para desenvolver um evento cardiovascular, devido aos 

níveis elevados de estresse oxidativo e inflamação. 

Atualmente há uma busca constante por estratégias que auxiliem no 

tratamento de doenças de grande incidência na população, como a hipertensão 

arterial. Nesta vertente, destacam-se os alimentos funcionais, entre eles os 

probióticos e seus compostos bioativos que atuam como importantes moduladores 

da PA.  O probiótico Kefir vem ganhando visibilidade como uma promissora 

estratégia de terapia adjuvante na hipertensão. O efeito anti-hipertensivo direto do 

Kefir parece ser devido à presença de peptídeos inibidores da ECA. Por outro lado, 

indiretamente, o efeito anti-hipertensivo do Kefir também pode estar associado à sua 

ação antioxidante e anti-inflamatória.  

Desta forma, estudos que visam a identificação e caracterização de peptídeos 

bioativos presentes no Kefir são importantes para a compreensão dos benefícios 

associados ao consumo deste probiótico de baixo custo e fácil acesso. Portanto, 

fazem-se necessários estudos capazes de demonstrar, além do efeito anti-

hipertensivo, as ações antioxidante e anti-inflamatória, de moléculas bioativas 

isoladas do Kefir de leite, para assim justificar o consumo deste probiótico como 

adjuvante no tratamento de doenças como a hipertensão. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Caracterizar a atividade anti-hipertensiva, antioxidante e anti-inflamatória do 

peptídeo Kef-1, um inibidor da ECA derivado do Kefir, no modelo experimental de 

hipertensão 2- rins, 1- clip. 

 

3.2 Objetivos específicos 

- Determinar a capacidade de inibição da ECA pelo peptídeo Kef-1 in vitro. 

- Avaliar o efeito da administração oral do peptídeo Kef-1 (tratamento agudo) sobre 

as alterações hemodinâmicas. 

- Avaliar o efeito da administração oral diária do peptídeo Kef-1 (tratamento crônico) 

sobre: 

- As alterações hemodinâmicas; 

- O estresse oxidativo sistêmico e vascular; 

- A inflamação sistêmica e vascular; 

- A viabilidade e apoptose das CML da aorta; 

- As vias pró-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. MÉTODOS 

 

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

Primeiramente, o peptídeo Kef-1 foi sintetizado pela empresa AminoTech 

(http://www.aminotech.net.br/, SP, Brasil), com grau de pureza superior a 95%. A 

capacidade de inibição do peptídeo Kef-1 sobre a ECA in vitro foi avaliada utilizando 

Técnica de Transferência de Energia de Fluorescência por Ressonância, descrita 

por Alves e colaboradores (2005). O peptídeo sintético Abz-FRK (Dnp) P-OH 

(Aminotech, SP, Brasil) foi utilizado como substrato para quantificar a atividade da 

ECA no homogenato de pulmão de camundongo, utilizado como fonte da enzima. A 

hidrólise Abz-FRK (Dnp) P-OH pela enzima resulta na liberação do produto Abz-FR, 

emitindo fluorescência. 

Resumidamente, Kef-1 foi ressuspendido em água e avaliado de acordo com 

o IC50 previamente descrito na literatura (Pihlanto-Leppälä et al., 1998; Perpetuo et 

al., 2003). Os testes foram realizados a 37°C em tampão Tris-HCl (0,1 M pH 7) 

contendo NaCl (50 mM) e ZnCl2 (10 mM), por 90 minutos. A taxa de hidrólise do 

substrato Abz-FRK (Dnp) P-OH (10 μM) foi avaliada para obter a atividade inibitória 

sobre a ECA.  O ensaio foi adaptado a um leitor de placas de 96 poços e a 

fluorescência foi mensurada a 320 nm de excitação e emissão 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 

fluorescência (RFU) vs tempo de reação e a inibição foi calculada como 

porcentagem de inibição em relação ao controle positivo (captopril). 

 

4.2. Animais experimentais 

Os experimentos foram conduzidos em camundongos C57BL/6J machos (10 

semanas de idade, ~23g) provenientes de colônia de criação própria do Biotério do 

Biopráticas da Universidade Vila Velha (ES, Brasil). Todos os procedimentos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê 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 Laboratório (NIH- No. 85-23, revisado em 1996). Os animais 

foram alojados em gaiolas plásticas individuais com livre acesso à água e ração 

(Labina®, Purina) durante todo o período experimental e foram submetidos a um 

ciclo circadiano padrão de 24 horas (12 h claro/12 h escuro) em sala com controle 

de temperatura (22-23ºC) e umidade (60%). 

 

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

No intuito de avaliar os efeitos de Kef-1 sobre a hipertensão dependente de 

Ang II, o modelo 2R1C foi produzido. Primeiramente, os camundongos foram 

anestesiados com uma solução de cetamina (91 mg/kg, i.p.) e xilazina (9,1 mg / kg, 

i.p.). Após assepsia da área (álcool 70%), uma incisão no flanco esquerdo foi 

realizada para exposição do rim. Com auxílio de uma lupa cirúrgica, a artéria renal 

esquerda foi cuidadosamente dissecada dos tecidos adjacentes. Posteriormente, 

um clipe de aço inoxidável em forma de U (abertura de 0,12 mm) foi colocado ao 

redor da artéria renal, próximo à aorta abdominal. Alguns animais foram submetidos 

à cirurgia Sham, que consiste na realização dos mesmos procedimentos cirúrgicos, 

exceto a colocação do clipe.  

Após 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 confirmação da 

efetividade da indução do modelo de hipertensão 2R1C.  

 

4.4. Grupos experimentais e tratamento 

Os camundongos foram divididos em três grupos experimentais (Fig. 9):  

- SHAM: recebeu veículo (água); 

- 2R1C: recebeu veículo (água); 

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

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

estudo. Figura de autoria própria. 

 

4.5. Avaliação hemodinâmica: mensuração não-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 três tempos diferentes: 14 dias após a cirurgia, 

3 horas e 7 dias após os tratamentos. É importante ressaltar, que os animais foram 

adaptados a esse procedimento por um período de 3 dias antes dos registros 

pressóricos e todos os pulsos de pressão foram registrados somente após atingir 

um estado hemodinâmico estável. Os animais foram acondicionados em um tubo de 

contenção sob uma manta aquecida, com um cuff de pulso pneumático acoplado na 
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região proximal da cauda. Um esfigmomanômetro foi insuflado e desinsuflado 

automaticamente e os valores pressóricos e de FC foram obtidos através dos sinais 

do transdutor acoplado a um computador (Fig. 10). Vinte medidas válidas foram 

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

medidas. 

 

 

Figura 10: Sistema de mensuração não-invasiva da pressão arterial por 

pletismografia de cauda. A: Camundongo no interior do tubo de contenção sobre 

uma manta aquecida; cuffs de pulso pneumático; B: Cuffs posicionados na cauda do 

animal e acoplados ao sistema CODA; C: Planilha gerada ao final dos registros de 

pulsos pressóricos apresentando os valores de pressão arterial sistólica, diastólica, 

média e frequência cardíaca. Figura de autoria própria. 
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O efeito anti-hipertensivo agudo (3 horas após tratamento) e crônico (7 dias 

após tratamento) foi avaliado pela variação da diferença (delta) entre as medidas de 

PAS, PAD e PAM antes e após os tratamentos. O delineamento experimental do 

estudo é apresentado na Figura 10. 

 

4.6. Eutanásia e coleta de sangue 

Após 7 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados com tiopental 

sódico (100 mg/kg, i.p.). O sangue venoso foi coletado por punção cardíaca e 

armazenado (4˚C) para análises posteriores. O plasma foi separado por 

centrifugação (3500 rpm, 10 min) e armazenado (-20˚C) até o momento dos ensaios. 

Após, os camundongos foram perfundidos com solução salina tamponada com 

fosfato (PBS, pH 7,4; glicose 01M) para remoção da aorta torácica.  

 

4.7. Isolamento das células vasculares  

Para o isolamento das CML, a aorta torácica foi cuidadosamente retirada e 

colocada em placa de Petri sobre o gelo, banhada em solução Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM; SigmaAldrich, Saint Louis, MO, USA), para a remoção de 

todo o tecido conjuntivo, adiposo e a adventícia. Posteriormente, a aorta foi cortada 

em pequenos pedaços com o auxílio de uma tesoura cirúrgica e assim, as células 

foram mecanicamente isoladas por trituração utilizando um homogeneizador (ultra-

turrax– Ultra Stirrer).  Uma alíquota da suspensão de células foi contada em uma 

câmara Neubauer. As amostras foram consideradas viáveis quando ≥80% das 

células estavam vivas. 

