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RESUMO

Peptideos bioativos sdo de grande interesse tanto para a industria
farmacéutica como para a de alimentos e sdo obtidos a partir da hidrolise
enzimatica de varias fontes protéicas, como as do leite, gliten de milho,
soja, € musculos de suinos, aves e peixes. Estes peptideos podem
desempenhar atividades benéficas para a sadde, entre elas, a regulacéo ou
inibicdo de enzimas, com destaque a inibicdo da enzima conversora da
angiotensina | (ECA). Esta enzima é responsavel pela clivagem de dois
importantes substratos envolvidos na regulacdo da presso arterial, a
angiotensina | e a bradicinina. Neste trabalho foi estudada a atividade
inibitéria da ECA em hidrolisados dos peixes tilapia tailandesa (Oreochromis
niloticus — linhagem tailandesa) e corvina (Micropogonias furnieriy . Os
“minced” destes peixes foram hidrolisados com pepsina e proteases de
Streptomyces griseus por 5 horas em condi¢des ideais de pH e temperatura.
A atividade inibitéria foi avaliada pela medida da atividade residual da
enzima sobre substrato sintético fluorescente. Os hidrolisades com um grau
de hidrélise de cerca de 34% apresentaram atividade inibitéria semelhante,
com valor de ICsp = 0,040 e 0,036 mg proteina/mL, respectivamente para a
tilapia e a corvina. Observou-se aumento da atividade inibitéria com o
progresso da hidrélise, sendo que este aumento também esta relacionado
com a especificidade das enzimas proteoliticas. Em outro experimento
observou-se que os peptideos presentes no hidrolisado de tildpia inibiram
indistintamente os dominios C e N terminais da ECA, ndo demonstrando
especificidade. A atividade inibitéria dos hidrolisados foi mantida apos
submeté-los a agdo de enzimas proteoliticas gastrointestinais, indicando a
sua provavel estabilidade “in vivo”. Da mesma forma, o minced de tilapia
quando incubado sucessivamente com pepsinaftripsina/quimotripsina
produziu peptideos ativos (ICsp = 0,025mg proteina/mL). Apesar do reduzido
grau de hidrolise obtido neste ensaio (17%), os peptideos liberados
apresentaram atividade inibitéria elevada, confirmando que a atividade nao

esta relacionada apenas com o0 grau de hidrélise, mas também com a



sequéncia de aminoacidos, liberados em fungdo da especificidade das
enzimas. Concluiu-se que o consumo destes peixes, ou seus respectivos
hidrolisados podera eventualmente, auxiliar na prevencdo e no tratamento
ndo medicamentoso da hipertensdo, embora estudos “in vivo® sejam

necessarios para comprovar as suas fungdes biolégicas.

Palavras-chave: hidrolisado de peixe; peptideos bioativos; inibicdo da

enzima conversora da angiotensina |



ABSTRACT

Bioactive peptides have been highly valued by pharmaceutical industries and
by food industries as well. These peptides can be released by the enzymatic
hydrolysis of various protein sources such as milk, corn gluten, soybean,
muscles of pigs, chicken and fish and have been recognized to exhibit
important health benefits. Among these, the regulation or inhibition of
enzymes, like the inhibition of the angiotensin |-converting enzyme (ACE)
have been focused. This enzyme is responsible for the cleavage of two
important substrates, angiotensin | and bradykinin, both of them involved with
the regulation of blood pressure. In this study the inhibitory activity of
hydrolysates from tilapia tailandesa (Oreochromis niloticus — linhagem
tailandesa) and corvina (Micropogonias furnieri) was evaluated. The
hydrolysates of the minced fishes were produced in a 5-hour lasting
controlled process under optimal conditions of pH and temperature by the
sequential action of pepsin and enzymes from Streptomyces griseus.
Inhibitory activity was evaluated by measuring the residual activity of the
enzyme on a synthetic fluorescent peptidic substrate. The extent of
hydrolysis was about 34% and the hydrolysates of tilapia and corvine showed
similar inhibitory activity (ICsp of 0.040 and 0.036 mg protein/mL),
respectively. An increase of activity proportional to the degree of hydrolysis
was observed, as well as a relationship with the specificity of the enzymes
used. In another experiment it was observed that the bioactive peptides
present in the hydrolysate of tilapia did not show specificity for the C- and N-
terminal catalytic domains of the angiotensin |-converting enzyme. The
inhibitory activity of the hydrolysates was still active after a further hydrolysis
by gastrointestinal enzymes, which seems to indicate an eventual activity in
vivo. In a similar way, when the minced tilapia was consecutively incubated
with pepsine, trypsin, chymotrypsin active peptides were produced with an
activity of 1ICsg = 0.025 mg protein/mL. Despite the low extend of hydrolysis of
about 17%, a high inhibitory activity was observed confirming that activity is
not only related to the degree of hydrolysis but also to the sequence of



aminoacids and therefore, to the specificity of the enzymes as well. It was
concluded that the intake of fish or fish hydrolysates has the potential to help
control or to prevent hypertension by a non-drug food-based treatment.

Key-words: fish hydrolysate; bioactive peptides; angiotensin I-converting

enzyme inhibition



1. INTRODUGAO

Peptideos biologicamente ativos tém sido obtidos pela hidrolise
enzimatica de diversas fontes protéicas e séo de grande interesse para a
industria farmacéutica, bem como para a formulagéo de alimentos. Pesquisas
tém demonstrado que esses peptideos apresentam atividade bioldgica,
principalmente, regulando ou inibindo enzimas, atuando como antibiéticos,
horménios, agentes antivirais e antibacterianos ou imunomoduladores e
também exibindo atividade antioxidante.

Dentre os peptideos que atuam sobre a atividade enzimatica, especial
atencdo tem sido dada aos peptideos que inibem a enzima conversora da
angiotensina | (ECA). Esta enzima é responsavel pela clivagem de dois
importantes substratos envolvidos na regulagdo da pressdo arterial, a
angiotensina | e a bradicinina. Peptideos obtidos por hidrélise enzimatica que
desempenham essa fungéo foram identificados nos hidrolisados enzimaticos
de proteinas do leite, do plasma bovino, nas proteinas do misculo de suinos
e também em hidrolisados de peixes.

O emprego desses peptideos ou estruturas analogas tem despertado
o interesse de muitos pesquisadores, e acredita-se que a ingestdo desses
peptideos, na forma de hidrolisados ou presentes em alimentos formulados,
possa auxiliar na prevengao e no tratamento ndo medicamentoso da
hipertenséo.

A identificagdo de peptideos com atividade inibidora da ECA em
hidrolisados de peixes, como sardinha, atum, bacalhau e bonito, justifica a
continuidade das pesquisas em hidrolisados de peixes produzidos no Brasil
quanto a presenga e caracterizagdo desses peptideos. Foram selecionados
os peixes tilapia (Oreochromis niloticus — linhagem tailandesa) e Corvina
(Micropogonias furnieri), cuja escolha se baseou no fato destes peixes serem
amplamente consumidos no Brasil, por apresentarem baixo teor de gordura
em relagdo a outros pescados e uma produgdo ininterrupta no decorrer do
ano. Vale ressaltar que a corvina € um peixe caracteristico da costa

brasileira e a tilapia, um peixe de consumo mundial, bastante cultivado por



meio da aquicultura, com destaque para o género Oreochromis. Atualmente,
a tilapia tailandesa, linhagem desenvolvida no Japdo, melhorada na Tailéndia
e introduzida no Brasil em 1996, é a mais cultivada.

Pretendeu-se neste trabalho, dando continuidade a linha de pesquisa
sobre os peptideos com atividade anti-hipertensiva, estudar a presenca
destes peptideos presente em hidrolisados enzimaticos obtidos a partir dos
peixes tilapia e corvina, determinar uma metodologia mais répida para medir
a atividade inibitéria da ECA e por fim, estudar os fatores correlacionados,
como o grau de hidrélise, especificidade dos peptideos inibidores da ECA
perante os dominios C e N da ECA e a estabilidade destes peptideos
inibidores quando submetidos ao processo de digestibilidade “in vitro”.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hipertensao Arterial Sistémica

O coragdo é um 6rgéo muscular responsavel por bombear o sangue
para os pulmdes (para ser oxigenado) e depois para o corpo, através das
artérias, suprindo as necessidades de oxigénio e nutrientes. Esse fluxo
sanguineo exerce uma forgca contra a parede dos vasos gerando uma tensao
na parede das artérias, denominada de pressao arterial.

Uma disfungdo nesse mecanismo leva a um aumento na pressao
sangilinea causando aumento do ténus muscular liso das arteriolas, o qual
aumenta a resisténcia vascular para o transporte do fluxo sangiineo. Com
iss0, havera um aumento de carga no ventriculo esquerdo do coragio,
bomba responsavel pela perfusdo do sangue através do sistema, levando ao
seu alargamento, e se a resisténcia vascular aumentada permanecer sem
tratamento ocorrera faléncia cardiaca.

A hipertensido arterial sistémica (HAS) ou simplesmente hipertenso
arterial, mais conhecida como “Pressdo Alta”’, € uma doeng¢a ou pode ser
definida como um dos mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. E caracterizada por uma
elevagdo da pressdo arterial para nimeros acima dos valores considerados
normais (140/90mmHg). Nao existe uma combinagdo precisa de medidas
para se dizer qual & a pressao normal, mas em termos gerais, diz-se que o
valor de 120/80mmHg é o valor considerado ideal. Contudo, medidas até
140mmHg para a pressdo sistélica € 90mmHg para a diastdlica podem ser
aceitas como normais (JOINT NATIONAL COMMITTEE 7, 2003).

No ano de 2003, o “National High Blood Pressure Education Program
Coordinating Committee”, o qual representa organiza¢des de profissionais,
voluntarios e agéncias federais de saude dos Estados Unidos, divulgou no

JNC 7, uma nova classificagdo da pressao sanguinea, onde foi adicionada



uma nova categoria, designada de pré-hipertensao, por representar uma alta
porcentagem da populagéo.

Comparando a classificagcdo da pressdo arterial, observada na
TABELA 1, com a publicada no Joint National Committee on Prevention,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure — JNC 6 (1997), observam-
se além da inclus@o do estagio de pré-hipertensio, a unido dos estagios 2 e
3 da hipertensdo em uma unica categoria.

TABELA 1 — Classifica¢do da presséao arterial (> 18 anos)

Classificagdo Pressdo sistoblica Pressido diastolica
(mmHg) (mmHg)
Normal <120 <80
Pré-hipertensao 120 - 139 80 - 89
Hipertenséo
Estéagio 1 140 - 159 90 - 99
Estagio 2 >160 > 100

Fonte: JNC 7, 2003

A parte da populagdo que se enquadra nessa faixa de classificagéo,
pré-hipertensdo, apresenta duas vezes mais o0 risco de desenvolver
hipertensao com relagéo as pessoas que apresentam valores mais baixos de
pressdo; devendo-se, portanto, iniciar o tratamento, reduzindo a pressao
arterial e prevenindo o desenvolvimento da hipertensao.

A classificagdo da pressado arterial para criangas e adolescentes é
feita de acordo com os percentuais de estatura (PA sistdlica e diastolica por
percentil de altura), TABELA 2, para ambos os sexos. Valores menores de
90 sao classificados de normotensos; de 90 a 95, limitrofe e maior ou igual a
95, de hipertensos (SBH/SBC/SBN, 2002).

Um menino com 16 anos de idade, medindo 180cm (percentil 75, de
acordo com o grafico de desenvolvimento de meninos para calculo do
percentil de altura) e apresentando pressio arterial de 120/80mmHg sera
considerado normotenso. Ja outro menino de mesma idade e mesma altura,
mas com pressdo arterial de 134/88mmHg sera considerado limitrofe. Se
este menino, ao invés de 180cm, tivesse estatura de 175cm (percentil 50), o
nivel tensional de 134/88 mmHg o faria ser considerado hipertenso.



TABELA 2 - Valores de pressdo arterial (PA) referentes aos percentis 90 e 95 de
presséo arterial para meninos de 1 a 17 anos de idade, de acordo com o percentil
de estatura,.segundo JNC 7 (2003)

Idade | Percentil | PA sistélica (mmHg) por percentil de | PA diast6lica (mmHg) por percentil de

(anos) altura altura
5% 10% 25% 50% 75% 90% 95% | 5% 10% 25% b50% 75% 90% 95%
1 90 94 95 97 99 101 102 103 | 49 49 50 51 52 53 54

95 98 99 101 103 105 106 107 | 54 354 55 56 57 58 58

16 90 126 127 129 131 132 134 134 | 81 82 82 83 84 85 86
95 130 131 133 134 136 138 138 | 8 8 87 8 89 90 90
17 90 128 129 131 133 135 136 137 | 83 84 8 8 87 87 88

95 132 133 135 137 139 140 141 | 88 8 8 90 91 92 93

Vérias tabelas para classificagdo da pressdo arterial apresentando
categorias diferentes sdo encontradas, portanto, ha necessidade de extrema
cautela antes de rotular algum paciente como sendo hipertenso, tanto pelo
risco de falso-positivo, como pela repercussido na propria saude do individuo
e o custo social resultante.

No diagnéstico da hipertensao, além das medidas da presséo arterial,
devem-se considerar os fatores de risco, a lesdo de 6rgéos-aivo e as
comorbidades associadas. Na verdade, o que todos concordam €& que a
pressdo arterial acima de 120/80mmHg diminui a expectativa de vida do
individuo (SBH/SBC/SBN, 2002).

2.1.1 Epidemiologia

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € uma das mais importantes
causas de morbi-mortalidade universal, sendo responsavel pela redugdo da
expectativa e qualidade de vida. Afeta 50 milhGes de individuos nos Estados
Unidos e aproximadamente um bilhdo no mundo. Além de apresentar alto
custo médico-social, sendo responsavel por cerca de 40% dos casos de
aposentadoria precoce e de absenteismo no trabalho, a hipertenséo arterial



€ considerada um dos principais fatores de risco de morbidade e mortalidade
cardiovascular (JNC 7, 2003).