Após o isolamento celular, a presença de CML na amostra foi confirmada pela 

expressão da proteína alfa-actina de músculo liso avaliada por citometria de fluxo 

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

1) 1x105 de células foram fixadas e permeabilizadas com solução 

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 

tampão Perm/Wash™ (BD Biosciences, EUA); 

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

minutos em temperatura ambiente, objetivando o bloqueio de ligações inespecíficas; 

4) O anticorpo primário anti-alfa actina de musculo liso (α-SMA; Sigma-

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

5) As células foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo 

secundário Alexa fluor 488 (1:200; Invitrogen, Invitrogen Life Technologies, EUA) por 

45 minutos, em temperatura ambiente e protegido da luz; 

6) Após 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 II (BD) e analisados no software 

FACSDiva (BD Biosciences, EUA). 

 

4.8. Análise dos níveis intracelulares de ROS 

O efeito antioxidante de Kef-1 foi avaliado nas células sanguíneas e CML 

através da análise por citometria de fluxo da produção de ROS. Previamente, nas 

amostras de sangue, a lise de hemácias foi induzida pela adição de cloreto de 

amônio (10 minutos, a 37°C). Ânion superóxido (•O2-) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2) intracelular foram mensurados por mudanças na mediana da intensidade de 

fluorescência (MIF) emitida por di-hidroetidina (DHE, Sigma-Aldrich, EUA) e 

diclorofluoresceína (DCFDA, Sigma-Aldrich, EUA), respectivamente. 1x106 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 II, BD). Os 

histogramas de sobreposição foram analisados com o software FlowJo (Tree Star, 

LLC, Ashland, OR, EUA). 
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4.9. Análise sistêmica da fragmentação de DNA: ensaio do cometa alcalino 

O dano ao DNA foi avaliado em células sanguíneas utilizando o ensaio de 

cometa alcalino (eletroforese em gel de célula única), baseado em Singh et al. (1988) 

após pequenas adaptações estabelecidas em nosso laboratório (Tonini et al., 2013) 

(Fig. 11). 

 

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

 

1) Preparo das lâminas 

Previamente, lâminas histológicas de bordas lapidadas foram pré-revestidas 

com agarose com ponto de fusão 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 à lâmina. Foi adicionado em um microtubo 10 

μL (~2 x 104) de suspensão de células e 110µl de agarose de baixo ponto de fusão 

(Low Melting Point Agarose, Sigma-Aldrich, EUA) a 1% em PBS a 37°C. Após 

homogeneização, a solução foi distribuída nas lâminas pré-revestidas, revestidas 

com lamínulas e resfriadas a 4ºC até a polimerização da agarose. 
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2) Lise, desenovelamento e eletroforese 

A etapa de lise tem como objetivo o rompimento das membranas celulares. 

Após gelatinização da segunda camada, as lamínulas foram removidas e as lâminas 

foram incubadas em solução 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 

lâminas foram retiradas da solução de lise e lavadas com água gelada e 

posteriormente com PBS, com objetivo de inibir as enzimas reparadoras do DNA. 

Posteriormente, as lâminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese (Biorad) 

preenchida com tampão 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 

lâminas foram neutralizadas com tampão Tris (0,4 mol/L, pH 7,5) por 5 min (3 vezes) 

e, por fim, fixadas com álcool metíico para fixação por 20 minutos.  

 

3) Análise citológica 

A migração de fragmentos de DNA em direção ao cátodo cria uma “cauda” 

de cometa, visualizada por coloração com brometo de etídio (20 μg/mL, Sigma-

Aldrich, EUA). Em seguida, as imagens foram obtidas com aumento de 20x em 

microscópio óptico de fluorescência (Eclipse TI, Nikon Instruments Inc., Melville, NY, 

EUA) equipado com filtros de excitação (420-490 nm) e barreira (520 nm). As 

imagens codificadas foram adquiridas com câmera CCD (Nikon) e analisadas com 

o programa CASP (domínio público). Utilizamos o parâmetro momento da cauda (tail 

moment) para quantificação da extensão do dano ao DNA. As imagens de 50 

nucleoides de cada amostra, selecionados aleatoriamente, foram analisadas para 

cada animal.  

 

4.10. Avaliação sistêmica da peroxidação lipídica plasmática 

A peroxidação lipídica plasmática foi determinada medindo as substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) com base na reação entre o malondialdeído 

(MDA) e o ácido tiobarbitúrico (TBA). Para a reação, amostra de plasma foi 

adicionada a solução de ácido perclórico 7% (Merck Millipore, Massachusetts, EUA) 
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e homogeneizada em vórtex por 1 minuto. Após centrifugação, 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 nível de MDA foi expresso em mM. 

 

4.11. Análise da viabilidade e apoptose de células musculares lisas 

As CML viáveis e apoptóticas foram quantificadas pelo kit de detecção de 

apoptose anexina V-FITC/PI (BD Biosciences, EUA). No estágio de apoptose inicial, 

a anexina se liga ao fosfolipídeo fosfatidilserina que está externalizado à membrana 

plasmática. Já na fase de apoptose tardia, a desintegração da membrana celular 

possibilita a entrada de iodeto de propídeo (PI) no núcleo celular e sua intercalação. 

A suspensão de 105 células foram ressuspendidas em tampão de ligação e 

posteriormente incubadas com Anexina V – FITC (2 µL) e PI (2 µL) 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/PI duplo negativo) e apoptose em Q2 (anexina/PI duplo 

positivo, que indica células apoptóticas tardias) e Q4 (anexina positiva, mas PI 

negativo, que indica células apoptóticas precoces). Então, a taxa apoptótica foi 

determinada como a porcentagem de Q2 + Q4. 

 

4.12. Avaliação das vias oxidantes nas células musculares lisas 

Para investigar o efeito de Kef-1 sobre as principais vias pró-oxidantes, a 

produção de ROS pela NADPH oxidase (NADPHox) e mitocôndria foi avaliada nas 

CML na presença dos inibidores específicos. As CML foram incubadas com 600 μM 

de apocinina (inibidor da NADPHox) por 10 min e 1 μM de cianeto de carbonila 3-

clorofenilhidrazona (CCCP, inibidor da mitocôndria) por 45 min. Em seguida, a 

produção de ROS foi analisada por citometria de fluxo utilizando as sondas 

fluorescentes DHE e DCF, conforme descrito anteriormente. A contribuição relativa 

de NADPHox e mitocôndrias foi determinada pela diferença (∆) entre a produção de 

ROS antes e após a inibição específica. 
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4.13. Análise do potencial de membrana mitocondrial (PMM) nas células 

musculares lisas 

Para determinar o PMM, as CML (106) foram incubadas por 60 min (37 °C, no 

escuro) com uma solução contendo o corante JC-10 (Sigma-Aldrich, EUA). JC-10 é 

um corante catiônico e lipofílico que ao penetrar na mitocôndria polarizada forma 

agregados em forma de polímeros vermelhos fluorescentes, sendo analisado no 

canal de fluorescência FL2 (λex = 540/λem = 590 nm). Quando há o colapso do 

PMM, a concentração de JC-10 aumenta no citosol, formando monômeros emitindo 

fluorescência verde e analisados no canal de fluorescência FL1 (λex = 490/λem = 

525 nm) (Fig. 13). Células não marcadas (somente veículo) e células tratadas com 

CCCP foram consideradas como controle negativo e positivo, respectivamente, e 

utilizadas para as configurações de compensação da fluorescência no FACSDiva 

software (BD). Os dados foram analisados pelo software FCS Express (De Novo) e 

expressos como porcentagem de emissão de fluorescência vermelha e verde. O 

PMM foi determinado pela razão de fluorescência vermelha para verde. 

 

4.14. Avaliação sistêmica dos níveis de citocinas inflamatórias 

Os níveis das citocinas IL-6, TNF-𝛼, IFN-у e MCP-1 foram determinados no 

plasma por citometria de fluxo utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA) - Mouse 

Inflammation Kit (BD Biosciences). O princípio do método de dosagem com o kit 

CBA consiste na ligação de anticorpos com as citocinas de interesse. O kit oferece 

cinco grupos de microesferas, apresentando intensidades de fluorescência 

diferentes, revestidas com anticorpos específicos para cada tipo de citocina, 

denominadas “esferas de captura”. Para as dosagens, as esferas de captura 

específicas para cada citocina, foram agrupadas e posteriormente misturadas com 

25 µL de cada amostra a fim de permitir a ligação das esferas de captura com as 

possíveis citocinas presentes na amostra. Em seguida, foram adicionados a essa 

mistura anticorpos monoclonais anti-citocinas de camundongos, conjugados com o 

fluorocromo ficoeritrina (PE). Após esta etapa (de marcação), a fluorescência de um 

total de 5000 microesferas por amostra foi lida em citômetro de fluxo FACSCanto II 

(BD), com base em gráficos de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Curvas 

de calibração estabelecidas separadamente são usadas para determinar a 
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concentração de cada analito na amostra de teste, usando software de análise FCAP 

Array ™. Os resultados foram expressos em pg/mL. 

 

4.15. Avaliação plasmática da atividade da mieloperoxidase (MPO)  

Para a determinação da atividade da MPO plasmática, 12 µL de plasma e 236 

µL de solução de o-dianisidina (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionadas em 

microplaca de 96 poços. 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 proteína. A quantificação da proteína foi realizada 

usando o método de Bradford (Bradford, 1976). 

 

4.16. Quantificação de NO nas células musculares lisas 

As CML foram incubadas com diaminofluoresceína (DAF-2T, SigmaAldrich, 

EUA) para medir os níveis intracelulares de NO. 106 C foram incubadas com 2 

μmol/L de DAF-2T a 37 °C por 180 minutos, protegido da luz. Então, as CML foram 

lavadas e ressuspendidas em PBS e analisadas por citometria de fluxo (FACSCanto 

II, BD Biosciences, EUA). Os dados foram adquiridos utilizando o software 

FACSDiva (BD Biosciences, EUA) e os gráficos dot plot (DAF-2T x FCS) foram 

analisados usando o software FlowJo (Tree Star, LLC, Ashland, OR, EUA). Os dados 

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

 

4.17.  Avaliação morfométrica e quantificação de colágeno no arco aórtico 

Primeiramente, o arco aórtico foi dissecado do tecido conjuntivo adjacente e 

fixado em formaldeído (4%). As amostras foram desidratadas com banhos 

sequenciais de 30 minutos em soluções de etanol 70%, 95% e 100%. Em seguida, 

o arco aórtico foi incorporado à Historesina (Leica, Alemanha) e, após a 

polimerização, foram confeccionados cortes de 5 μm no micrótomo (Leica RM 2125, 

Alemanha). Após secagem, os cortes fixados nas lâminas foram corados com 

hematoxilina e eosina (H&E) para análise morfométrica e picrosirius red para 

quantificação de colágeno. As imagens foram capturadas com aumento de 4x, 20x 
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e 40x por meio de uma câmera de vídeo (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss, Germany) 

acoplada a um microscópio óptico (AX70, Olympus Corporation). As análises foram 

realizadas no software ImageJ (NIH, EUA). As análises morfométricas foram 

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

 Área da seção transversal (AST) = área interna do lúmen (Ai) - área 

externa (Ae);  

 Diâmetro externo (DE) = 4Ae/π;  

 Diâmetro interno (DI) = 4Ai/π;  

 Espessura da média (M) = (DE-DI)/2. 

 

4.18. Avaliação ultraestrutural do endotélio aórtico  

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi realizada seguindo uma 

modificação dos métodos descritos anteriormente (Friques et al., 2020). As aortas 

foram removidas e dissecadas do tecido conjuntivo adjacente. Imediatamente, as 

aortas foram fixadas em solução de Karnovsky (glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 

2% e tampão cacodilato 0,1 M, pH 7,2) por 24 horas e longitudinalmente abertas no 

estereomicroscópio (Leica Microsystems). Posteriormente, as amostras foram pós-

fixadas em solução de tetróxido de ósmio 1% e ferrocianeto de potássio 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 crítico de 

CO2 líquido (Autosandri-815, Tousimis), e revestido com 10 nm de ouro puro em um 

metalizador (Desk V, Denton Vacuum). A análise foi realizada utilizando um 

microscópio eletrônico de varredura (JEM-6610 LV, Jeol Inc., USA). Para cada 

amostra, quatro fotomicrografias foram tiradas aleatoriamente com ampliação de 

330x e 1000x. 
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4.19. Análise estatística 

Os dados são apresentados como média ± EPM. A normalidade das variáveis 

foi avaliada pelo teste de Kolmogorov ‐ Smirnov. Análise de variância 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 diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando 

p<0,05. 
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5. RESULTADOS  

 

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

Primeiramente, a capacidade inibitória de Kef-1 sobre a ECA foi avaliada em 

homogenatos de pulmão de camundongos utilizando Abz-FRK (Dnp) P-OH como 

substrato. O teste foi realizado comparando a emissão de fluorescência após a 

clivagem do Arg-Lys (Dnp) pela ECA presente no homogenato de pulmão. A reação 

mostrou uma redução da detecção de fluorescência representando inibição 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 comparação ao captopril, fornecendo um suporte 

adicional de que esse peptídeo é um potente inibidor da ECA (Fig.12). 

 

Figura 12: Kef-1 é capaz de inibir em 59,6% a atividade in vitro da ECA em 

comparação ao captopril. A capacidade inibitória de Kef-1 sobre a ECA (in vitro) 

foi confirmada utilizando homogenato de pulmão de camundongo como fonte da 

enzima. A atividade da ACE é apresentada como unidades relativas de fluorescência 

(RFU) vs tempo de reação. 

 

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

O primeiro conjunto de análises in vivo determinou o efeito anti-hipertensivo 

de Kef-1 no modelo de hipertensão 2R1C. Quatorze dias após clipagem e cirurgia 

sham os tratamentos foram iniciados. O efeito anti-hipertensivo agudo induzido pela 
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administração de Kef-1 é apresentado na Figura 13. Após 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 comparação com os grupos SHAM e 2R1C (Fig. 13A). 

A Figura 13B apresenta os valores médios da FC nos três grupos experimentais 

após as 3 horas de administração do Kef-1. Como esperado, os animais hipertensos 

apresentaram um significativo aumento (~17%) da FC em comparação com o grupo 

SHAM. Já no grupo tratado com Kef-1, a FC foi significativamente reduzida (~13%) 

em relação ao grupo 2R1C não tratado. 

 

 

Figura 13: As mensurações hemodinâmicas evidenciam que o tratamento 

agudo (3 horas) com Kef-1 reduz a pressão arterial e a frequência cardíaca no 

modelo experimental de hipertensão 2R1C. (A) Alterações da PAS, PAD e PAM; 

(B) Média da frequência cardíaca. PAS: pressão arterial sistólica; PAD: pressão 

arterial diastólica; PAM: pressão arterial média. Os dados são apresentados como 

média ± EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); *p <0,05 vs SHAM; #p 

<0,05 vs 2R1C. 

 

Os parâmetros hemodinâmicos avaliados após tratamento crônico (7 dias) 

com Kef-1 são apresentados na tabela 3 e figura 14. Os animais 2R1C apresentaram 

valores significativamente maiores de PAS e PAM quando comparados ao grupo 

SHAM e o tratamento com Kef-1 foi capaz de reduzir de maneira significante esses 

parâmetros hemodinâmicos (tabela 3).  
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Tabela 3: Parâmetros hemodinâmicos nos grupos experimentais. 

PARÂMETROS SHAM 2R1C 2R1C Kef-1 

PAS (mmHg) 115 ± 3 
 

141 ± 1* 
 

132 ± 2*# 

PAM (mmHg) 99 ± 2 123 ± 1* 113 ± 1*# 

Os dados são 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 comparação com os grupos SHAM e 2R1C 

(Fig. 14A). Concomitantemente, uma redução significativa (~7%) da FC foi 

observada no grupo 2R1C Kef-1 (Fig. 14B) comparado com o grupo 2R1C. Esses 

resultados destacam a ação anti-hipertensiva aguda e crônica do peptídeo Kef-1. 

 

 

Figura 14: As mensurações hemodinâmicas evidenciam que o tratamento 

crônico (7 dias) com Kef-1 reduz a pressão arterial e a frequência cardíaca no 

modelo experimental de hipertensão 2R1C. (A) Alterações da PAS, PAD e PAM; 

(B) Média da frequência cardíaca. PAS: pressão arterial sistólica; PAD: pressão 

arterial diastólica; PAM: pressão arterial média. Os dados são 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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5.3.  Kef-1 reduz o estresse oxidativo sistêmico em camundongos 

hipertensos 2R1C 

Uma vez que o efeito antioxidante in vitro desse peptídeo já é demonstrado 

na literatura (Há et al., 2015; Tonolo et al., 2018), nós investigamos sua ação sobre 

o estresse oxidativo sistêmico no modelo hipertensão dependente de Ang II (Fig. 