A hipertensdo tem sido identificada como um dos fatores de risco
prevalentes para o desenvolvimento das doengas cardiovasculares (DCV). A
pressao elevada pode: a) levar a ruptura de vasos sanguineos de grande
calibre no cérebro (acidente vascular cerebral) e dependendo da parte do
cérebro que é afetada, pode causar paralisia, deméncia, cegueira ou
multiplas outras doencgas cerebrais graves; b) provocar hemorragias multiplas
nos rins, produzindo insuficiéncia renal, uremia € morte; e ¢) exercer uma
carga de trabalho excessivo sobre o coragdo, propiciando o desenvolvimento
precoce de cardiopatia congestiva e/ou cardiopatia coronaria, causando
quase sempre morte em conseqiéncia de ataque cardiaco (AMENTA, DI
TULLIO, TOMOSSONI, 2003; ROSS, 1986).

Em 2002, foram registrados 983 mil 6bitos no Brasil. Desse total, as
doengas cardiovasculares (FIGURA 1) foram responsaveis por 27% dos
Obitos (MS/SVS/DASIS,2002).

5% o Algumas doengas infecciosas e parasitarias
m Neoplasias [tumores]
m Doencas enddcrinas, nutricionais e
5% metabdlicas
o Doencgas do sistema nervoso
1%
m Doengas do aparelho circulatério

m Doengas do aparelho respiratério

m Doencgas do aparelho digestivo

O Outras causas

10%

FIGURA 1 — Mortalidade no Brasil no ano de 2002 (MS/SVS/DASIS,2002)

Dentre os obitos causados por doengas do aparelho circulatério, as
doengas classificadas como hipertensivas, englobando, hipertensdo
essencial (primaria), doenca cardiaca hipertensiva, doenga renal
hipertensiva, doenga cardiaca hipertensiva, doenca cardiaca e renal



hipertensiva e hipertensdo secundaria, corresponde a 10% do total (FIGURA
2). Vale salientar que a hipertens@o € a principal causa de acidente vascular
cerebral, leva a doencgas das artérias coronarias com infarto do miocardio e
morte cardiaca subita, e & a principal contribuinte para a insuficiéncia
cardiaca, insuficiéncia renal e aneurisma dissecante da aorta.

Varios trabalhos vém sendo desenvolvidos no Brasil com o objetivo de
avaliar a prevaléncia da HAS na populagéo. No municipio de Catanduva, Séao
Paulo, foi realizado um estudo da prevaléncia da hipertensao arterial em uma
parte da populagdo com idade superior a 18 anos. A prevaléncia da
hipertensdo arterial foi de 31,5% nos entrevistados, principalmente nos
individuos com histérico de hipertensao, diabetes mellitus, com indice de
massa corpérea > 25 kg/m2 e renda familiar entre 1 a 5 salarios minimos
(FREITAS et al, 2001).
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Nimero de

L

AVC IAM DH ATC DC DI DAC

Doencas do aparelho circulatério

AVC = Doencas cerebrovasculares DC = Demais doencas cardiacas

IAM = Infarto agudo do miocardio DI = Demais doencas isauémicas

DH = Doencas hipertensivas DAC = Demais doencas do aparelho circulatério
ATC = Aterosclerose

FIGURA 2 - Mortalidade no Brasil, no ano de 2002, por doencas cardiovasculares
(MS/SVS/DASIS, 2002)

A prevaléncia da hipertenséo arterial em criangas e adolescentes pode
variar entre 2 a 13%, sendo obrigatéria a medida anual da presséo arterial a
partir dos trés anos de idade. REZENDE et al (2003) realizaram um estudo
de prevaléncia da hipertensdo arterial no municipio de Barbacena, Minas



Gerais, em 607 escolares de 7 a 14 anos, observando que a prevaléncia da
hipertenséo foi de 16,6%, e 0s niveis tensionais aumentavam com a idade e
o peso, sendo estes indicadores, portanto, muito importantes na detecgéo da
hipertensao.

Diante dessa realidade, programas e politicas de controle da
hipertensdo arterial foram implantados no nosso pais com o objetivo de
reduzir complicagdes, internagées e mortes relacionadas & hipertenséo,
aumentando o grau de conhecimento da populagéo sobre a importancia do
controle da hipertensdo arterial, garantindo o acesso dos hipertensos a
servigos basicos de salide, com resolubilidade e incentivando politicos e
programas comunitarios (MS/SPS, 2003).

2.1.2 Patogénese

O principal fator de risco para doengas cardiovasculares é a
hipertenséo, existindo, portanto, uma correlagdo altamente positiva entre a
pressdo arterial e doengas cardiovasculares. A hipertensdo também é
diagnosticada em pacientes com quadro clinico de aterosclerose, doengas
renais, diabetes mellitus, obesidade, podendo também ocorrer no decorrer da
gravidez (JNC 7, 2003).

A hipertensdo geralmente € classificada em primaria ou secundaria.
Os pacientes hipertensos apresentam diferentes fatores que podem levar ao
aumento da pressao arterial, na maioria dos casos, a causa nao é conhecida,
sendo entdo chamada “essencial” ou hipertensdo primaria, sendo esta
responsavel por 95% de todos os casos de hipertensdo. A hipertensado
secundaria geralmente pode resultar de doengas incluindo as doengas
renais, sindrome de Cushing, hiperaldosterismo primario, hipo e
hipertirecidismo ou pelo uso de anticoncepcionais (JNC 7, 2003;
SBH/SBC/SBN, 2002; CARRETERO e OPARIL, 2000).

Na hipertensado, ha um desequilibrio dos varios mecanismos que, em
geral, controlam a pressdo arterial. Entre esses mecanismos séo

encontrados o sistema nervoso, especificamente a fungcdo adrenérgica e



catecolaminas, o sistema renina-angiotensina, a fungdo excretora dos rins,
incluindo o transporte do sédio e agua e outras fun¢des mediadas por outros
mecanismos hormonal e de equilibrio hidroleletrolitico (OPARIL, ZAMAN,
CALHOUN, 2003; GUYTON, 1991; BRUNNER et al., 1972).

O sistema nervoso € o principal responsavel pelo controle, a curto
prazo, da pressdo arterial. Dentro de segundos, os baroreceptores e os
quimoreceptores entram em agéo. Porém, no decorrer de muitas horas ou
dias, os mecanismos nervosos perdem gradualmente essa capacidade, se
estabelecendo um novo sistema de controle, através do sistema renal e de
liquidos corporais onde, havendo excesso de liquido extracelular, a presséo
arterial se eleva, fazendo com que os rins aumentem a excrecao de liquido
(diurese por pressdo) e sédio (natriurese por presséo), normalizando a PA.
Um aumento na retengdo de fluidos e na reabsor¢cdo de sédio é observado
quando a pressdo arterial esta abaixo do normal (GUYTON, 1991; GUYTON,
1990).

Além do sistema renal e de liquidos corporais, os rins possuem um
outro mecanismo de controle da PA, o sistema renina-angiotensina.

Sistema Renina-Angiotensina

No paciente hipertenso é freqiientemente avaliado o sistema renina-
angiotensina, no qual a atividade da renina € medida para determinar se esta
enzima € um fator na patogénese da hipertensdo. Esse sistema desempenha
funcdo central na regulagdo homeostatica da pressdo sanguinea e na
composi¢ao eletrolitica dos liquidos corporais, tdo bem como na etiologia de
algumas formas de hipertensao.

A renina é uma aspartilprotease acida sintetizada, armazenada e
secretada pelas ceélulas justaglomerulares granulares dos rins, situadas nas
paredes das arteriolas aferentes, em resposta a muitos fatores
cardiovasculares tais como uma queda na pressao sanglinea, deple¢ao de
sédio ou uma redugdo no volume plasmatico. O seu precursor inativo a

prorenina €& ativado pela agdo da enzima calicreina. A renina age
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hidrolisando o angiotensinogénio (entre os residuos 10 e 11 do grupo amino
terminal), uma a2-globulina plasmatica sintetizada no figado e precursor de
todas as angiotensinas, formando o decapeptideo angiotensina | na corrente
sanguinea, como apresentado na FIGURA 3 (SKEGGS, 1964, ONDETTI e
CUSHMAN, 1982; OPARIL e HABER, 1974 a,b).

Enzima Conversora da Angiotensina |

A enzima conversora da angiotensina | (ECA) desempenha uma
importante fungéo fisiolégica na regulagdo da press@o sanguinea (FIGURA
3). Ela hidrolisa o decapeptideo angiotensina |, por clivagem no C-terminal
com remocgdo do residuo His-Leu, no octapeptideo biologicamente ativo,
angiotensina ll, um potente vasoconstritor. Ela também inativa a bradicinina,
a qual possui agdo vasodilatadora, pela remogéo de dois peptideos do C-
terminal e estimula a liberagdo de aldosterona no cortex adrenal,
intensificando a resisténcia periférica vascular (CUSHMAN e CHEUNG,
1971 YANG, ERDOS e LEVIN, 1970; NG e VANE, 1968, NG e VANE,
1967, SKEGGS, KAHN, SHUMWAY, 1956).

Esta enzima foi primeiramente identificada e isolada do plasma de
cavalo por SKEGGS et al. (1956, 1954). E uma zinco metalopeptidase
multifuncional que esta localizada em diferentes tecidos, principalmente nas
células endoteliais de capilares pulmonares e outros leitos vasculares como o
coragdo, rins, cérebro e oOrgdos reprodutores. Pertence a classe das
peptidases que necessitam de zinco e cloreto para a sua ativagdo. Como
essa enzima age liberando dipeptideos a partir da extremidade C-terminal,
passou a ser referida na literatura como uma peptidildipeptideo hidrolase ou
peptidil dipeptidase (EC 3.4.15.1) (CUSHMAN e CHEUNG, 1971b).
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FIGURA 3 - A fungéo da enzima conversora da angiotensina | no sistema renina-

angiotensina e sua participacao no sistema calicreina-renina
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A atividade primaria da ECA é clivar peptideos com grupo carboxila
livre. Por esse fato, sugere-se que ocorra uma interagdo eletrostatica com
um grupo catidnico da enzima, a qual exerce um papel importante na
interagdo enzima-substrato no momento da hidrélise (ARAUJO et al., 1999;
ARAUJO et al., 2000).

E capaz de interagir com uma variedade de substratos hidrolisando
qualquer ligacdo, com exceg¢ao da ligagdo imida de um residuo de prolina.
ROHBACH, WILLIAMS e ROLSTAD (1981), ELISSEEVA et al. (1971) e
SCHECHTER e BERGER (1967) demonstraram que realmente substratos
contendo Pro na posi¢do Py e Asp ou Glu na P;’sao resistentes a ECA.

Duas isoformas da ECA s&o conhecidas, a somatica, a qual apresenta
um massa molecular entre (150 — 180kDa) e contém dois sitios ativos e a
germinal ou testicular presente em células germinativas, com apenas um sitio
ativo, apresentando aproximadamente 90 kDa. Recentemente, estudos do
genoma humano descrevem uma terceira isoforma, a ECA homologa ou ECA
2, a qual contem um dnico sitio ativo, hidrolisa a angiotensina | e Il, mas néo
hidrolisa a bradicinina (CRACKOWER et al., 2002; HUBERT et al., 1991;
BERNSTEIN et al., 1989;SOUBRIER et al., 1988; EL-DORRY et al, 1982).

A ECA somaética é composta de dois sitios homdlogos, cataliticamente
ativos, contendo cada um deles um atomo de zinco, descritos como dominio
N e dominio C, referindo-se as porgdes N e C-terminal da molécula,
respectivamente, cataliticamente independentes (WEIlI et al, 1991;
BERNSTEIN et al., 1989; SOUBRIER ef al, 1988). Na FIGURA 4 é
representada uma parte da estrutura da ECA, a qual ja foi caracterizada.

JASPARD, WEI e ALHENC-GEBAS (1993) estudando as diferengas
nas propriedades e especificidade dos dois sitios ativos da ECA observaram
que ambos os sitios exibem atividade catalitica similar para a angiotensina |,

bradicinina e a substancia P, um potente neuropeptideo transmissor.
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FIGURA 4 — Modelo proposto da estrutura da enzima conversora da angiotensina |
(ECA). Fonte: http://www.esrf.fr/
UsersAndScience/Publications/Highlights/2003/MX/MX10/

Entretanto, importantes diferencas fisiologicas entre os subsitios dos
dois sitios ativos foram encontradas. O dominio C-terminal é rapidamente
ativado pela presenga do ion cloreto ao contrario do dominio N-terminal, o
qual é ativo na auséncia deste ion. Outros estudos também demonstram que
o dominio C possui uma constante catalitica maior que o dominio N, quando
os substratos s&o Hip-His-Leu e Angiotensina | e que esses dois dominios
diferem na capacidade de se ligar ao inibidores competitivos da ECA. A
clivagem endopeptidasica do N-terminal do substrato LH-RH, embora lenta, é
preferencial para o dominio N (JASPARD, WEI e ALHENC-GEBAS, 1993;
WEI et al., 1992; WEI et al., 1991).

Esses resultados sugerem que existem diferencas estruturais entre os
dois sitios ativos e que mais estudos sdo necessarios para verificar a fungdo
de cada um separadamente, principalmente com relagdo a hidrélise da
bradicinina e dos outros substratos da ECA, como a angiotensina | e dos

inibidores desta enzima.
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Medida da atividade da enzima conversora da angiotensina | (ECA)

Desde a descoberta por SKEGGS et al. (1956, 1954) da peptidase
(ECA) que convertia o decapeptideo angiotensina | no octapeptideo
angiotensina I, no plasma de cavalo, diversos métodos tém sido descritos na
literatura para medir a atividade da ECA nos tecidos.