15). A produção de ROS nas células sanguíneas foi determinada pela fluorescência 

emitida por DCFDA, inferindo os níveis de H2O2 (Fig. 15A). Os animais hipertensos 

apresentaram altos níveis de ROS (13%) comparado com o grupo SHAM, enquanto 

o tratamento por 7 dias com Kef-1 reduziu (~10%) significativamente esse aumento 

a níveis semelhantes ao grupo SHAM. Esses achados são representados nos 

histogramas típicos de intensidade de fluorescência (Fig. 15B). Os animais 2R1C 

apresentaram um notável desvio para a direita na curva de intensidade de 

fluorescência. Já os animais 2R1C Kef-1 mostraram uma curva DCF semelhante ao 

grupo SHAM. 

 

Figura 15: Kef-1 reduz a produção sistêmica de ROS no modelo experimental 

de hipertensão 2R1C. (A) Níveis de DCFDA em células sanguíneas; (B) 

Histogramas típicos da intensidade de fluorescência de DCFDA. Os dados são 

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 sanguíneas (Fig. 16). Nesse 

ensaio, quanto maior o tamanho da cauda, maior é a fragmentação 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, 

o momento da cauda expressou que o grupo 2R1C apresentou intensidade de 

fluorescência 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 sanguíneas observado no modelo de 

hipertensão 2R1C. 

 

Figura 16: Kef-1 reduz fragmentação de DNA em células sanguíneas no modelo 

experimental de hipertensão 2R1C. Imagens representativas do DNA fragmentado 

(cometa) nos três grupos experimentais com respectivas quantificações do dano 

(momento da cauda). Os dados são 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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O dano aos lipídeos também foi avaliado utilizando o ensaio TBARS como 

biomarcador sérico para peroxidação lipídica (Fig. 17). Os animais 2R1C mostraram 

um aumento (50%) significativo nos níveis de peroxidação lipídica em comparação 

com os animais SHAM e o tratamento com Kef-1 reduziu (23%) significativamente 

esses níveis em comparação com o grupo 2R1C. Esse conjunto de achados 

destacou a atividade antioxidante sistêmica do peptídeo Kef-1 em um modelo de 

hipertensão dependente de Ang II. 

 

 

Figura 17: Kef-1 reduz peroxidação lipídica sistêmica no modelo experimental 

de hipertensão 2R1C. Níveis sistêmicos de TBARS/MDA. Os dados são 

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 expressão de α-SMA confirmou a presença 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 não apresentou significante efeito sobre 

esse parâmetro (Fig. 18A e 18B). 
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Figura 18: A expressão de α-SMA foi avaliada por citometria de fluxo para 

confirmar a presença de CML. (A) Porcentagem de α-SMA. (B) Sobreposição dos 

histogramas de fluorescência representativos dos grupos experimentais.  Os dados 

são apresentados como média ± EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey); 

*p <0,05 vs SHAM. 

 

A viabilidade de CML foi determinada nos três grupos experimentais 

utilizando a marcação com anexina/PI. Observou-se nos animais 2R1C uma 

significante redução (~11%) da viabilidade celular (Fig. 19A) e, em paralelo, um 

aumento (162%) da porcentagem de células apoptóticas (Fig. 19B) quando 

comparado aos animais SHAM. Por outro lado, esse perfil foi significativamente 

revertido após tratamento com Kef-1, apresentando maior viabilidade celular (15%) 

e redução de apoptose celular (59%).  
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Figura 19: Kef-1 reduz apoptose de células musculares lisas no modelo 

experimental de hipertensão 2R1C. (A) Porcentagem de células viáveis. (B) 

Porcentagem de células apoptóticas. Os dados são 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 hipertensão dependente de Ang II desencadeia estresse 

oxidativo vascular (Martins-Oliveira et al., 2018), nosso próximo objetivo foi avaliar 

as ações antioxidantes do Kef-1 nas CML da aorta (Fig. 20). A hipertensão 2R1C foi 

associada com maior produção 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 são expressados nos histogramas típicos de 

intensidade de fluorescência 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 marcação e consequentemente menores níveis 

intracelulares de ROS.  
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Figura 20: Kef-1 reduz a produção de ROS nas células musculares lisas no 

modelo experimental de hipertensão 2R1C. (A) Níveis de DHE e (B) DCFDA em 

CML; Histogramas típicos da intensidade de fluorescência de DHE (C) e (D) DCFDA. 

Os dados são 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 participação das vias pró-oxidantes nas células 

musculares lisas de camundongos hipertensos 2R1C 

Esses resultados levaram a investigar quais prováveis vias que Kef-1 

promove seu efeito antioxidante nas CML. Deste modo, avaliamos a participação de 

NADPHox e mitocôndria, as principais fontes de ROS em DCV. A Figura 19 

apresenta os histogramas típicos de intensidade de fluorescência e as variações 

médias na produção de ROS após a inibição de NADPHox, pela apocinina, (Fig. 

21A, 21B) e desacoplamento mitocondrial, por CCCP (Fig. 21C, 21D). Os animais 

2R1C exibiram maior queda na produção de ROS após a inibição pela apocinina (-

46,7 ± 4,0%) e CCCP (-9,1 ± 1,8%) em comparação com o grupo SHAM (-31,8 ± 

5,0; -2,8 ± 1,2%, respectivamente). O tratamento com Kef-1 significativamente 
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reduziu a produção de ROS após ambas as inibições farmacológicas, evidenciando 

a redução da participação das vias NADPHox e mitocondriais (-26,6 ± 3,3%; -2,0 ± 

0,8%, respectivamente). 

 

 

Figura 21: No modelo experimental de hipertensão 2R1C, a produção de ROS 

é reduzida nas células musculares lisas após tratamento com Kef-1 pela 

redução da participação de NADPHox e mitocôndria. (A) Sobreposição dos 

histogramas de citometria de fluxo típicos da intensidade de fluorescência de DHE 

antes e após inibição por apocinina; (B) Variação média da produção de ROS após 

a inibição por apocinina; (C) Sobreposição dos histogramas de citometria de fluxo 

típicos da intensidade de fluorescência de DCF antes e após inibição por CCCP; (D) 

Variação média da produção de ROS após a inibição por CCCP. Os dados são 

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 redução da participação 

mitocondrial após tratamento com Kef-1, avaliamos o MMP com a sonda JC-10 (Fig. 

22). Na citometria, o gráfico dot plot representativo do grupo SHAM (Fig. 22A) 

mostrou maior porcentagem de células positivas para a fluorescência vermelha, 

indicando maior quantidade de agregados e assim, PMM polarizado e integridade 

da membrana mitocondrial. Por outro lado, a hipertensão 2R1C ocasiona um 

aumento de células positivas para fluorescência verde (monômeros), apontando 

redução do PMM e despolarização da membrana mitocondrial. No grupo 2R1C Kef-

1 um gráfico dot plot de padrão semelhante é apresentado, evidenciando que o 

tratamento com Kef-1 não foi capaz de atuar sobre a despolarização da membrana 

mitocondrial. Afirmando essas observações, a Figura 22B apresenta o percentual 

resultante da proporção de fluorescência de vermelho para verde significativamente 

menor em ambos os 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 hipertensão 2R1C. (A) 

Gráficos dot plot representativos de citometria de fluxo apresentando a porcentagem 

de células musculares lisas coradas com o corante JC-10; (B) Avaliação percentual 

da razão fluorescência vermelha/fluorescência verde. Os dados são apresentados 

como média ± EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey). *p <0,05 vs SHAM. 

 

5.8.  Kef-1 reduz inflamação sistêmica em camundongos hipertensos 2R1C 

A atividade anti-inflamatória in vivo de Kef-1 foi avaliada através dos níveis 

de citocinas circulantes e atividade de MPO, demonstrados na Tabela 4 e figura 23, 

respectivamente. Em comparação com o grupo SHAM, os níveis de citocinas pró-

inflamatórias TNF-α, IFN-γ e MCP-1 foram significativamente mais elevados (~1,3x) 

no grupo 2R1C. Após o tratamento com Kef-1, essas citocinas apresentaram níveis 

significativamente mais baixos comparado com grupo 2R1C, exceto para IL-6.  
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Tabela 4: Níveis sistêmicos de citocinas inflamatórias no modelo experimental 

de hipertensão 2R1C. 

 

Os dados são 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 sistêmica 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 peptídeo Kef-1. Esses dados revelam a 

atividade anti-inflamatória do peptídeo Kef-1 no modelo experimental de hipertensão 

dependente de Ang II. 
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Figura 23: Kef-1 reduz atividade sistêmica da mieloperoxidase no modelo 

experimental de hipertensão 2R1C. Os dados são 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 níveis de NO em células musculares lisas de 

camundongos hipertensos 2R1C 

Os gráficos dot plot representativos dos grupos experimentais (Fig. 24A, 24B 

e 24C) mostram que no grupo 2R1C há maior porcentagem de células positivas para 

DAF-2T, ou seja, neste grupo os níveis intracelulares de NO estão maiores que o 

grupo SHAM. Já no grupo 2R1C Kef-1 esse perfil é alterado, exibindo menor 

positividade para DAF-2T. No gráfico de barras (Fig. 22D) observamos que 

porcentagem média de fluorescência de DAF-2T no grupo 2R1C aumentou 

significativamente em 40% quando comparada a SHAM, enquanto o grupo 2R1C 

Kef-1 apresentou redução significativa de 75%. Assim, Kef-1 foi capaz de suprimir 

os níveis aumentados de NO encontrados nas CML na hipertensão dependente de 

Ang II. 
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Figura 24: No modelo experimental de hipertensão 2R1C, Kef-1 reduz o 

aumento dos níveis sistêmicos de NO. (A), (B), (C) Gráficos dot plot típicos de 

citometria de fluxo apresentando a porcentagem de DAF-2T nos três grupos 

experimentais, respectivamente; (D) Porcentagem média de DAF-2T. Os dados são 

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 aórtico em camundongos hipertensos 

2R1C 

A Figura 25A apresenta fotomicrografias típicas de cortes transversais de 

arcos aórticos corados com H&E, sendo possível observar que o grupo 2R1C 

apresentou maior espessura da parede aórtica comparado a ambos grupos SHAM 

e 2R1C. Quantitativamente, as análises morfométricas mostraram um aumento 
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significativo da AST (Fig 25B, 47%) e espessura da camada média (Fig 25C, ~22%) 

nos arcos aórticos dos animais hipertensos. Os animais tratados com Kef-1 

apresentaram redução significativa (-14%) da espessura da camada média quando 

comparado ao grupo 2R1C. 

 

 

Figura 25: Kef-1 atenua o espessamento da camada média de arcos aórticos 

no modelo experimental de hipertensão 2R1C. (A) Microfotografias típicas de 

corte transversal de arcos aórticos corados com hematoxilina e eosina (40x, escala: 

50µm); (B) Média da área de secção transversa aórtica (AST); (C) Quantificação da 

espessura da camada média aórtica. Os dados são apresentados como média ± 

EPM (ANOVA- uma via, teste post hoc de Tukey). *p <0,05 vs SHAM; #p <0,05 vs 

2R1C. 

A análise do picrosirius red determinou a quantidade de colágeno aórtico nos 

três grupos experimentais (Fig. 26). O grupo 2K1C apresentou maior deposição de 

colágeno do que o grupo SHAM, enquanto nenhuma alteração significativa foi 

observada após o tratamento com Kef-1. 
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Figura 26: Efeito de Kef-1 sobre a quantidade de colágeno aórtico no modelo 

de hipertensão 2R1C. Quantificação de picrosirius red. Os dados são 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 aórtico em camundongos 

hipertensos 2R1C 

A Figura 27 apresenta imagens representativas de microscopia eletrônica de 

varredura da camada endotelial aórtica. As Figuras 27A e 27D evidenciam a camada 

endotelial do grupo SHAM com aspecto confluente e sem a presença de alterações 

estruturais. No entanto, o grupo 2R1C caracterizou-se por alterações estruturais 

importantes com presença de lacunas entre as células, além de uma expressiva e 

nítida desorganização endotelial (Fig. 27B e 27E). Por outro lado, no grupo tratado 

com Kef-1, apesar do endotélio levemente desorganizado, não foi observada a 

presença de gaps entre as células (Fig. 27C e 27F). 
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Figura 27: Microscopia eletrônica de varredura da estrutura endotelial da aorta 

exibindo desorganização celular na hipertensão 2R1C e restauração parcial do 

dano estrutural após o tratamento com Kef-1. (A), (B), (C) Fotomicrografias 

representativas da camada endotelial aórtica com ampliação de 330x (escala: 50 

µm); (D), (E), (F) Fotomicrografias representativas da camada endotelial aórtica com 

ampliação de 1000x (escala: 10 µm). Seta vermelha: presença de lacunas entre as 

células. 
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6. DISCUSSÃO 

O consumo de probióticos lácteos tem sido associado com a promoção de 

diversos benefícios à saúde, como efeitos antihipertensivos, anti-inflamatórios, 

imunomoduladores, antimicrobianos, antidiabéticos, anticâncer, antioxidantes e 

antitrombóticos (Grajek et al., 2005; Marcone et al., 2017; Fernandez et al., 2017). 

O interesse científico e as perspectivas de inserção dos probióticos na rotina 

alimentar justificam-se pela abundante diversidade de compostos bioativos neles 

presentes, entre eles os peptídeos, que fortemente contribuem para as propriedades 

funcionais associadas a estes alimentos (Amorim et al., 2019). 

Os peptídeos bioativos podem ser produzidos in vivo, por exemplo pela 

digestão gastrointestinal, e in vitro por processos químicos, como aquecimento ou 

fermentação (Nejati et al., 2020). A proteólise libera peptídeos ou aminoácidos livres 

criptografados dentro da sequência primária de proteínas maduras, os quais 

apresentam ações biológicas distintas do seu precursor, sendo denominados 

“criptídeos”. Uma vez liberados, os produtos da proteólise entram na corrente 

sanguínea podendo exercer seus efeitos sistêmicos (Adolfsson et al., 2004; 

Fernandez et al., 2017).  

O Kefir representa uma rica fonte de criptídeos, uma vez que a fermentação 

do leite pela microbiota dos grãos origina peptídeos bioativos responsáveis pelos 

benefícios da administração deste probiótico. Por efeito desses peptídeos, Kefir 

demonstrou ser capaz de impactar o sistema metabólico através da melhora da 

digestão e da tolerância à lactose (Hertzler e Clancy, 2003), da ação anti-

hipertensiva (Friques et al. 2015; Klippel et al. 2016) e do controle de glicose e 

colesterol plasmático (Santanna et al. 2017). Além disso, Kefir demonstrou 

apresentar efeitos antibacterianos, antivirais e antialérgicos (Rodrigues et al. 2005; 

Hamida et al. 2021). Esses efeitos são provavelmente devido às suas propriedades 

anti-inflamatórias, antioxidantes e antiproliferativas (Liu et al., 2005; Ozcan et al. 

2019; Lee et al. 2007).  

Apesar do conhecimento sobre as múltiplas funcionalidades do Kefir, ainda é 

raso o entendimento quanto a composição dos peptídeos bioativos formados 

durante a fermentação do leite e a contribuição destes nos efeitos atribuídos ao 

probiótico. Portanto, estudos exploratórios que visam a identificação e 
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caracterização dos fragmentos bioativos são importantes para a compreensão das 

propriedades funcionais do Kefir. Além disso, essas investigações são necessárias 

devido à diversidade da composição microbiana que varia de acordo com a origem 

e aos processos da fermentação (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 peptidômico de amostras de um Kefir de composição 

microbiana previamente caracterizada (Friques et al., 2019) e que possui diversas 

propriedades descritas, como anti-hipertensiva, antioxidante e anti-inflamatória 

(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 peptídeos anti-hipertensivos presentes no 

leite não-fermentado e após a fermentação com os grãos de Kefir.  A fermentação 

resultou no aumento expressivo da diversidade de íons detectados pela técnica 

MALDI-TOF, ou seja, novos fragmentos proteicos foram liberados, dos quais 35 

apresentaram características anti-hipertensivas devido à propriedade inibitória sobre 

a ECA. Entre os compostos com ação anti-hipertensiva liberados na fermentação 

láctea, os peptídeos inibitórios da ECA estão em maior quantidade, oriundos 

majoritariamente da proteólise da caseína pelas bactérias lácticas (Quirós, et al., 

2005; Amorim et al., 2019).   