Ensaios radioquimicos utilizando o peptideo angiotensina | marcado
com C“ e técnicas de radioimunoensaio especifico para angiotensina Il
foram utilizados para determinar a atividade da ECA, porém, os resultados
obtidos pela utilizagdo dessas metodologias ndo eram precisos e especificos,
pois outras peptidases do tecido poderiam hidrolisar os substratos utilizados,
como a angiotensina | (HOLLEMANS, DER MEER, KLOOSTERZIEL, 1969;
HUGGINS e THAMPI, 1968).

Substratos especificos para a ECA, como o hipuril-histidil-leucina,
foram desenvolvidos, tendo como referéncia a angiotensina | (substrato
natural da enzima), com o objetivo de se obter métodos de analises que
permitissem concluir que esta enzima seria a responséavel pela clivagem e
ndo outras peptidases presentes no tecido.

ApoOs ensaios prévios utilizando o substrato hipuril-histidil-leucina
(HHL), um tripeptideo protegido no grupo N-terminal, a ECA purificada de
pulmio de cachorro e ninidrina para detec¢gédo do dipeptideo histidil-leucina
liberado, CUSHMAN e CHEUNG, em 1971, descreveram um ensaio
espectrofotométrico, “in vitro”, baseado na formagao do acido hipurico a partir
do substrato sintético hipuril-histidil-leucina (HHL) pela ECA purificada de
pulmao de coelho (FIGURA 5).

Os autores observaram que neste ensaio, o HHL é especifico para
ECA, em diferentes concentragbes enzimaticas, enquanto outras
carboxipeptidases que poderiam clivar esse substrato estdo presentes
apenas em concentragdes insignificantes nos extratos enzimaticos obtidos
dos pulmdes. Esta metodologia passou a ser a mais utilizada para determinar
a atividade “in vitro” da ECA.
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FIGURA 5 — Conversdo do hipuril-histidil-leucina pela ECA em &cido hipurico
(CUSHMAN e CHEUNG, 1971)

Os fatores condicionantes para este ensaio foram determinados. Para
a analise, em um tubo de ensaio contendo 0,25mL de uma solucdo de
tampdo fosfato de potassio, 100mM, cloreto de sédio, 300mM e substrato
HHL, 5mM, adiciona-se 0,15mL de uma solu¢do contendo a ECA (0-10mU),
iniciando-se a reagéo. Os tubos s&o incubados a 37°C, por 30 minutos, sob
agitagdo constante. Para parar a reag¢do enzimatica adiciona-se 0,25mL de
HCI 1N. O acido hiptrico liberado pela agéo da ECA sobre o HHL é extraido
da solucédo acidificada com 1,5mL de acetato de etila. Apdés agitagdo no
vortex, por 15 segundos, seguida de centrifugagéo, uma aliquota de 1,0mL
da camada de acetato de etila € evaporada por aquecimetno a 120°C, por 30
minutos. O acido hipdrico é redissolvido com 1mL de agua e a absorbancia é
lida em 228mu em espectofotdmetro.

Porém, esse método apresentava uma grande desvantagem, quando
utilizado para determinar a atividade da ECA em sistemas bioldgicos: aitas
concentracdes de lipideos interferiam com a extragdo e subsequente
solubilizagdo do produto formado, o acido hipurico (FRIEDLAND e
SILVERSTEIN, 1976). Além disso, possui um tempo de reagdo longo com
um maior niimero de etapas.

Modificagbes do método de Cushman e Cheung foram desenvolvidos
baseados no monitoramento da produgdo do acido hipurico a partir do

substrato Hip-His-Leu.
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Ensaios fluorimétricos foram desenvolvidos inicialimente utilizando
substratos com benziloxicarbonila-Phe-His-Leu ou benziloxicarbonila-Pro-
Phe-His-Leu (ROTH, WEITZMAN e PIQUILLOUD, 1969). FRIEDLAND e
SILVERSTEIN (1976) descreveram um método fluorimétrico baseado na
formagédo de um aduto fluorescente entre o o-fitaldialdeido e o His do produto
His-Leu formado a a partir do substrato Hip-His-Leu. E um método rapido,
sensivel, sem muitos passos, podendo ser aplicado quando se tem baixa
concentragdes de amostras, porém € de pouca preciséo.

Pesquisadores tem procurado desenvolver metodologias mais
simples, sensiveis, com um tempo de reacdo curto e de baixo custo.
Substratos com apagamento intramolecular de fluorescéncia foram
desenvolvidos para tornar mais sensivel e rapida a determinagéo de enzimas
proteoliticas, procurando assim, facilitar o acompanhamento da atividade
enzimatica e dos estudos de cinética. ARAUJO (2000) descreveu um método
que se baseia na hidrélise de peptideos sintéticos com supresséo
intramolecular de fluorescéncia do tipo Abz-peptidil-K (Dnp)-X-OH pela ECA.
Esse método se baseia na hidrélise do peptideo sintético do tipo Abz-peptidil-
K(Dnp)-X-OH pela ECA, o qual contem um grupo fluorescente Abz (acido
orto-amino benzébico), ligado ao grupo N-terminal do peptideo e ao grupo
apagador Dnp (2,4-dinitrofenil) incorporado ao g-amino grupo de um
aminoéacido da cadeia peptidica (FIGURA 6).

Apdbs a hidrélise, ocorre a liberagdo da fragdo Abz-peptidil responsavel
pela fluorescéncia, a qual pode ser detectada continuamente em um
fluorimetro. Os peptideos do tipo Abz-YRK (Dnp)-P-OH e Abz-FRK (Dnp)-P-
OH mostraram ser excelentes substratos para ECA com valores de K,,,de 5,1
e 4,0uM, respectivamente (ARAUJO et al., 2000).

A facilidade deste ensaio estad na possibilidade do monitoramento da
velocidade de hidrélise direto na cubeta do fluorimetro, permitindo detectar a
enzima de forma rapida e continua, mesmo quando ela esta presente em
baixas concentragdes.
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Abz — peptidil-K - (Dnp) - X -OH

(Peptideo sintético com supressé&o intramolecular de fluorescéncia)

Abz — peptidil

(composto fluorescente)

FIGURA 6 - Hidrolise do peptideo sintético do tipo Abz-peptidil-K(Dnp)-X-OH pela
ECA ( ARAUJO et al., 2000)

2.1.3 Tratamento

Com o objetivo de reduzir a morbidade e a mortalidade de doengas
cardiovasculares, causadas pelos altos niveis tensionais e outros fatores
agravantes como habito de fumar e beber, consumo alimentar inadequado e
falta de atividade fisica do paciente hipertenso, varias estratégias
terapéuticas tém sido estudadas.

Dois tipos de tratamento sao aplicados para a regulagéo da presséo
arterial. O primeiro se baseia em mudangas no estilo de vida, utilizando para
tanto medidas ndo medicamentosas e o segundo tipo é o tratamento
medicamentoso, o qual associa mudangas no estilo de vida a farmacos anti-
hipertensivos.

Os tratamentos indicados nos casos de hipertens&o arterial ja foram
comprovados que sao efetivos, porém a manutencéo da pressdo arterial
dentro dos niveis desejaveis ainda € insatisfatoria. Isso se deve em grande
parte a falta de adesado ao tratamento. Estudos isolados tém apontado que a
falta de controle da hipertenséo gira em torno de 30 a 40%, podendo chegar
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ao grau mais elevado, ou seja, ao abandono do tratamento, com indice de
56% (BUSNELLO et al., 2001).

ANDRADE et al. (2002) analisaram as razbes apresentadas pelos
pacientes para interromper o tratamento farmacoldgico e constataram que
dos 401 pacientes, 41,8% paravam com o tratamento apds constatar uma
normalizagdo da pressdo, 28,25% devido aos efeitos colaterais da
medicacdo, 22,7% simplesmente esqueciam de tomar o medicamento, 20,9%
achavam o custo dos medicamentos muito elevado, 26% desconheciam a
necessidade de continuar o tratamento, 11% tinham medo de se intoxicar,
11%, medo de hipotensdo e 7,3% tinham medo de misturar o medicamento
antihipertensivo com outras drogas.

Nao importa o tipo de tratamento que sera escolhido, farmacolégico ou
ndo, o fundamental é obter a adesdo continuada dos pacientes as medidas
recomendadas para a obtengdo de um controle adequado da presséo
arterial. A adesao dos pacientes € determinante no sucesso do tratamento.

Tratamento medicamentoso

Agentes anti-hipertensivos utilizados no tratamento da hipertenséo
devem promover a redugdo dos niveis tensionais e de eventos
cardiovasculares. Esses medicamentos podem ser divididos em seis grupos,
apresentados na TABELA 3. Convém lembrar que a maioria dos estudos
realizados com esses medicamentos para o controle da hipertensdo nos
estagios 1 e 2 sugerem uma combinacdo de todos esses farmacos
(SBH/SBC/SBN, 2002).

Como a ECA esta envolvida na regulagdo da pressdo arterial e atua
indiretamente no metabolismo hidroleletrolitico, ela tem sido muito estudada
com o objetivo de se encontrar inibidores que possam ser utilizados no
tratamento da hipertenséao arterial.

Inibidores potentes e especificos da enzima conversora (TABELA 4)

comercialmente disponiveis s@o utilizados como um dos principais agentes
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bloqueadores do sistema renina-angiotensina, atuando com sucesso, no
tratamento da hipertenséao arterial.

TABELA 3 — Classes de antihipertensivos e seus mecanismos de ag¢éo no controle

da pressdo arterial

Anti-hipertensivos Mecanismo de acédo

Diuréticos Deplegdo de volume seguido da redugdo da
resisténcia vascular periférica decorrente de
mecanismos diversos

Inibidores adrenérgicos

Ac¢ao central Estimulam os receptores alfa-2-adrenérgicos
pré-sinapticos, reduzindo o ténus simpatico

Alfa-1-blogqueadores
Betablogqueadores Diminuicdo inicial do débito cardiaco,
reducdo da secregao de renina, readaptagéo
dos baroreceptores, diminuicdo das
catecolaminas nas sinapses nervosas

Vasodilatadores diretos Relaxamento muscular com conseqliente
vasodilatagdo e redugdo da resisténcia
vascular periférica

Inibidores da Enzima conversora da Inibigdo da ECA, bloqueando a

angiotensina | (ECA) transformagéo da angiotensina { em Il no
sangue e nos tecidos

Bloqueadores dos canais de Célcio Redugdo da resisténcia vascular periférica

por diminuigdo da concentracdo de calcio
nas células musculares lisas vasculares

Anatagonistas do receptor At1 da Antagonizam a acdo da angiotensina Il por
angiotensina I meio do blogueio especifico de seus
receptores

Adaptado e modificado de SBH/SBC/SBN, 2002

O captopril (2-D-metil-3-mercaptopropanoil — L- prolina) foi o primeiro
inibidor especifico da ECA descrito na literatura no final do periodo de 1970,
por ONDETTI, RUBIN e CUSHMAN (1977). E um potente inibidor da Eca
com Ki de 1,7nM. Acompanhando a utilizagdo clinica desse farmaco pelos
pacientes, observou-se a presenga de efeitos colaterais atribuidos ao grupo
SH presente em sua molécula. Portanto, iniciou-se a procura de novos
inibidores que nao apresentassem o grupo SH, sendo 0s mais conhecidos o
enalapril e o lisinopril (PATCHETT et al.,1980; BIOLLAZ et al., 1981).
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TABELA 4 — Agentes antihipertensivos, inibidores da enzima conversora da
angiotensina | (ECA), disponiveis comercialmente no Brasil

Inibidores da ECA Posologia (mg) Frequéncia diaria
Minimo Maximo
Benazepril (Lotensin) 5 20 1-2
Captopril (Capoten) 25 150 2-3
Cilazapril 2,5 5 1-2
Delapril 15 30 1-2
Enalapril (Vasotec) 5 40 1-2
Fosinopril (Monopril) 10 20 1-2
Lisinopril (Privinil, Zestril) 5 20 1-2
Quinapril (Accupril) 10 20 1
Perindopril (Aceon) 4 8 1
Ramipril (Altace) 2,5 10 1-2
Trandolapril (Mavik) 2 4 1

Adaptado e modificado de SBH/SBC/SBN, 2002.

Os inibidores da Eca podem ser classificados em trés amplos grupos
com base em sua estrutura quimica: (1) inibidores da ECA contendo sulfidril
estruturalmente relacionado com o captopril; (2) inibidores da ECA contendo
dicarboxil com estrutura relacionada ao enalapril e (3) inibidores da ECA
contendo fésforo com estrutura relacionada ao fosinopril. A estrutura desses
grupos de inibidores esta apresentada na FIGURA 7.

Com a descoberta dos dois sitios ativos da ECA, outros inibidores da
enzima foram estudados, tendo como interesse obter inibidores especificos
para cada dominio. Wei et al (1992) demonstraram que os dois dominios sido
sitios ativos de alta afinidade para os inibidores captopril, enalapril e lisinpril,
com valores de K; da ordem nanomolar. Recentemente foram descritos

inibidores para cada um dos sitios ativos, o RXP407, inibidor do dominio N
(DIVE et al., 1999) e o RXPA380, inibidor do dominio C (GEORGIADIS et al.,
2003).
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FIGURA 7 — Estrutura quimica dos inibidores captropil, enalapril e fosinopril

Esses inibidores sdo comercializados e utilizados rotineiramente no
combate a hipertensdo arterial e na insuficiéncia cardiaca. Porém, como
todos os medicamentos utilizados no tratamento da hipertensdo, os
inibidores da ECA também apresentam alguns efeitos colaterais,
destacando-se a ocorréncia de tosse seca, alteracdo do paladar,
hiperpotassemia, aumento dos niveis séricos de uréia e creatinina (todavia,
quando administrados a longo prazo foi observado um efeito nefroprotetor) e
mais raramente, reagbes de hipersensibilidade com erup¢do cutanea. Sdo

contra-indicados na gravidez e em adolescentes, 0 emprego desses
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medicamentos deve ser cauteloso (SBH/SBC/SBN, 2002; ATKINSON &
ROBERTSON, 1979).