O peptídeo AVPYPQR, liberado da β-caseína, apresentou maior estabilidade 

nos parâmetros in silico, como ótima solubilidade em água e resistência à ação da 

tripsina, bem como destacou-se pela alta energia de ligação contra a ECA no 

docking molecular (Amorim et al., 2019). Esta última análise revelou ligações de 

hidrogênio ou interações hidrofóbicas entre o peptídeo AVPYPQR e outros resíduos 

de aminoácidos importantes nos locais de ligação da ECA. Essas observações 

indicaram que esse peptídeo poderia possuir uma potente ação in vivo contra a ECA. 

Além disso, em estudos prévios, alguns ensaios in vitro revelaram a 

propriedade antioxidante atribuída a esse heptapeptídeo (Pihlanto-Leppälä et al., 

1998; Rival et al., 2001; Tonolo et al., 2018; Miao et al., 2019). Diante dessas 

características físico-químicas, AVPYPQR, denominado neste presente estudo 

como Kef-1, provavelmente é um dos principais compostos bioativos contribuintes 

do efeito anti-hipertensivo do Kefir. 
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O presente trabalho apresenta pela primeira vez as ações biológicas in vivo 

do peptídeo Kef-1, um inibidor da ECA derivado do Kefir, em um modelo 

experimental de hipertensão dependente de Ang II. Em camundongos hipertensos 

2R1C, Kef-1 reduziu, tanto local (CML vasculares) quanto sistemicamente, o 

estresse oxidativo e inflamação, evidenciando sua potencial ação biológica in vivo. 

Interessantemente, Kef-1 também atenuou o espessamento da parede aórtica e o 

dano às células endoteliais. A somatória desses efeitos foi repercutida 

fisiologicamente por uma redução significativa da PA.      

Neste estudo, a avaliação in vitro revelou uma potente atividade inibitória de 

Kef-1 sobre a ECA em comparação à inibição por captopril. Esse resultado é 

amparado pela análise de docking molecular demostrada por Amorim e 

colaboradores (2019), a qual revelou forte ligação do peptídeo aos sítios catalíticos 

da ECA. É importante ressaltar que embora um peptídeo exiba uma potente 

atividade inibitória contra a ECA in vitro, isto nem sempre é refletido no seu efeito 

hipotensor in vivo. A ação proteolítica no trato gastrointestinal e características 

estruturais são os principais fatores que ditam o efeito hipotensor in vivo de um 

determinado peptídeo inibidor da ECA. No nosso estudo, o notável efeito inibitório 

de Kef-1 sobre a ECA in vitro foi reproduzido na expressiva redução da PA e FC de 

camundongos hipertensos após administração oral desse peptídeo.  

O presente estudo explorou um modelo de hipertensão dependente de Ang II 

(2R1C) para melhor compreensão e caracterização dos efeitos biológicos do 

peptídeo Kef-1 sobre o SRA. Após estenose parcial da artéria renal esquerda, 

resultando em imediata hiperativação do SRA, os camundongos exibem aumento 

dos níveis plasmáticos de Ang II e elevação da PA acompanhada por taquicardia 

(Wiesel et al., 1997; Campagnaro et al., 2012). Interessantemente, embora os níveis 

circulantes de Ang II retornem aos valores fisiológicos 28 dias após oclusão renal, a 

hipertensão é mantida e a atividade do SRA tecidual, como na aorta, permanece 

elevada desencadeando os efeitos locais não-hemodinâmicos da Ang II (Sharifi et 

al., 2003; Campagnaro et al., 2012; Campagnaro et al., 2013; Dias et al., 2014). 

Assim, nos camundongos hipertensos 2R1C, a hipertensão é mantida por um SRA 

continuamente ativado. 
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O presente trabalho demonstrou o efeito anti-hipertensivo agudo e crônico de 

Kef-1, mesmo sob manifestações exacerbadas do SRA no modelo experimental de 

hipertensão 2R1C. Ainda é inexpressivo o número de trabalhos que realizaram o 

sequenciamento, isolamento e avaliação in vivo de peptídeos bioativos do Kefir de 

leite (Quirós et al., 2005; Miguel et al., 2010; Amorim et al., 2019). Quirós e 

colaboradores (2005) sequenciaram o Kefir do leite de cabra e testaram in vitro dois 

peptídeos inibidores da ECA (PYVRYL e LVYPFTGPIPN), os quais diferem 

daqueles identificados por Amorim et al. (2019). Porém, esses autores não 

caracterizaram a atividade biológica 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 peptídeo foi capaz de reduzir ambas PAS 

e PAD em aproximadamente 28 e 24 mmHg, respectivamente, valores que estão 

em concordância ao encontrados no nosso estudo. 

Estudos anteriores com peptídeos inibidores da ECA provenientes de 

distintos probióticos estão de acordo com nosso estudo, os quais observaram a 

capacidade inibitória 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 dipeptídeo YP derivado do iogurte probiótico (Lactobacillus 

helveticus) apresentou atividade de inibição da ECA in vitro e anti-hipertensivo efeito 

em SHR, reduzindo a PAS em 30 mmHg (Yamamoto et al., 1999). 

 Outros estudos estão em conformidade com nossos achados, uma vez que 

mostraram a atividade anti-hipertensiva in vivo de peptídeos inibidores da ECA 

derivados da β-caseína, liberados após a fermentação do leite (Yamamoto et al., 

1994; Maeno et al., 1996; Miguel et al., 2010). Em similaridade aos nossos dados, 

esses trabalhos observaram que a administração oral dos peptídeos resultou em 

uma redução de 20-40 mmHg dos valores da PAS. Maeno e colaboradores (1996) 

observaram que o peptídeo KVLPVPQ, derivado da fermentação do leite por 

Lactobacillus helveticus CP790, reduziu a PAS de SHR em aproximadamente 26 

mmHg após 4 horas de administração oral, evidenciando valores semelhantes aos 

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

É importante ressaltar que os estudos citados anteriormente verificaram 

somente o efeito agudo dos peptídeos sobre os parâmetros pressóricos. De maneira 
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oposta a maioria desses estudos, não realizamos a avaliação temporal das 

alterações hemodinâmicas ao longo de 24 horas, fator este que nos limita a concluir 

os pontos de resposta inicial, máxima e de retorno aos valores basais do peptídeo 

Kef-1. Por outro lado, além da avaliação a curto-prazo, nosso estudo avaliou o efeito 

do tratamento crônico com Kef-1 sobre a resposta hemodinâmica, contribuindo desta 

forma para a melhor compreensão da participação de Kef-1 no efeito anti-

hipertensivo observado no consumo do Kefir. 

Ensaios clínicos destacam a contribuição dos peptídeos derivados do leite na 

redução da PA pela inibição da ECA (Hirota et al., 2007; Ishida et al., 2011; 

Nakamura et al., 2011). Em um ensaio clínico randomizado realizado por Ishida e 

colaboradores (2011), 48 indivíduos com hipertensão leve apresentaram atenuação 

significativa da PAS após suplementação terapêutica com peptídeos inibidores da 

ECA (VPP e IPP).  

Como já mencionado, a maioria dos peptídeos identificados no Kefir exibem 

atividades anti-hipertensiva e inibitória da ECA (Quirós et al., 2005; Amorim et al., 

2019). De fato, a inibição sobre a ECA in vitro foi detectada no Kefir (Quirós et al., 

2005), e em animais hipertensos tratados com esse probiótico (Friques et al., 2015; 

Klippel et al., 2016; Amorim et al., 2019; Monteiro et al., 2020). Estes apresentaram 

redução dos níveis circulantes de ECA e Ang II, e redução da pressão arterial. A 

atividade inibitória da ECA em diferentes probióticos lácteos 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 características estruturais, no que se refere a composição 

e sequência de aminoácidos, podem influenciar na afinidade e capacidade de um 

peptídeo inibir a ECA e exercer seu efeito hipotensor (de Oliveira et al., 2018). 

Estudos comprovam que um peptídeo com potente ação inibitória da ECA exibe um 

aminoácido positivamente carregado na porção C-terminal, ligação de hidrogênio e 

interações hidrofóbicas com os aminoácidos A, T e V, características moleculares 

presentes no Kef-1 (de Oliveira et al., 2018; Amorim et al., 2019). Portanto, a 

estrutura química de Kef-1 é um dos fatores determinantes e potencializadores de 

sua capacidade inibitória sobre a ECA com concomitante ação hipotensiva. 
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Visto que a administração de kefir ou mesmo do peptídeo 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 

biológica evidenciada no presente estudo. O ensaio de digestão de tripsina in vitro 

mostrou que esse peptídeo resistiu à digestão da tripsina, inferindo, portanto, 

preservação da estabilidade na passagem pelo intestino delgado (Tu et al., 2018). 

As células epiteliais intestinais humanas (células Caco-2) têm sido utilizadas como 

um modelo in vitro para avaliação da absorção intestinal de compostos bioativos. 

Tonolo e colaboradores (2018) observaram que o peptídeo Kef-1 atravessou a 

monocamada de células Caco-2, indicando que este pode ser facilmente absorvido 

por células epiteliais intestinais humanas. Portanto, essas características garantem 

ao peptídeo Kef-1 uma ótima biodisponibilidade que impacta nos seus efeitos 

fisiológicos. 

É válido destacar, que a liberação de novos peptídeos inibidores da ECA 

progride no trato gastrointestinal pela ação das bactérias lácticas e proteases (de 

Oliveira et al., 2028). Ustun-Aytekin e colaboradores (2020) mostraram que a 

atividade inibitória da ECA foi aumentada consideravelmente em amostras de Kefir 

submetidas a estimulação de digestão gastrointestinal in vitro, evidenciando o 

aumento do número de moléculas bioativas e consequentemente maiores efeitos 

biológicos. Esses fatos confirmam a presença de inibidores da ECA neste probiótico 

e sustentam a hipótese de que esses peptídeos podem exercer, de fato, importante 

contribuição nos efeitos anti-hipertensivos atribuídos ao seu consumo (Friques et al., 

2015; Klippel et al., 2016; Izquierdo-Gonzalez et al., 2019; Monteiro et al., 2020).  

Quanto à capacidade antioxidante in vivo de Kef-1, demonstramos uma 

redução na produção sistêmica e local (CML vasculares) de ROS com consequente 

atenuação do dano ao DNA, peroxidação lipídica e apoptose. Esses dados 

corroboram estudos anteriores demonstrando que o Kefir reduziu a peroxidação 

lipídica e radicais livres DPPH em ensaios in vitro (Liu et al., 2005), e outros 

demonstram que diminuiu o estresse oxidativo sistêmico e local, genotoxicidade e 

apoptose em modelos experimentais de hipertensão (Friques et al., 2015; Klippel et 

al., 2016; Monteiro et al., 2020). De fato, o consumo de outras fontes probióticas 

lácteas, como os iogurtes (Ejtahed et al. 2012; Yoon et al. 2019), tem sido associado 



80 

 

 

com efeito antioxidante. Sugere-se que os peptídeos liberados a partir da proteína 

do leite são 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; Há 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 peptídeos sintéticos derivados de β-

caseína, entre eles Kef-1, e k-caseína bovina. Esses peptídeos preservaram a 

viabilidade em linhagens de células expostas a agentes oxidantes, indicando o papel 

na redução do estresse oxidativo através da preservação de grupos sulfidrila que 

exercem efeitos contra a redução de enzimas antioxidantes (Tonolo et al. 2018). 

Além disso, foi demonstrado que o pré-tratamento com Kef-1 evitou a peroxidação 

lipídica in vitro (Tonolo et al., 2020). Outro estudou observou que Kef-1 exibiu 

expressiva capacidade de eliminação de radicais livres DPPH (Ha et al., 2015). 

Essas evidências 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 peptídeos derivados da caseína também 

esempenham sua atividade antioxidante pela eliminação dos radicais livres (·O2- e 

hidroxila) e pela inibição da peroxidação lipídica (Suetsuna et al.,2000; Rival et al. 

2001; Sah et al., 2018). 

Assim como Kef-1, diversos peptídeos inibidores da ECA derivados da 

caseína 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 eliminação de 

radicais livres foi um dos mecanismos responsáveis pela redução da PA em SHR 

após administração oral de RYLGY e AYFYPEL, os quais também possuem potente 

atividade inibitória da ECA.  

As características estruturais podem fortemente determinar a capacidade 

antioxidante in vivo observada em Kef-1. Os peptídeos derivados do leite que exibem 

atividade antioxidante normalmente contêm 5 a 11 aminoácidos, incluindo 

aminoácidos hidrofóbicos, como P, histidina ou W (Sah et al. 2018). A presença dos 

aminoácidos P e Y observada neste heptapeptídeo, já é estabelecido ser fortemente 
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associada ao potencial antioxidante de um peptídeo bioativo (Shahidi & Zhong, 

2010; Wu et al., 2012; Shazly et al., 2018). Além disso, o aminoácido glutamina (Q) 

presente na penúltima posição pode atuar como um resíduo redox ativo (Bamdad et 

al., 2017). Diversos peptídeos fragmentados da β-caseína apresentam em sua 

estrutura esses componentes e são 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 ativação 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 

que Kef-1 neutraliza os processos oxidativos nas CML, sugerindo que esse peptídeo 

derivado do Kefir desempenha um importante papel antioxidante na hipertensão. Os 

mecanismos pelos quais Kef-1 reduziu estresse oxidativo nas CML podem ser 

especulados.  

Demonstramos que a participação da NADPHox foi notoriamente reduzida 

por Kef-1, sugerindo a atenuação da contribuição da Ang II-AT1 nesta via. De 

maneira semelhante, estudos relatam que os efeitos benéficos das terapias anti-

hipertensivas supressoras do SRA, como os bloqueadores do receptor AT1 e 

inibidores da ECA, são em parte mediados pela diminuição do estresse oxidativo 

vascular atribuída à redução da atividade da NADPHox (Ghiadoni et al., 2003; 

Yoshida et al., 2004; Montezano e Touys, 2014). Em concordância com nossos 

achados, um recente trabalho mostrou que o consumo de Kefir resulta em redução 

de ROS e da participação de NADPHox nas células da aorta de ratos com 

hipertensão dependente de angiotensina, sugerindo uma relevante contribuição dos 

peptídeos inibidores da ECA, como o Kef-1, no eixo Ang II- AT1/NADPHox (Monteiro 

et al., 2020). 

As CML vasculares de camundongos hipertensos exibiram maior síntese de 

ROS mitocondrial em associação à redução do potencial de membrana 

(despolarização) da mitocôndria. Inúmeras evidências ajudam a compreender esses 

achados. Dados a partir do estudo realizado por Kimura e colaboradores (2005) 

indicam que Ang II estimula a produção de ROS mitocondrial nas células do músculo 

liso vascular e na aorta de ratos. Além disso, em linhagem de CML vasculares, Ang 

II induziu o aumento da expressão de NADPHox e dano ao DNA (Wosniak et al., 
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2009). Essas alterações podem ser resultantes da interação crosstalk entre o 

NADPHox e a mitocôndria (Dikalov, 2011; Daiber et al., 2017). 

 Na hipertensão, os altos níveis citoplasmáticos de ROS, estimulados pela 

NADPHox, produzem danos de proteínas, ácidos nucléicos e lipídios mitocondriais, 

acarretando, em um ciclo vicioso, despolarização do potencial de membrana, 

liberação de H2O2 mitocondrial no citosol e dano celular (Garlid et al., 2003; 

Andrukhiv et al., 2006; de Cavanagh et al., 2006). Além disso, evidências anteriores 

sustentam que a interação da Ang II nos receptores AT1 acoplados à membrana 

mitocondrial pode ser parcialmente responsável pela produção de ROS (Valenzuela 

et al., 2016; Friederich-Persson e Persson, 2020). De maneira interessante, os 

animais tratados com Kef-1 apresentaram menor participação da fonte mitocondrial 

para produção de H2O2 que justificamos ser atribuída a um menor estímulo via 

NADPHox/ROS e receptores mitocondriais AT1.  

Tem sido demonstrado que a atenuação do SRA pelos inibidores da ECA é 

também associada com redução de disfunção mitocondrial (de Cavanagh et al., 

2003; de Cavanagh et al., 2005; Piotrkowski et al., 2007). No entanto, a redução da 

participação mitocondrial para a produção de ROS não coincidiu com reversão ou 

prevenção do potencial de membrana presente na hipertensão 2R1C, sugerindo que 

a redução de ROS por Kef-1 não necessariamente restaura o desacoplamento 

mitocondrial. Apesar disso, de maneira conjunta, essas evidências sustentam 

nossos dados, sugerindo o importante papel antioxidante do Kef-1 in vivo mediando 

parte dos efeitos benéficos atribuídos aos peptídeos inibidores da ECA presentes no 

Kefir.  