A dose desses medicamentos deve ser ajustada até que se consiga
reducdo da pressdo arterial a um nivel considerado satisfatorio para cada
paciente e deve ser feita, buscando a menor dose eficaz, ou até que surjam

efeitos adversos.
Tratamento ndo-medicamentoso

Alteragdes no estilo de vida, como redugdo do consumo de bebidas
alcodlicas, abandono do tabagismo, exercicio fisico e corre¢do do habito
alimentar como uso moderado de sal e consumo adequado de potassio, sdo
essenciais na redugio do risco da hipertenséo, sendo indispensaveis para o
tratamento de pacientes hipertensos (SBH/SBC/SBN, 2002).

A conduta estabelecida para pacientes com hipertensao arterial deve
consistir:

a) no controle do peso corporal - 0 excesso de peso é um fator
predisponente para a hipertensdo. indice de massa corporal (IMC) inferior a
25 kglm2 e circunferéncia da cintura inferior a 102 cm para homens e 88 cm
para mulheres sédo metas a serem alcangadas pelos pacientes com excesso
de peso, onde uma redugdo de 5 a 10% do peso corporal inicial ja é capaz
de proporcionar redugdo da pressdo arterial (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1997);

b) na redugdo da quantidade de sal na elaboragdo das refei¢ées —
efeitos benéficos aos pacientes hipertensos tém sido encontrados, quando
se restringe o sal da dieta, como menor prevaléncia de complicagbes
cardiovasculares, redugdo da pressado arterial e menor incremento da
pressdo arterial com o envelhecimento. Uma dieta de aproximadamente 6,79
/dia (1 colher de chd) por 28 dias reduz 3,9mmhg na pressdo sistélica e
1,9mmhg na diastdlica (KAPLAN, 2000; ROSE, 1990);

c) na limitagdo ou aboli¢do do uso de bebidas alcdolicas e abandono
do tabagismo (SBH/SBC/SBN, 2002);
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d) na pratica de atividade fisica - além de diminuir a pressao arterial, 0
exercicio fisico reduz consideravelmente o risco de doenca arterial
coronariana, de acidente vascular cerebral e mortalidade. Recomenda-se a
freqiéncia de 3 a 6 vezes por semana, intensidade moderada e sessbes de
30 a 60 minutos de duracdo (BERLIM e COLDITZ, 1990; PAFFENBARGER,
1988).

Como mencionado anteriormente, alguns inibidores da ECA, como
captopril, enalapril e lisinopril, sdo utilizados como medicamentos para o
tratamento da hipertensdo. Por outro lado, podemos observar que os
alimentos exercem diferentes respostas sobre a pressao arterial, sugerindo
que seja dada uma maior atengcdo aos componentes que estes contém.
Sendo assim, peptideos inibidores da enzima ECA, derivados de proteinas
alimentares, poderiam ser consumidos durante a alimentag¢&o, mantendo os
niveis da presséao arterial normais, prevenindo o risco de hipertensao arterial.

2.2 Peptideos biologicamente ativos

Um grande numero de peptideos biologicamente ativos tém sido
isolados de bactérias, fungos, plantas e de produtos animais. Podem estar
presentes originalmente nos alimentos, mas também podem ser liberados
durante a sua passagem pelo trato gastrointestinal ou apresentarem-se em
hidrolisados protéicos “in vitro”. A estrutura desses peptideos foi descrita
como sendo de simples dipeptideos até estruturas complexas lineares ou
ciclicas (GILL et al., 1996).

Os peptideos bioativos foram primeiramente mencionados por
MELLANDER, em 1950, quando ele observou que os peptideos fosforilados
derivados de caseina aumentaram a calcificagcdo 6ssea, independentemente
da vitamina D, em criangas raquiticas. A partir dai, numerosas pesquisas tém
sido realizadas com o intuito de separar e caraterizar esses peptideos, como
podemos observar no QUADRO 1 (PIHLANTO-LEPPALA, 2001).
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QUADRO 1 - Identificagdo dos peptideos bioativos derivados das proteinas do
leite, adaptado de PIHLANTO-LEPPALA (2001)

Peptideos bioativos Proteina precursora Bioatividade
Fosfopeptideos o- e B- Caseina Carreador de
minerais
Casomorfinas B-Caseina Agonista opidide
o-caseina exorfina o-Caseina Agonista opidide
Imunopeptideos o- e B- Caseina Imunoestimulatério
Casocininas o- e B- Caseina Inibidor da ECA
Casoxinas k-Caseina Antagonista opibide
Lactorfinas a-Lactoalbumina e - Agonista opidide
Lactoglobulina
Casoplatelinas x-Caseina Antitrombose
Lactoferricina Lactoferrina Antimicrobiano
Lactocininas a-Lactoalbumina e B- Inibidor da ECA
Lactoglobulina

A perspectiva de utilizagdo desses peptideos naturais ou sintéticos
tém despertado o interesse de muitos pesquisadores, e acredita-se em uma
grande aplicagéo tanto na industria de alimentos, como na farmacéutica.

Diversas fontes protéicas podem ser utilizadas para obtengdo desses
peptideos bioativos, tais como o leite, 0 musculo do peixe, ovos (lisozima),
soja, geléia real, milho, gelatina, gluten, plasma bovino, entre outras
(MATSUI et al., 2002; HYUN & SHIN, 2000; MAENO, YAMAMOTO,
TAKANO, 1996; KINOSHITA, YAMAKOSHI, KIKUCHI, 1993; KOHAMA et al,
1991).

A procura por peptideos com atividade biolégica atingiu o seu apice na
década de 80 e até hoje diversos estudos sao realizados, demonstrando que
estes peptideos podem desempenhar varias fungdes, principalmente atuando
como antibioticos, hormdnios, agentes antivirais e antibacterianos,
antioxidantes, além do mais, regulando ou inibindo a atividade enzimatica,
como apresentado, resumidamente, no QUADRO 2.

Certos peptideos bioativos, como os derivados do leite, podem ainda

revelar atividades multifuncionais, como por exemplo, a B-casomorfina-7 que
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pode exercer a acdo de um opidide, inibir 2 enzima ECA ou ainda, atuar
como um imunomodulador (BRANTL et al., 1981).

QUADRO 2 — Exemplos de peptideos biologicamente ativos

Classe dos Peptideos Residuos Atividade

Antibiéticos
Lactoferricina 25 Bactericida

Neuropeptideos

a-Endorfina 16 Neuromodulador
Hormonais
Vasopressina 9 Contragdo do musculo vascular

Enzimas requladoras e inibidoras

Glutationa 3 Regulador de cofator

Adaptado e modificado de GILL ef al., 1996

AMAROWICZ & SHAHIDI (1997) encontraram peptideos com
atividade antioxidante em fragSes protéicas isoladas de hidrolisados
protéicos de “capelin”. Peptideos imunoativos, com forte atividade
estimulante dos leucocitos foram obtidos nas fragdes peptidicas acidas de
hidrolisados protéicos de salméao por GILDBERG et al. (1996).

Dando continuidade as pesquisas com peptideos exibindo diferentes
atividades biolégicas, concluiu-se que a atividade geralmente & atribuida a
uma seqliéncia especifica de aminoacidos, contendo 3 a 20 residuos de
aminoacidos por molécula, I‘iberados apos um processo de hidrolise
(PIHLANTO-LEPPALLA, 2001; GILL et al., 1996). Apesar da relacéo
estrutura x atividade de muitos peptideos bioativos ainda n&o ter sido
completamente estabelecida, muitos peptideos apresentam caracteristicas
estruturais em comum.

Dentre as fontes protéicas mais estudadas, tanto de origem vegetal ou
animal, as proteinas do leite apresentam-se como a maior fonte de peptideos
bioativos, especialmente a caseina, as quais sdo precursoras de diferentes

peptideos biologicamente ativos. Analisando-se estruturalmente as principais
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proteinas do soro, a-lactoalbumina e p-lactoglobulina, observa-se seqiiéncias
bioativas de aminoacidos. Esses peptideos estdo inativos quando fazem
parte da cadeia protéica, porém, tornam-se ativos quando liberados pela
hidrolise protéica; podendo desempenhar, entdo, fun¢des diversas, como
moduladores de varios processos corporais (PIHLANTO-LEPPALA, A., 2001;
MEISEL, 1997).

Durante a hidrélise das proteinas do leite, peixe, soja e cereais, uma
variedade de peptideos com atividade opidide sdo formados. Esses
peptideos sdo fundamentais para o funcionamento do sistema nervoso,
assim como pela regulagdo da percepgéo da dor (MEISEL & SCHLIMME,
1990).

Os compostos enddgenos, como encefalinas, endorfinas, e dinorfinas
e outros compostos neuroativos como a somatostatina, a bradicinina e o
horménio liberador da tireotrofina, sdo exemplos de peptideos tipicos com
atividade opidide (peptideos neuroativos) possuindo caracteristicas
estruturais similares. A presenga do aminoacido tirosina, no residuo amino
terminal e a presenga de outro aminoacido aromatico, como a fenilalanina e
tirosina, na terceira ou quarta posi¢éo, a partir da extremidade N-terminal,
(Tyr-Gly-Gly-Phe) caracteriza os peptideos opiédes tipicos. A carga
negativa, caracteristica do grupo hidroxila do anel fendlico da tirosina, parece
ser essencial para a atividade opidide, de modo que, a falta do residuo de
tirosina resulta na auséncia da bioatividade. A presenga de um outro
aminoacido aromatico na terceira ou quarta posicao também parece
contribuir com a atividade opidide. Os peptideos com atividade opioide
derivados de proteinas alimentares s&o considerados opidides atipicos, pois
apesar de conservar na sua estrutura a Tyr no grupo N-terminal, podem
apresentar outros residuos de aminoacidos na sequéncia restante, como Tyr-
X-Phe ou Tyr-X;-X-Phe (PIHLANTO-LEPPALA, 2001; HOLLT, 1983;
CHANG et al., 1981).

Esses dados mostram que existe uma relacdo estrutura x atividade
para a funcionalidade biolégica dos peptideos e que mais estudos nessa

area sdo necessarios.
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2.2.1 Peptideos inibidores da enzima conversora da angiotensina I (ECA)

FERREIRA (1965) foi o primeiro a isolar do veneno da cobra brasileira
(Bothrops jararaca) pequenos peptideos que exibiam uma forte atividade
inibidora para a enzima ECA, os quais foram denominados de fatores
potenciadores da bradicinina. Cinco anos apds a sua descoberta, a
sequéncia de aminoacidos de sete peptideos inibidores foram determinadas
por FERREIRA et al. (1970) e ONDETTI et al. (1971) e estdo apresentadas
no QUADRO 3. Os peptideos contém 5 a 13 residuos de aminoacidos por

molécula e possuem a sequéncia Ala-Pro ou Pro-Pro no grupo C-terminal.

QUADRO 3 - Estrutura dos primeiros peptideos inibidores da ECA isolados do

veneno da cobra brasileira Bothrops jararaca

Nomenclatura® Estrutura

BPP 5a SQ20475 Pyr-Lys-Trp-Ala-Pro

BPP 9a SQ20881 Pyr-Trp-Pro-Arg-Pro-Gin-lle-Pro-Pro

BPP 10b SQ20861 Pyr-Asn-Trp-Pro-Arg-Pro-Glin-ile-Pro-Pro

BPP 11d SQ20661 Pyr-Trp-Pro-Arg-Pro-Thr-Pro-Gin-lle-Pro-Pro

BPP 10c SQ20858 Pyr-Asn-Trp-Pro-His-Pro-Gin-lle-Pro-Pro

BPP 13a SQ20718 Pyr-Gly-Gly-Trp-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro-Glu-Hle-Pro-Pro
BPP 10a $Q20859 Pyr-Ser-Trp-Pro-Gly-Pro-Asn-lie-Pro-Pro

* Nomenclatura foi designada por pesquisadores que trabalhavam com peptideos naturais e
sintéticos. Pyr = pyrrolodonecarboxyl. Adaptado de CHEUNG e CUSHMAN, 1973.

Esses peptideos foram sintetizados (idénticos aos encontrados no
veneno da Bothrops jararaca) e utilizados para estudar a inibigdo da ECA.

CHEUNG e CUSHMAN (1972) estudando a inibi¢do da ECA por esses
peptideos concluiram que a inibicdo é do tipo competitiva e que os inibidores
se ligam a enzima da mesma maneira que esta se liga ao substrato. Eles
enfatizam, também, a importancia dos trés ultimos residuos de aminoacidos
no grupo C-terminal, tanto para os substratos quanto para os inibidores. Com
relacdo aos peptideos inibidores, os pesquisadores observaram qﬁe todos
apresentam um residuo de prolina na penultima posicdo da molécula no
grupo C-terminal, exceto o SQ 20 475. A prolina, entdo seria a responsavel
pela caracteristica de inibidor e ndo de substrato dos peptideos.
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O peptideo SQ 20 475, que apresenta um residuo de prolina no final
da seqiiéncia de aminoacidos do C-terminal, contribuiu com a inibigao,
porém, esta foi de curta duragdo. Os autores, além de destacarem a
importancia dos trés Ultimos residuos de aminoacidos do grupo C-terminal
para a ligacdo do peptideo com a ECA, eles chamam atengcdo para a
importancia dos outros residuos de aminoacidos da estrutura do peptideo
pela maior ou menor afinidade total com a estrutura da enzima.