Ang II modula a inflamação através da ativação de receptores AT1 nas células 

imunes, estimulando a liberação de citocinas pró-inflamatórias (Ruiz-Ortega et al., 

2002; Wenzel et al., 2002), e promove o recrutamento e a adesão de leucócitos 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 níveis aumentados de 

citocinas circulantes pró-inflamatórias e alta atividade de MPO. Nesse sentido, 

estudos comprovam que inibidores da ECA são capazes de modular a redução de 

citocinas na hipertensão renovascular (Li et al., 2014), fato que está de acordo 



83 

 

 

nossos achados de redução da inflamação sistêmica após administração crônica de 

Kef-1 A caseína do leite é uma rica fonte de peptídeos com propriedade anti-

inflamatória (Chakrabarti et al., 2014) e os tripeptídeos VPP e IPP, derivados da 

fermentação bacteriana da caseína, demonstraram efeitos inibitórios sobre a ECA e 

também são capazes de suprimir mecanismos pró-hipertensivos e pró-inflamatórios 

associados à hipertensão (Hirota et al., 2011). Desta forma, também é possível 

sugerir que a atenuação do SRA pelos peptídeos inibidores da ECA presentes no 

Kefir é um importante mediador da redução de processo inflamatório na hipertensão. 

As ROS produzidas pela via Ang II-AT1-NADPHox estimulam cascatas de 

transdução de sinal sensíveis ao estresse oxidativo, como o NFκB, importante 

iniciador das vias de inflamação intracelular e remodelamento vascular induzidos por 

Ang II (Ruiz-Ortega et a., 2000; Guo et al., 2011). Considerando o sinergismo entre 

inflamação e estresse oxidativo (Crowley, 2014), sugerimos que o efeito anti-

inflamatório do Kef-1 pode ser mediado, em parte, por sua ação antioxidante. 

Embasando nossa hipótese, estudos mostraram que na hipertensão a inibição de 

NFkB reduziu a expressão 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 inflamação vascular 

(Miguel-Carrasco et al., 2010; Kim et al., 2011). 

A enzima MPO é um importante biomarcador de inflamação e estresse 

oxidativo em leucócitos, formando um composto altamente oxidante (Nussbaum et 

al., 2013) associado ao dano tecidual em DCV (Cheng et al., 2019). Diante disso, é 

possível, portanto, que Kef-1 diminuiu o estresse oxidativo por meio de mecanismos 

dependentes de inflamação, reduzindo o recrutamento de células imunes e 

atenuando a hiperatividade do SRA. 

Foi observado nas CML de camundongos hipertensos 2R1C um aumento dos 

níveis de NO, provavelmente derivado da enzima óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS), que está aumentada em condições inflamatórias, como na hipertensão 

(Tiradentes et al., 2015; Santuzzi et al., 2015; Kumral et al., 2016). Os altos níveis 

de NO derivado de iNOS estão associados à proliferação de CML aórticas (Sigala 

et al., 2005) e aumento do estresse oxidativo resultante da reação entre NO e ·O2- 

produzindo peroxinitrito (·ONOO−) (Mungrue et al., 2002). Uma vez que Ang II via 
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NFκB intensifica a liberação de citocinas pró-inflamatórias e ativa MCP-1, levando à 

ativação de iNOS, propomos que esse mecanismo poderia ser responsável pela 

redução da produção de NO exibida após tratamento com Kef-1(Alvarez et al., 2008; 

Takahashi et al., 2008; Sun et al., 2009). 

Diante dessas considerações, é provável que as propriedades antioxidantes 

e anti-inflamatórias do Kefir associadas a seu efeito anti-hipertensivo (Monteiro et 

al., 2020; Friques et al., 2020; Friques et al., 2015) sejam fortemente relacionadas 

às ações de seus peptídeos bioativos inibidores da ECA, como o Kef-1. Além disso, 

esses resultados sugerem que é necessária uma avaliação mais detalhada das 

propriedades anti-inflamatórias de Kef-1. 

O modelo experimental de hipertensão 2R1C também é marcado por 

remodelamento hipertrófico (positivo) dos vasos de condutância incitado pelo SRA. 

A aorta dos animais hipertensos 2R1C apresenta-se com redução da complacência 

e espessamento da parede, devido a um aumento na espessura da íntima-média, 

característica esta observada neste estudo (Nogueira et al., 2007; Castro et al., 

2008; Guimarães et al., 2015; Natalin et al., 2016). Já é estabelecido que Ang II induz 

hipertrofia e hiperplasia de CML vasculares, expressado pelo aumento de α-SMA e 

da espessura da camada média (Yoshida et al., 2004; Mondaca-Ruff et al., 2019). 

Em concordância com essas evidências, mostramos que as aortas dos 

camundongos 2R1C exibiram hiperplasia das CML manifestada por aumento da 

quantidade de células expressando α-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 hipertensão (Sharifi et al., 1997; 

Devlin et al., 2000). Essas alterações vasculares podem ser, em parte, mediadas 

pela via Ang II-AT1/NADPHox nas CML, levando à ativação excessiva de fatores de 

transcrição para proliferação, migração e hipertrofia (Luchtefeld et al., 2005; Ceron 

et al., 2012; Brown et al., 2018). Por conseguinte, a atenuação do SRA por Kef-1 

possivelmente contribuiu para redução do espessamento da camada média 

muscular na aorta e também da apoptose celular. 

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

tem efeitos benéficos no remodelamento de artérias de condutância e resistência 
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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 redução de apoptose 

celular e atenuação de alterações estruturais vasculares e cardíacas (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 aórtico, 

provavelmente devido à supressão do SRA local, este mesmo período não refletiu 

em redução significativa na proliferação de CML, AST e deposição de colágeno, 

sugerindo que um tratamento mais longo poderia ser necessário para alterações 

vasculares significativas.  

A análise por MEV revelou que o peptídeo Kef-1 diminuiu o aspecto de dano 

à superfície endotelial da aorta de camundongos 2R1C. Validando esse achado, 

estudos anteriores mostraram que a administração de Kefir suprimiu a disfunção 

endotelial e os danos em animais hipertensos através da redução 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 disfunção endotelial em artérias de ratos hipertensos 

(Jakala et al., 2009; Jakala et al., 2010). O aumento da produção de ·O2-: diminui a 

biodisponibilidade de NO originado por NOS endotelial, resultando em disfunção 

(Hirota et al., 2007). Foi demonstrado que os peptídeos anti-hipertensivos derivados 

da caseína melhoram a função endotelial e causam vasodilatação por redução de 

ROS e aumento de NO (Hirota et al., 2007; Aihara et al., 2009), mecanismo este 

provável de Kef-1. Além disso, o aumento dos níveis circulantes de citocinas pró-

inflamatórias durante a hipertensão também pode contribuir para a disfunção 

endotelial e propiciar a adesão de leucócitos nos vasos, resultando no 

remodelamento vascular (Touys, 2004; Garrido e Griendling, 2009). Portanto, os 

peptídeos que atuam como moduladores inflamatórios (Aihara et al., 2009; 

Nakamura et al., 2013), entre eles Kef-1, podem melhorar a as alterações vasculares 

na hipertensão. Diante disto, por atuarem como antioxidantes e anti-inflamatórios, 

esses peptídeos desempenham um papel crucial para melhorar a biodisponibilidade 

do NO e, consequentemente, modular a função endotelial e a PA. 
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7. CONCLUSÃO  

Em resumo, este estudo revelou o potencial anti-hipertensivo do 

heptapeptídeo Kef-1, um inibidor da ECA derivado do Kefir, provavelmente 

associado à suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias em um modelo 

experimental de hipertensão dependente de Ang II (Fig. 28). Em conjunto, os dados 

sugerem uma multifuncionalidade do peptídeo Kef-1 e apontam seu potencial papel 

mediador dos efeitos benéficos do Kefir na hipertensão. Estas novas descobertas 

ajudam a esclarecer os mecanismos envolvidos nos benefícios do consumo do 

probiótico Kefir na hipertensão. Além disso, este trabalho destaca a importância da 

utilização de alimentos funcionais, os quais são fontes de peptídeos bioativos 

inibidores da ECA, como uma estratégia adjuvante, não farmacológica, e sem efeitos 

colaterais no tratamento da hipertensão e DCV. 

 

Figura 28: Resumo das ações biológicas sistêmicas e locais do peptídeo Kef-1 no 

modelo experimental de hipertensão dependente de angiotensina. Figura de autoria 

própria. 
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