Desde a descoberta desses peptideos inibidores da ECA no veneno
de cobra, muitos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de encontrar
medicamentos para serem utilizados no controle da presséo arterial.

ONDETTi e CUSHMAN, em 1982, revisaram o modelo hipotético de
interacdo entre a ECA e seus substratos ou inibidores competitivos
propostos por ONDETTI et al. (1977), cuja estrutura pode ser observada na
FIGURA 8. Virios inibidores potentes da ECA tém sido desenvolvidos com

base nesse modelo, como o captopril.
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FIGURA 8 - Modelo hipotético de interagdo entre a ECA e seus substratos
proposto por ONDETTI et al. (1977)

2.2.2 Peptideos inibidores da enzima conversora da angiotensina | (ECA)
obtidos de proteinas alimentares

Peptideos obtidos de proteinas alimentares com a mesma atividade
biolégica, foram primeiramente descrito por OSHIMA et al. (1979), utilizando
a gelatina como fonte protéica. Além da gelatina, muitas outras fontes foram
utilizadas e os peptideos resultantes foram estudados com relagdo a
atividade inibidora da ECA. O QUADRO 4 ilustra alguns desses peptideos.
Observa-se uma grande variedade de peptideos com essa atividade
biolégica com diferentes estruturas moleculares (sequéncia de aminoacidos),
obtidos pela hidrélise de diferentes fontes protéicas, como a carne de frango
e de suino, leite e algumas fontes de origem vegetal, como a soja, alho e

algas.
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QUADRO 4 - Peptideos inibidores da ECA obtidos de diferentes fontes de

proteinas alimentares

Estrutura Fonte Obtencgdo Referéncia

Y Algas Calor Suetsuna et al., 2004

GFXGTXGLX Peito de frango Protease de Aspergillus Saiga ef al., 2003

GF

NG Soja Alcalase 2,4 L Wu & Ding, 2002

NLP Soja Alcalase 2,4 L Wu & Ding, 2002

IF Geleia real Pepsina/ quimotripsina/ Matsui ef al., 2002
tripsina

MNP Suinos termolisina Arihara et al., 2001

VIEKYP Cogumelos alcoolico Choi et al., 2001

FY Alho Alcoolica Suetsuna, 1998

ALPMHIR B-lactoalbumina tripsina Mullaly et al., 1997

YGLF o-lactoalbumina sintese Mullaly et al., 1996

YIPIQYVLSR «-caseina tripsina Yoshikawa et al., 1992

LSP o-zeina termolisina Miyoshi et al., 1991

TTMPLW as1-Caseina tripsina Maruyama ef al., 1987

PLW as1-Caseina sintese Maruyama ef al., 1987

Em um hidrolisado protéico de zeina, um ftripeptideo contendo um
residuo de prolina no C-terminal (Leu-Arg-Pro), exibiu uma forte atividade
inibitoria da ECA (MIYOSHI ef al, 1991). YOKOYAMA et al. (1992)
realizaram ensaios com ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
administrando o tripeptideo lle-Lys-Pro a estes animais, sendo observada
uma diminui¢do da presséo arterial sistdlica.

A purificacdo de um hidrolisado de caseina, obtido pela agdo de uma
proteinase de Lactobacillus helveticus CP 790, resultou em dez peptideos, os
quais apresentaram atividade anti-hipertensiva quando administrados
oralmente a animais SHR. Dos peptideos com atividade anti-hipertensiva, o
peptideo de sequéncia Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-GIn apresentou atividade
inibitoria de maior duragéo, entre 2 a 10 horas depois da administragcdo de
2mg/kg de peptideo por peso corporal. O efeito maximo foi observado seis
horas apds a administragdo (MAENO, YAMAMOTO e TAKANO, 1996).

Além de participar da modulagéo da presséo sangilinea, os peptideos

inibidores da ECA podem estar envolvidos em outros sistemas reguladores
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do organismo, como na regulagdo dos sistemas imune e nervoso ou podem
atuar como antioxidantes (MEISEL, 1998, HOU, CHENG e LIN, ANO).

O pescado tem apresentado excelente fonte de peptideos inibidores
da ECA, como pode ser observado no QUADRO 5. Os peixes mais
estudados para a obtengdo de peptideos com essa atividade biolégica foram
a sardinha, o atum e o bonito. Diversos processos de hidrélise foram
estudados, principalmente com relagéo a enzima.

Quadro 5 — Peptideos do pescado com atividade inibitéria da ECA

Peptideo Peixe Preparacdo ICsp Referéncia

IKP Musculo de bonito Sintese 0,61 uM Yokoyama et al., 1992

Y Mdusculo de bonito termolisina 3,7 uM Yokoyama et al., 1992

IWHHT Musculo de bonito termolisina 5,1 uM Yokoyama et al., 1992

IVGRPRHQG Musculo de bonito termolisina 6,2 uM Yokoyama et al., 1992

KW Mdsculo de sardinha Bacillus 1,63 uM Matsufuji et al., 1994
licheniformis

AKK Musculo de sardinha Bacillus 3,13 M Matsufuji ef al., 1994
licheniformis

GWAP Mdsculo de sardinha Bacillus 3,86 uM Matsufuji ef al., 1994
licheniformis

Y Musculo de sardinha Bacillus 10,5 uM Matsufuji ef a/., 1994
licheniformis

LRP Masculo de bonito autdlise 1,0 uM Matsumura et al., 1993

LRP Mdusculo de bonito autdlise 1,8 uM Matsumura et al., 1993

VRP Musculo de bonito autélise 2,2 uM Matsumura ef al., 1993

IKP Mdsculo de bonito autdlise 2,5 uM Matsumura et al., 1993

PTHIKWGD Musculo de atum autdlise 0,9 uM Kohama et al., 1991

PTHIKW Musculo de atum autblise 1,8 uM Kohama et al., 1991

PTHIKWG Muscuio de atum autdlise 7,6 uM Kohama et al., 1991

YALPHA Figado e musculo Lula autdlise 9,8 uM Wako, Ishikawa,

Muramoto, 1996
CWLPVY Musculo de atum pepsina 22,20 uM Astawan et al., 1995
GPL Pele bacalhau Alcalase + 2,65 uM Byun & Kim, 2001
pronase E

A estrutura versus atividade bioldgica dos peptideos inibidores da
ECA, obtidos das proteinas alimentares, ainda nido estd totalmente
elucidada. Contudo os peptideos apresentam algumas caracteristicas em
comum. A relagdo entre estes peptideos indica que a ligagdo com os
subsitios Sy, Si'e S;’' do sitio ativo da ECA é fortemente influenciada pela

sequéncia dos trés Ultimos aminoacidos localizados no grupo carboxila
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terminal. A ECA parece preferir substratos ou inibidores competitivos
contendo residuos de aminoéacidos hidrofébicos (aromaticos ou de cadeia
ramificada), no grupo C-terminal, os quais podem interagir com os subsitios
da ECA e aminoacidos de cadeia alifatica no grupo N-terminal. Esses
peptideos frequentemente contém residuos de prolina no grupo carboxila
terminal (KOHAMA et al., 1991; ONDETTI & CUSHMAN, 1982; CHEUNG et
al., 1980).

Com esses dados, podemos observar que as caracteristicas dos
peptideos inibidores da ECA obtidos pela hidrolise das proteinas alimentares
sdo similares aos peptideos inibidores da ECA encontrados no veneno da

cobra.
2.2.3 Medida da atividade inibidora da ECA pelos peptideos

O método descrito por CUSHMAN & CHEUNG foi adaptado para
verificar a acdo de possiveis inibidores desta enzima. Durante a hidrélise do
HHL pela ECA, os peptideos com atividade inibidora da ECA séo
adicionados a essa reagio e a atividade inibitéria & expressa em percentual
ou como valor ICsp (inhibitory concentration 50%), correspondendo a
concentragdo de inibidor necessaria para reduzir a atividade enzimatica em
50% (MATSUI, MATSUFUJI & OSAJIMA, 1992; FRIEDLAND &
SILVERSTEIN, 1976; CUSHMAN & CHEUNG, 1971%).

E o mais utilizado na literatura, porém, como ja descrito anteriomente
€ um método que possui um tempo de reagédo longo, com um maior niimero
de etapas.

O método descrito por Aradjo (2000) para medir a atividade da ECA,
utilizando substratos com apagamento intramolecular de fluorescéncia, se
apresenta como um método com tempo de reagdo curto, sensivel, sem

muitos passos com relagio ao descrito por CUSHMAN & CHEUNG (1971%).

Esse método, o qual se baseia na hidrdlise de peptideos sintéticos
com supressdo intramolecular de fluorescéncia do tipo Abz-peptidil-K (Dnp)-
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X-OH pela ECA, pode ser adaptado para o ensaio da atividade inibidora dos
peptideos obtidos pela hidrélise de proteinas alimentares.

Apo6s a hidrélise do Abz-peptidil-K (Dnp)-X-OH, ocorre a liberagdo da
fragdo Abz-peptidil responsavel pela fluorescéncia, a quat pode ser detectada
continuamente em um fluorimetro. Ao adicionar o peptideo com atividade
inibidora, pode ser medida a redugéo da atividade enzimatica pela adigdo do
inibidor, determinando-se o valor de ICsp, Ou seja, a concentragao de inibidor
necessaria para reduzir a atividade enzimatica em 50% na solugdo. Essa
metodologia foi otimizada no nosso trabalho e estara descrita no decorrer do

trabalho.

2.2.4 Efeitos fisiolégicos dos peptideos inibidores da ECA

Estudar a resisténcia a digestdo desses peptideos inibidores é de
grande importancia fisiolégica, ja que esses peptideos precisam alcangar a
corrente sangiiinea na forma ativa para exercer o efeito antihipertensivo. A
digestdo gastrointestinal e o transporte sdo as principais barreiras para a
biodisponibilidade dos peptideos inibidores da ECA.

Ensaios de digestibilidade “in vivo” e in vivo” tém sido desenvolvidos

com esse objetivo.

“IN VITRO”

Os ensaios “in vitro” se baseiam na incubagdo dos peptideos com as
enzimas pepsina, tripsina, quimotripsina e pancreatina em condi¢des 6timas
de hidrélise fisiolégica (MATSUI et al., 2002, CHOI et al., 2001, MAENO,
YAMAMOTO e TAKANO, 1996).

Matsui et al. (2002) sugere que o0 processo de produgdo do hidrolisado
contendo peptideos inibidores seja realizado com proteases do trato
gastrointestinal, devido a vantagem de produzir peptideos que seriam
resistentes a digestao fisiolégica apds o consumo oral.
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As condicdes fisioldgicas para a digestdo gastrintestinal sao
conhecidas. As proteinas sado clivadas no estdmago pela agdo da pepsina,
com pH variando entre 1 e 2. No intestino, as endopeptidases como a
tripsina, quimotripsina‘e elastase e as carboxipeptidases A e B continuam a
clivagem da cadeia polipeptidica em um meio alcalino (pH entre 7 e 8). Nas
membranas de borda em escova, os oligopeptideos sdo clivados pelas
amino, di- € endopeptidases, resultando em uma mistura de aminoacidos e
pequenos peptideos, os quais sdo transportados pelos enterécitos. O tempo
médio de esvaziamento gastrico é de 0,5 a 3 horas, enquanto a permanéncia
no duodeno e jejuno € de 2 a 2,75 horas e no ileo de 5 a 7 horas (OOMEN et
al., 2002; GANAPATHY e LEIBACH, 1999; CHARMAN et al., 1997).

VERMEIRSSEN et al. (2003) estudaram a liberagcdo ou degradacao de
peptideos inibidores da ECA durante a digestdo gastrointestinal das
proteinas do soro de leite e da ervilha, utilizando trés modelos de digestao, a
digestédo ndo-6tima, a digestdo fisioldgica e a digestéo fisiologica, por um
tempo prolongado, como & apresentado na TABELA 5.

Para o modelo de digestdo ndo-6tima, o valor de pH utilizado é igual a 4
(estdmago) e 5 (intestino), por considerar que no periodo pés-prandial, esses
seriam os valores de pH do estdmago e do intestino, respectivamente. A
digestdo fisiolégica foi desenvolvida utilizando como parametros o pH e o
tempo de digestdo considerados fisiolégicos, tanto no estdmago como no
intestino. Ja o modelo de digestao classificado pelo autor como fisiolégico
prolongado, os valores de pH s&o iguais ao anterior, porém o tempo de
incubacdo é superior, com duas horas a mais, tanto no estdbmago como no
intestino.

Os autores observaram que quando a digestdo foi realizada dentro
das condi¢des fisiologicas, os peptideos formados apresentaram uma maior
atividade inibitoria, com valores de ICso entre 0,076mg/mi para ervilha e
0,048 mg/ml para as proteinas do soro, porém, ndo foi observada uma
correlagdo positiva entre o grau de hidrdlise e a liberagdo dos peptideos com
atividade inibidora da ECA.
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TABELA 5 — Modelos de digestdo propostos por VERMEIRSSEN et al. (2003) para

estudos da resisténcia de peptideos a digestao gastrointestinal

Modelos de Estémago Intestino delgado
digestdo pH Tempo de incubacdo pH Tempo de incubagéo
(horas) (horas)
Nao-6tima 4 0,5 5 0,5
Fisiolégica 2 2 6,5 2,5
Fisiolégica (tempo 2 4 7 4,5
prolongado)
“IN VIVO”

Ensaios “in vivo” também sdo bastante utilizados para verificar a
eficiéncia de peptideos com atividade anti-hipertensiva. Ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) s&o utilizados como modelo para
pesquisa de agentes hipertensivos “in vivo® pelas caracteristicas
semelhantes da hipertensdo entre essa linhagem e o homem. Além do
desenvolvimento da hipertensdo, esses animais desenvolvem doengas
cardiovasculares e sofrem influéncia genética e ambiental sendo sensiveis a
administragdo de sbédio (FUJITA, YAMAGAMI e OHSHIMA, 2001,
YAMAMORI, 1988).

A medida da pressdo arterial nos ratos geralmente é realizada pela
medida da pressao caudal. O valor da pressédo deve representar a média, de
no minimo, trés medidas. ASTAWAN et. al. (1995), estudando hidrolisados
protéicos de atum com pepsina, tripsina, quimotripsina e pronase de
Streptomyces griseus, observaram que o hidrolisado obtido com pepsina
apresentou a maior atividade inibitéria (ICsp = 0,63mg/mL) em relagdo aos
demais. Apds os passos de purificagao, quatro peptideos foram identificados
como sendo os responsaveis pela inibicdo da ECA, Val-Ala-Trp-Lys-Leu (ICsp
= 31,97uM), Trp-Ser-Lys-Val-Val-Leu (ICso = 156,28uM), Ser-Lys-Vai-Pro-Pro
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(ICso = 74,22uM) e Cys-Trp-Leu-Pro-Val-Tyr (22,22uM). Estes peptideos
diminuiram significativamente a pressao arterial dos ratos.

FUJITA, YAMAGAMI e OHSHIMA (2001) avaliaram o efeito anti-
hipertensivo do peptideo LKP (ICso = 0,32uM/l), obtido por hidrélise com
termolisina do musculo do peixe bonito, em animais SHR e em humanos. No
ensaio com humanos, o efeito anti-hipertensivo de 1,5g/dia do peptideo
(administrado na forma de tabletes) foi monitorado contra um placebo em um
estudo duplo-cego, randomizado, com individuos que apresentavam
hipertensao leve. O peptideo foi responsavel por um efeito anti-hipertensivo,
sem efeitos colaterais.

Fuglsang, Nilsson e Nyborg (2002) utilizaram linhagens de
Lactobacillus helveticus, para produzir leite fermentado rico em peptideos
inibidores da ECA. Esses inibidores sdo produzidos pela agdo das
proteinases bacterianas sobre a caseina, durante 0 processo de
fermentagdo. Devido ao fato do sistema proteolitico destas bactérias ser
totalmente inespecifico, clivando a caseina em varias posigdes, combinado
com o fato de que a ECA pode ser inibida por peptideos com variadas
estruturas, pode-se acreditar que existe uma possivel correlagdo entre
protedlise, grupamentos amino livres e a inibigdo da ECA. Entdo, quanto
maior o numero de amino grupos formados durante a fermentagao, maior é a
probabilidade de que a substancia fermentada seja capaz de inibir a ECA.
Assim, observou-se que a administragdo de 10 mi/Kg de peso corporal de
leite fermentado com Lactobacillus helveticus a ratos espontaneamente
hipertensos, produziu uma queda de aproximadamente 30mmHg na pressao

sistolica destes animais.
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2.3 Peixes como fonte de nutrientes e peptideos inibidores da enzima
conversora da angiotensina | (ECA)

Dentre as espécies marinhas encontradas no litoral brasileiro, o
pescado se apresenta como um importante alimento para a alimentagéo
humana, principalmente por conter proteinas de alto valor biolégico.

O musculo de pescado € composto de proteinas de elevado valor
nutritivo por conter alta propor¢do de aminoacidos essenciais,
particularmente daqueles aminoacidos que costumam ser limitante em
proteinas de origem vegetal, tais como metionina e cistina. Apresenta uma
alta sensibilidade a hidrélise proteolitica, sendo assim, facil e completamente
digerido. A digestibilidade protéica ndo é influenciada pela desnaturacdo e
agregacdo protéica que ocorre durante o armazenamento (BARZANA &
GARCIA-GARIBAY, 1994; MOREY, 1982).

Os produtos comerciais a base de pescados podem ser derivados de
diferentes partes do animal, incluindo musculo, ovas, estémago, rins, figado,
pele e barbatanas. Entretanto, quando se faz referéncia a carne de pescado,
normalmente considera-se apenas o musculo ou polpa do animal (HAARD,
1995).

2.3.1 Produgéo de Pescado

Desde 1997, dentre os principais produtores mundiais de pescado, o
Brasil ocupa o vigésimo sétimo lugar, atras de alguns paises como China (1°
lugar), Peru, Japdo, india, EUA, indonésia, Chile e Russia (MINISTERIO DA
AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO, 2001; FUNDAGCAO INSTITUTO
DE PESCA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO/ FIPERJ, 2001).

Em 1999, % da producgdo global de peixes, crustaceos e moluscos (97
milnGes de toneladas) foram utilizados para o consumo humano. Proje¢oes
realizadas para 2010, estimam uma produg¢ao pesqueira mundial entre 107 e
144 milhdes de toneladas, das quais 74 a 114 milhdes de toneladas estariam
sendo destinadas ao consumo humano (FAO, 2002).
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Os principais estoques de recursos pesqueiros estdo sendo
explorados fortemente, e no Brasil, a producdo chegou a 671 mil toneladas
em 1991. O Brasil apresentou um aumento consideravel da produgéo
pesqueira no periodo de 1965 (389 mil toneladas) a 1979 (855 mil
toneladas). Em 1985, a producdo pesqueira atingiu 0 maximo de produgéo,
com 968 mil toneladas. Segundo a FUNDACAOQ INSTITUTO DE PESCA DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO (FIPERJ/2001), a produgdo nacional de
pescado correspondeu a 985 mil toneladas, sendo 26,4% proveniente da
aquicultura marinha (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, DOS RECURSOS
HIDRICOS E DA AMAZONIA LEGAL, 1995).

A corvina, Micropogonias furnieri, da familia Sciaenidae, € um peixe
que pode ser encontrado em toda a faixa litoranea brasileira, principalmente
nas regides Sudeste e Sul. Na costa oeste paranaense, a Pescada Piaui foi
introduzida e é chamada de Corvina. Vivem em locais com fundo arenoso, de
preferéncia em profundidades de até 100m e normalmente em cardumes ndo
muito numerosos. E considerada uma espécie comercial muito importante e
apreciada pelos consumidores brasileiros. No ano de 2000, o
PROPESQ/INSTITUTO DE PESCA registrou uma captura ininterrupta
durante todo o ano, no Estado de Sao Paulo, onde no més de julho foi
observada a maior taxa de captura, correspondente a 610.785 kg de corvina
(CRIAR E PLANTAR, 2004).

Vale ressaltar, que a captura em massa de peixes marinhos podem
levar a extingdo de varias espécies, muitas vezes por ndo se respeitar o
periodo de desova. Ja esta sendo observado que a demanda de consumo
esta se tornando maior que a oferta (SPERANDIO, 2002).

A crescente diferenga entre a quantidade de peixe capturado e a
demanda de consumo tornou a aqtiicultura uma das atternativas mais viaveis
no mundo para a produgdo de alimentos de alto valor protéico a baixo custo
para consumo humano. O Brasil apresenta condi¢des extremamente
favoraveis a aquicultura, como um grande potencial de mercado, clima
favoravel, boa disponibilidade de areas e graos para a fabricagdo de ragdes
animais e um enorme potencial hidrico. S40.5,3 milhdes de hectares de agua.
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doce em reservatérios naturais e artificiais, 8.000 km de zona costeira, além
de uma extensa rede hidrografica, que podem ser potencialmente
aproveitados na produg¢ao de organismos aquaticos (SPERANDIO, 2002).

Entre as varias espécies cultivadas em tanques-redes ou gaiolas, a
Tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) & atualmente uma das espécies de
maior volume de produgédo da piscicultura mundial e brasileira, por responder
melhor a esse sistema de criagdo. O continente asiatico € o maior produtor
mundial de tilapia nilética e junto com outros paises foram responsaveis, em
1994, por cerca de 20% da produg¢do de peixes oriundos da aquicultura. O
Brasil, em 1994, produziu 32.000 toneladas de pescado e em 2002, 260.500
toneladas, correspondendo a 26,4% do pescado produzido pelo pais. A
aquicultura no pais é um investimento promissor; sendo necessaria contudo,
uma visdo de agronegdcio, criando condigbes competitivas para o Brasil em
nivel mundial (MADRID, 2000; FAO, 19986).

Essa espécie, originaria dos rios e lagos africanos, foi introduzida no
Brasil em 1971, em agudes do nordeste e difundiu-se para todo o pais.
Substitui a tilapia-do-Congo (Tilapia rendall), que apesar de bastante
disseminada nao apresentava resultados satisfatorios em termos de
producéo.

A tilapia apresenta caracteristicas importantes para o cultivo, tais
como precocidade e facilidade de reprodugéo e obtencio de alevinos, € um
peixe de aguas paradas, rustico, suportando 0 manuseio intensivo e baixos
indices de oxigénio, € tipicamente herbivoro e sua carne branca, de textura
firme, sem espinhos é de sabor agradavel apresentando boa aceitagao, além
de demonstrar pouca susceptibilidade a doengas parasitarias (SPERANDIO,
2002).

2.4 Hidrolisados protéicos
Hidrolisados protéicos contendo peptideos de baixo peso molecular,

de preferéncia di e tripeptideos, sdo utilizados para o tratamento clinico de

pacientes que apresentam complicagbes gastrointestinais, desnutricdo
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decorrente de processos tumorais, queimaduras ou outros traumas, diarréia
aguda ou cronica, afergias alimentares, ou desordens no metabolismo dos
aminoacidos, como na fenilcetonuria (CLEMENTE, 2000; SCHMIDL et al.,
1994; FROKJAER, 1994; MEREDITH et al., 1990; BUZINCO et al, 1989;
MILLA et al., 1983).

Na atimentacdo enterat da-se a preferéncia aos hidrolisados protéicos,
ricos em peptideos de baixo peso molecular, devido a excelente absorgdo
gastrointestinal e a sua baixa osmolalidade, sendo estes melhor utilizados
pelo organismo do que as proteinas intactas ou os aminoacidos livres
(SIEMENSMA et al., 1993; ZIEGLER et af, 1990; ADIBl, 1989; ARALl et af.,
1986).

Um outro campo de estudo e de aplicagdo para os hidrolisados
protéicos seria a obtencdo de peptideos pequenos, biologicamente ativos, os
quais podem desempenhar varias fungdes, regutando ou inibindo a atividade
enzimatica, atuando como antibidticos, hormoénios, agentes antivirais e
antibacterianos ou imunomoduladores (PIHLANTO-LEPPALA, 2001; GILL et
al., 1996).

A aplicagdo dos hidrotisados varia em fungdo da distribuicdo do peso
molecular dos peptideos. Assim, peptideos com pesos moleculares entre 5 e
20kDa sdo geralmente utilizados como fontes de nitrogénio em alimentos
para fins especiais e suplementos alimentares para adultos € peptideos com
pesos motecutares menores que SkDa s&o oriundas de proteinas attamente
hidrolisadas e sdo freqlientemente utilizadas em formulagdes hipoalergénicas
(MAHMOUD, 1994).

Formulagdes a base de hidrolisados protéicos com alto teor de
aminoacidos ramificados (ACR), valina, teucina e isoleucina, e com um baixo
contetido em aminoacidos aromaticos (AA), fenilalanina e tirosina, podem ser
empregadas com sucesso no tratamento dietético de pacientes com lesdes
hepéticas crénicas, incluindo a encefalopatia hepatica (BAUTISTA et al.,
1996; ADACHI et al, 1991; TANIMOTO et af, 1991; FISCHER & BOWER
1981; FISCHER et al, 1976).
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As proteinas mais comumente usadas para a produgdo de
hidrolisados protéicos sédo as derivadas do leite (caseina, tactoalbumina e as
proteinas do soro), da soja, da carne e as de pescados (LAHL & BRAUN,
1994; FREITAS et al., 1993).

Como ja visto no decorrer dessa revisdo, o pescado é utilizado como
matéria-prima para a obtengdo de hidrolisados, devido a formagdo de uma
série de peptideos biologicamente ativos de grande interesse na formulagio
de alimentos, sendo também apliicaveis na industria farmacéutica e na
industria de cosméticos.

A hidrdlise protéica é reatizada preferenciatmente por via enzimatica,
em condi¢cbes brandas e controladas, garantindo assim a manutengio da
qualidade nutricional dos aminoacidos e produzindo hidrolisados com um
perfil peptidico bem definido e reprodutivel. Esse processo de hidrdlise é
controtado pela determinagéo do grau de hidrétise (GH), sendo este utitizado
como um indicador para comparar diversos hidrolisados protéicos entre si
(LAHL & BRAUN, 1994; SIEMENSMA et al., 1993; MAHMOUD et al., 1992;
ADLER-NISSEN, 1986).

A hidrdlise enzimética de pescados parece ser a alternativa mais
vidvel para a obtencdo dos peptideos com atividade biolégica. Neste
processo, enzimas proteoliticas sdo utilizadas para solubilizar as proteinas
(DINIZ e MARTIN, 1997).

Existem varias proteases comerciais obtidas de fontes animais,
vegetais, microbianas ou flingicas que podem ser utilizadas no processo de
hidrélise, (QUADRO 6). Sdo classificadas de acordo com as caracteristicas
estruturais dos sitios ativos. Os principais grupos sao: serinoproteinases (EC
3.4.21), SH-proteinases (EC 3.4.22), carboxitproteinases (EC 3.4.23) e
metaloproteinases (EC 3.4.24) (GERHARTZ, 1990).

As enzimas proteoliticas costumam apresentar preferéncia por alguns
sitios da proteina, por exemplo, a pepsina hidrolisa preferencialmente
ligagbes peptidicas das quais participem grupos carboxilicos de aminoécidos
aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina), enquanto a tripsina reconhece
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apenas ligagdes peptidicas formadas por arginina ou lisina (GERHARTZ,
1990).

O pH, temperatura, relagdo enzima/substrato, entre outros fatores, sdo
parametros importantes que precisam ser estudados, pois sd0 responsaveis
pelo grau de hidrélise, o qual esta diretamente relacionado com 0 massa
molecular dos peptideos liberados e conseqiente liberagdo de peptideos
soltiveis ou insoliveis com propriedades funcionais caracteristicas. A escolha
da enzima depende da especificidade do substrato e das condi¢des de
trabalho, como temperatura, pH e relagdo enzima/substrato que deverao ser
empregados, permitindo um processo controlado, rapido e continuo (LAHL &
BRAUN, 1994).

A estrutura e a forma do centro ativo sdo uma decorréncia da
estrutura tridimensional da enzima e podem ser afetadas por quaisquer
agentes capazes de provocar mudangas conformacionais na proteina. Isto
torna a atividade enzimatica dependente das caracteristicas do meio,
notadamente do pH e da temperatura (LAHL & BRAUN, 1994).

Todas as enzimas apresentam um valor de pH e temperatura 6timos,
para qual a sua velocidade € maxima, sendo que, a velocidade da reagao
diminui a medida que o pH e a temperatura se afastam desse valor étimo,
como pode ser observado no QUADRO 6. Acima de 50-55°C, a maioria das
proteinas globulares, inclusive as enzimas, sdo desnaturadas. A
desnaturagdo provoca drasticas alteragbes conformacionais na moiécula,
acarretando a perda do poder de catdlise (DINIZ e MARTIN, 1997 e
GERHARTZ, 1990).

A quantidade de enzima utilizada no processo de hidrélise costuma
representar 1/50 ou 1/100 em relag@o ao substrato, n&o chegando a interferir
no conteudo total de nitrogénio no produto final.
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QUADRO 6- Enzimas proteoliticas utilizadas no processo de hidrélise das proteinas

do peixe®
Enzima Fonte Tipo de protease pH 6timo | T 6tima °C
Microbiana
alcalase Bacillus licheniformis | Serinoprotease 6,56-8,5 55-70
neutrase Bacilius subtilis Metaloprotease 55-75 45 - 55
pronase Streptomyces griseus | Protease alcalina e neutra, | 7,0-9,0 37
| aminopeptidade e carboxi-

peptidase
Animal
quimotripsina | Bovina / Porco Serinoprotease 7,0-9,0 40
pancreatina Bovina / Porco Mistura de tripsina, | 7,0-~9,0 40

quimotripsina e carboxi-

peptidase
pepsina Bovina / Porco Peptidase aspartica 20-40 40
tripsina Bovina / Porco Peptidase serinica 70-90 40
Vegetal
bromelina Caule do abacaxi SH- Protease 5,0-8,0 50 -60
ficina Latex de figo SH- Protease 50-8,0 30-50
papaina Latex do Mamé&o SH- Protease 50-70 65-80

®Adaptado de DINIZ e MARTIN, 1997 e GERHARTZ, 1990.

Enzimas como a termolisina e a protease de Bacillus licheniformis sao
bastante utilizadas para obtengdo de peptideos com atividade inibitéria da
ECA, porém, como nao sdo enzimas comuns ao organismo humano podem
causar 'alergia alimentar em pessoas sensiveis. A pepsina, quimotripsina e a
tripsina também sdo utilizadas na obtengdo de peptideos com atividade
serem enzimas produzidas naturalmente pelo trato
gastrointestinal (ASTAWAN et al, 1995, MATSUFUJI 1994,
YOKOYAMA et al., 1992).

A massa molecular dos hidrolisados & descrito na literatura como um

biolégica, por
et al,

dos fatores mais importante para a obtencdo de hidrolisados protéicos com
atividade biolégica. A separacdo das fragdes peptidicas por faixas de massa
molecular tem sido realizada por cromatografia em gel ou por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com colunas contendo resinas de exclusdo
molecular. Processos de ultrafittragdo utilizando membranas de excluséo
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molecular também s&o descritos na literatura com o mesmo objetivo,
entretanto, € um processo mais simplificado e de menor custo que a
separagdo cromatografica para a produgdo em larga escala de fragbes
peptidicas com caracteristicas desejaveis (CALDERON DE LA BARCA,
2000; JEON, BYUN, KIM, 1999; POULIOT et al., 1999; BAUTISTA et al.,
1996; PEREA et al., 1993).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a presenca e a atividade de peptideos inibidores da atividade
da ECA em hidrolisados enzimaticos dos peixes Tilapia tailandesa
(Oreochromis niloticus — linhagem tailandesa) e Corvina (Micropogonias

furnieri).

3.2 Especificos

- Caracterizar a matéria-prima utilizada;

- Otimizar a metodologia para medida da atividade inibitéria da ECA,
descrita por ARAUJO et al., 2000;

- Estudar a presenga de peptideos inibidores da ECA em hidrolisados
enzimaticos de peixes

- Estudar a relagdo entre o tempo de hidrélise e a liberagao dos
peptideos inibidores da ECA,

- Estudar a especificidade dos peptideos inibidores da ECA perante os
dominios C e N da ECA;

- Estudar a estabilidade dos peptideos inibidores da ECA presentes
nos hidrolisados quando submetidos a hidrélise “in vitro” que
mimetiza o processo de digestao;

- Estudar a liberagdo de peptideos inibidores da ECA a partir do
“minced” dos peixes por enzimas gastrointestinais;

- Separar os peptideos inibidores da ECA obtidos pelo sistema

enzimatico pepsinal/Streptomyces griseus.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Amostras

A corvina (capturada na regiéo do ltajai — SC) e a tilapia (proveniente
de cultivo da regido de Araraquara € Piracicaba — SP), doadas pela
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP),
foram transportadas em caixa isolante, com gelo, para a empresa TAKAKI
Cia. Ltda. (Suzano, SP), na qual foram desossadas, lavadas (uma Unica
vez), e prensadas para remogdo da agua, sem adigdo de crioprotetores, de
acordo com 0 procedimento padrdo adotado na empresa. O “minced” assim
obtido foi congelado e liofilizado para ser utilizado como matéria-prima no
processo de hidrélise enzimatica.

4.1.2 Reagentes

As enzimas pepsina da mucosa de estdmago de porco, 1:60000 (P-
7012), Streptomyces griseus (P-5t47) e a enzima conversora da
angiotensina | de pulmao de coelho (A-6778) foram adquiridas da Sigma
Chemical Company, St. Louis. A papaina (Brauzyn 100), grau alimenticio, foi
cedida pela Prozyn. O substrato Abz foi sintetizado em fase sélida, no
laboratério do INFAR da UNIFESP, Sephadex G-15 e G-25, com faixas de
exclusdo molecular acima de 1500 Dalton e entre 1000 e 5000 Dalton,
respectivamente, foram obtidos da Amersham Pharmacia. Demais reagentes

utilizados foram de grau analitico.
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4.1.3 Equipamentos e materiais especiais

Filtros com membranas de exclusdo por massa molecular (“Centricon
concentrators” — AMICON, Beverly, MA) e Espectrofltuorimetro Hitachi F-
2000 com fenda de excitagcdo ajustada para Aex 320nm e emiss&o Aem
420nm, com banho termostatizado (37 a 38°C) sob agitagdo constante
(agitador para cubeta).

4.2 Métodos

4.2.1 Obtengéo dos peptideos por hidrélise enzimética

Os hidrolisados de peixe foram obtidos conforme procedimentos
descritos por DE MIRA et al., 2001. Um esquema sucinto é apresentado na
FIGURA 9. Optamos, inicialmente, por um sistema sequencial de enzimas
(pepsina 1:60.000 seguida da protease de Streptomyces griseus), TABELA
6. Assim foram obtidos os primeiros hidrolisados, Ht¢(Tilapia) e Hcq
(Corvina).

Um terceiro hidrolisado foi obtido (Hyp) utiizando uma enzima
comercial, a papaina. Esse processo de hidrdlise foi realizado apenas com o
peixe tildpia. A concentragdo da enzima foi escolhida de acordo com as
instrugbes da Prozyn.

Como controte, amostras dos “minced” tanto da titapia, bem como da
corvina foram submetidas as mesmas condicées de hidrolise, porém, sem
adicdo de enzimas, o qual foi denominado de autolisado, Ar e Ac, para 0s

peixes tildpia e corvina, respectivamente.
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"Minced" de pescado liofilizado
{259/ 26ml dgua destilada)

!

Tratamenta térmico
(95¢ C, 30 min)

Hidrélise enzimdtica
{Condigdes 4timas, Shs)

Inativacdo enzimdtica
{Aquecimento 4 95 < ¢, 10 min)

Centrifugacio
(13.292 x g, 40 min)
Sobrenadante Precipitado

(Hidrolisado protéico de "minced” de pescado)

FIGURA 9 - Filuxograma do processo de preparagdo do hidrolisado protéico de
pescado

Antes da adi¢gdo das enzimas, a solugdo contendo o “minced” mais
agua foi aquecida por 30 minutos em agua fervente, para desnaturagio das
proteinas, e resfriadas em banho de gelo. Todos os ensaios foram realizados
nas condicbes otimas de pH e temperatura de cada enzima (o pH foi
corrigido com solugdes de NaOH 1N ou HCI 1N), por um periodo de cinco

horas, conforme apresentado na TABELA 6.
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TABELA 6 - Sistemas enzimaticos utilizados para a obtengdo dos hidrolisados e
seus respectivos graus de hidrélise. '

Ensaio | Sistema Condicdes das reacdes
Enzimatico E:S(p/p) pH T(°C) Tempo(h) S:H,0

Hy Pepsina 1:60.000/| 1:100/ 2,0/ 37 312 1 25580
Streptomyces griseus | 1:100 6,0

Hes Pepsina 1:60.000/| 1:100/ 20/ 37 3/2 2,5:50
Streptomyces griseus | 1:100 6,0

Hr Papaina 1:200 6,5 60 5 5,0:60

Ac Autdlise - - 37 5 -

Ar Autolise - - 37 5 -

A relagdo enzima:susbtrato (E:S) foi determinada em fung&o da concentragdo de proteina
presente na amostra. T (temperatura); A relagdo S: H,O corresponde a relagdo substrato

{minced):agua.

Durante o periodo da hidrélise, as amostras foram mantidas sob
agitagdo constante. Apds cinco horas, os hidrotisados foram aguecidos a
95°C por 10 min para inativagdo enzimatica.

Obtivemos o sobrenadante e o precipitado por centrifugagéo a 13292
x g, por 40 min, separando o residuo insollvel (precipitado) do hidrolisado
(sotavet). O precipitado foi descartado e o sobrenadante, congetado para
posterior analise da atividade inibidora dos peptideos obtidos.

4.2.2 Anélise da composigdo quimica dos “Minced”

A composigdo quimica foi determinada de acordo com métodos
descritos na ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (1995).
A andlise da concentragdo de nitrogénio foi realizada conforme o método de
micro-Kjeldahl e o resultado multiplicado por 6,25 para conversdo em
proteina. A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105°C, até
peso constante. O residuo minerat fixo foi determinado por incineragdo em
mufla a 550°C. Lipideos foram determinados pelo método de Folch (FOLCH,
LEES, SLOANE STANLEY, 1957), indicado para tecidos animais com alto
teor de umidade.
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4.2.3 Fracionamento do hidrolisado utilizando membranas de ultrafiltragcdo

A separacio das fragoes peptidicas por faixa de massa molecular foi
realizada por ultracentrifugacdo em membrana de exclusdo por massa
molecular, utilizando os “Centricon concentrators” mediante instrugbes do
fabricante.

Peptideos maiores que 30, entre 10 e 30 e menores que 10KDa foram
determinados, usando membrana de exclusdo motecutar de 30Kda e 10Kda,
respectivamente. As fragGes correspondentes foram denominadas A (massa
molecular maior que 30kDa), B (massa molecular entre 10 e 30kDa) e C
(massa molecular menor que 10kDa).

4.2.4 Fracionamento do hidrolisado por cromatografia em gel

O fracionamento do hidrolisado foi feito por cromatografia em gel em
colunas empacotadas com Sephadex G-15 ou Sephadex G-25, coletando-se
em torno de 50 fragbes. A eluicdo foi monitorada a 254nm e as fragGes
agrupadas de acordo com o perfil do cromatograma. As fragdes combinadas
foram congeladas e liofilizadas para posterior andlise da atividade inibitéria.

CondigGes cromatogréficas:

Coluna: didametro interno de 1,7cm por 70cm de attura;
Fase Mavel: etanol 20%

Fluxo: 2ml/hora

Temperatura ambiente

Tempo de descarte: 30 minutos

Tempo de coleta/ tubos: 25 minutos / tubo
Sensibilidade do monitor: 0,05

Detecgdo: comprimento de onda 254nm;
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4.2.5 Andlise do teor protéico nas fragbes peptidicas

A concentragdo protéica nas fragbes peptidicas obtidas foi
determinada segundo método descrito por BRADFORD (1976), com algumas
modificagdes. A reagdo baseia-se na formacgdo de uma coloragdo azul pela
reagdo do reagente Coomassie Brilliant Bfue G-250, com aminoécidos
basicos e aromaticos, resultando em uma mudanca de absorbancia, no
maximo, de 465nm (marrom) para 595nm (azul). Para a analise,
acrescentou-se a 0,1mlL da amostra, 0,9mL de agua. Adicionando-se 0,2mL
do reagente, agitando os tubos vigorosamente. A absorbancia é fida & 595nm
em espectofotdbmetro (Beckman DU-70®) contra um branco até 30 minutos,
ap6s a adi¢do de reagente. Utilizou-se uma curva padrdo de albumina nas
concentragbes de 4ug; 6ug; Sug; 12ng e t4ug. Os resultados sdo expressos
como ug de proteina em 100ul de amostra.

4.2.6 Medida da atividade inibitoria da ECA por ensaio “in vitro”

A atividade inibitéria da enzima foi determinada seguindo método
descrito por ARAUJO et af. (2000), com algumas modificagdes. Esse método
se baseia na hidrélise de um peptideo sintético com supresséo intramolecular
de fluorescéncia do tipo Abz-peptidil-K(Dnp)-X-OH peta ECA, o qual contem
um grupo fluorescente Abz (acido orto-amino benzéico), ligado ao grupo N-
terminat do peptideo e ao grupo apagador Dnp (2,4-dinitrofenit) incorporado
ao s-amino grupo de um aminoacido da cadeia peptidica. O peptideo
utilizado no nosso ensaio € do tipo Abz-YRK(Dnp)P-OH.

Apébs a hidrélise, ocorre a liberagdo do produto Abz-YR responsavel
pela fluorescéricia que pode ser detectada continuamente em um fluorimetro.
O aumento dessa fluorescéncia devido a hidrdlise foi continuamente
registrado até 100 segundos.

A inibicdo da ECA foi expressa em funcdo da quantidade de proteina
{mg/ml) ou volume de solugdo (mi/ml) necessaria para inibir 50% da atividade

desta enzima, sendo expresso como ICso. E importante observar que quanto
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menor o valor ICse, maior a atividade inibitéria sobre a ECA. Para o calculo
do 1Cso foi utitizado o programa GRAFIT, versdo 5.0 (LEATHERBARROW,
1992).

Essas analises foram realizadas no Departamento de Biofisica na
Universidade Federal de S&o Paulo, com a colaboragdo da Dra. Adriana
Karaogtanovic Carmona.

4.2.7 Ensaio de digestibilidade “in vitro” do “minced” de tilapia

O “minced” liofilizado foi ressuspenso em agua destilada (5:100, p/v) e
submetido a tratamento térmico em banho—maria fervente por 30 minutos
(Hr3), sendo em seguida, resfriado em banho—de—gelo. A hidrdlise foi
realizada utilizando pepsina, tripsina e quimotripsina, nas condi¢cbes 6timas
de temperatura, pH e tempo de hidrélise para cada enzima, obedecendo as
condigdes fisiotdgicas do organismo, conforme apresentado na TABELA 7,
segundo o método descrito por VERMEIRSSEN ef al, 2003. O pH foi
ajustado com solugdes de NaOH 1 N ou HCI 1N antes da hidrolise.

TABELA 7 — Condi¢es de hidrélise do “minced” de tilapia

E:S (p/p) pH t(h)
Estdomago _ 1:250 2 2
(Pepsina)
Intestino delgado 1:250 6,5 2,5
(Tripsina + quimotripsina)

A relagdo enzima:substrato (E:S) foi determinada em fungdo da concentragéo de proteina
presente na amostra.

Durante a hidrélise, as amostras foram mantidas sob agitagdo lenta
(1 tOrpm/min) em agitador de frascos (Julabo, SW 20, Seelbach, Ger). A
pepsina foi utilizada nas primeiras duas horas de hidrdlise. A tripsina e a
quimotripsina foram acrescentadas apods a agdo da pepsina, alterando—se o
pH e a temperatura para as condi¢Ges ideais da segunda enzima. Apos
quatro horas e meia, a hidrétise foi interrompida por aquecimento em banho—
maria fervente, por 15min, para a inativag¢do das enzimas. Os hidrolisados
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foram centrifugados (13292 x g, por 40min, centrifuga Sorvall, RC-5B,
Newtown, USA) e os sobrenadantes liofitizados e armazenados a —18°C,
até o momento das andlises da atividade inibitdria. Os precipitados foram
secos em estufa ventilada a 60°C, analisados quanto ao teor de nitrogénio,
calculando-se a partir deste dado, a porcentagem de proteina recuperada.

4.2.8 Estabilidade dos peptideos inibidores da ECA presentes nos
hidrofisados quando submetidos a hidrolise ‘i vitro” que mimetiza o processo
de digestéo

Os hidrolisados contendo peptideos inibidores da ECA, obtidos pela
hidrélise com pepsina/Streptomyces griseus, foram submetidos ao mesmo
processo de simulagio da digestdo gastrointestinal, descrito no item anterior,
com o intuito de verificar a estabilidade destes peptideos. Apds quatro horas
‘e meia, a hidrélise foi interrompida por aquecimento em banho-maria
fervente, por 15min, para a inativagdo das enzimas. Os hidrolisados obtidos
foram armazenados a —18°C, até o momento das andlises da atividade

inibitoria.
4.2.9 Grau de hidrélise

O grau de hidrélise (GH) foi definido como sendo o numero de amino
grupos livres formado durante o rompimento das ligagGes peptidicas, em
relacdo ao numero total de aminoAcidos existente na amostra, como
apresentado pela equagao:

GH (%) = [(equivalentes leucina apds hidrdlise enzimatica / equivalentes
leucina na amostra apds hidrétise acida total) x 100} [21, 25].

Durante a hidrélise, aliquotas de 1mL foram retiradas, em intervalos
de tempo de acordo com cada processo de hidrélise, e acrescidas de tmL de
TCA 20%, para precipitagéo das proteinas.

A concentragdo de amino grupos livres (equivalentes de leucina) no
sobrenadante foi determinada pela reagdo com ninidrina, conforme o método
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descrito por HOLT & SOSULSKI [20], com algumas pequenas modificagdes.
Acrescentou—-se a 0,tmL da amostra, 1,0mL de solugdo de ninidrina e os
tubos foram mantidos em banho—maria fervente por exatamente 20 minutos,
sendo resfriados, a seguir, em banho—de—gelo. Adicionaram-se 5,0mL de
etanol a 50%, agitando os tubos vigorosamente e a absorbéncia foi lida a
570nm em espectrofotémetro (Beckman DU-70° Muskegon, USA), contra
um branco, até 30 minutos apés a adicdo de etanol A L-Leucina em
diferentes concentragdes (0,5 a 2,0 = mM) foi utilizada para a construgdo da
curva—padrao. Os resultados foram expressos em mmoles de equivalentes
de teucina por g de proteina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha dos peixes Tilapia tailandesa (Oreochromis niloticus -
linhagem taitandesa) e Corvina (Micropogonias furnieri) para o estudo da
obtencZo de hidrolisadas protéicos com atividade inibitéria da ECA se baseou
no fato destes peixes serem amplamente consumidos no Brasil, apresentarem
baixo teor de gordura em relagéo a outros pescados, uma producgao ininterrupta
no decorrer do ano e representarem peixes de agua salgada (corvina) e de
agua doce (tilapia).

A corvina (Micropogonias fumieriy € uma espécie importante
comercialmente e apreciada pelos consumidores brasileiros, sendo
caracteristica do fitorat brasiteiro, porém também € encontrada na Argentina,
Costa Rica e Nicaragua. Vem ocupando o segundo lugar na producédo de
pescado no Estado de S&o Paulo, ficando apenas atras da sardinha-
verdadeira. No ultimo relatério técnico publicado pelo PROPESQ/INSTITUTO
DE PESCA (2003) sobre a produgédo pesqueira marinha no Estado de Séo
Paulo referente ao ano de 2000, verifica-se que a produgido de corvina
(Micropogonias furnieri) foi ininterrupta durante todo o ano e, no més de julho,
foi observada a maior taxa de captura, correspondente a 610.785 kg de
corvina, como itustrado na FIGURA 10.
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FIGURA 10 - Producéo pesqueira do peixe corvina, controlada por més, no ano de
2000 (instituto de Pesca do Estado de Sao Paulo)
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No ano de 2003, a produgéo pesqueira marinha do Estado de Sédo Paulo
correspondeu a 58.400 mit tonetadas e destas, 9,5% representaram a pesca da
corvina (IBAMA, 2003).

Quanto a tilapia, um peixe de consumo mundial, é produzido por meio da
aquicultura, com destaque para o género Oreochromis. Atualmente, a tilapia
taitandesa, linhagem desenvolvida no Japdo, methorada na Taitandia e
introduzida no Brasil em 1996, é a mais cultivada (MADRID, 2000; FAQ, 1996).

A aquicuttura continental representou, no ano de 2003, 177.125,5 mil
toneladas de pescados, moluscos, crustaceos e anfibios. O cuitivo da tilapia
representou 36,62% dessa produgao (IBAMA, 2003).

Devido a crescente diferenga entre a quantidade de peixe capturado e a
demanda de consumo, a aqtiiculiura passou a ser uma das alternativas mais
viaveis no mundo para a produgdo de peixes a baixo custo. A tilapia do nilo
(Oreochromis nifoticus) € uma das espécies de maior volume de produgdo da
psicultura mundial e brasileira, por responder melhor ao sistema de criacao,
com reprodugdo em cativeiro.

No Brasil, a produgdo da tilapia vem apresentando um consideravel
crescimento também no volume de exportagdo, mostrando-se uma atividade
promissora. No ano de 2004, a exportacdo da tilapia apresentou um aumento
de mais de 100% em relag&o ao ano anterior, com uma diminuigdo de 40,45%
no prego, seguindo a mesma tendéncia mundial (17% de redugdo de prego nos
uttimos 7 anos), comparando-se a grande maioria de pescados cultivados em
larga escala, como salmdo e carpa (SECRETARIA ESPECIAL DE
AQUICULTURA E PESCA, 2004; MINISTERIO DE ESTADO DO
DESENVOLVIMENTO, INDUSTRIA E COMERCIO EXTERIOR, 2004).

5.1 Composi¢dao quimica do “minced” de tilapia e corvina

Os minced obtidos a partir dessas duas espécies de peixes foram a
matéria-prima para a obtencéo de hidrolisados enzimaticos e sua composigdo
quimica é apresentada na TABELA 8.
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TABELA 8 - Composigdo quimica das amostras dos “minced” de peixes

Umidade Proteina (N x 6,25) Lipideos Cinzas
g/ 100g arnostra integrat
Tilapia 80,48 +0,6 16,46 +0,5 2,20 +0,1 0,97 20,0
Corvina 80,25+0,2 17,41 £ 0,1 1,78+0,3 1,04 +0,0

Resultados correspondem a média dos valores obtidos (n=4) + desvio padréo

A composi¢cdo quimica foi similar para as duas espécies de peixes,
contendo teores protéicos de aproximadamente 17%. Os dados obtidos estdo
de acordo com a literatura, onde foi encontrado que o contelido protéico das
carnes de pescado varia de 15 a 24%. A proteina é de alto valor bioldgico, por
conter todos 0s aminoacidos essenciais em proporgdo adequada e por
apresentar uma elevada digestibitidade; garantindo, assim, um excetente
suprimento nutricional ao organismo (BARZANA e GARCIA-GARIBAY, 1994;
SANCHEZ, 1989).

O musculo de pescado pode conter 60 a 85% de umidade, 1 a 2% de
residuo mineral, 0,3 a 1% de carboidratos e 0,6 a 36% de fipideos, sendo que
este Ultimo componente apresenta esta ampla variacdo em vista ao tipo de
musculo corporal e espécie de peixe analisados, sexo, idade, época do ano,
habitat e dieta (OGAWA e MAIA, 1999).

Os teores lipidicos da corvina e da titdpia foram de aproximadamente
2%, caracterizando-os como “magros’. A escolha de peixes magros foi
proposital por apresentarem maior estabilidade oxidativa, ou seja, retardando a
sua deterioracdo durante o manuseio, analise e armazenamento do produto
finat para este estudo. Somando-se a isto, acarreta o aumento da vida atit do
hidrolisado obtido.

5.2 Caracterizacdo dos hidrolisados obtidos a partir dos “minced” de
tifapia e corvina

Os hidrolisados de tilapia (Hr1) e corvina (Hc1) foram obtidos pela agdo da
pepsina seguida pela protease de Streptomyces griseus, empregando as
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condigbes 6timas de pH e temperatura de cada enzima por um periodo de 5
horas.

Essas enzimas possuem diferentes especificidades, nas quais a pepsina
age preferencialmente sobre ligagdes peptidicas adjacentes aos grupos amino
e carboxilicos terminais de aminoacidos aromaticos e aos grupos carboxilicos
dos aminoécidos feucina, &cido aspartico e glutamina. A protease bacteriana de
Streptomyces griseus cliva aleatoriamente os residuos de aminoacidos;
conferindo, dessa forma, um maior grau de hidrélise ao substrato.

Neste trabalho, o sistema enzimatico pepsina / Streptomyces griseus
proporcionou um afto grau de hidrolise, em torno de 34%, para ambos os
hidrolisados (TABELA 9). Em estudo anterior (NEVES, DE MIRA e LANFER-
MARQUEZ, 2004), foram obtidos varios hidrolisados protéicos de peixe pelo
emprego de diferentes sistemas enzimaticos. Apos estudo da extensao do grau
de hidrdlise e distribuigdo do peso motecutar dos hidrotisados, observou-se que
o sistema enzimatico (pepsina / Streptomyces griseus) propiciou um maior grau
de hidrélise, semelhante ao obtido no trabatho acima mencionado, em relagao
aos demais sistemas empregados. Com relagdo a distribuicdo do peso
molecuiar, foi verificado que 86% dos peptideos obtidos por este processo de
hidrélise correspondiam a pesos moleculares menores que 10kDa, e destes,

51% a pesos moleculares inferiores a 3kDa.

TABELA 9 — Recuperagdo protéica e Grau de hidrélise nos hidrolisados Hry e Heq

Hidrolisado GH (%) % proteina solivel
(N x 6,25)
Hr1 — pepsina / Streptomyces griseus 34,2 80,89 £ 2,43
Hc1 — pepsina / Streptomyces griseus 33,7 76,21 £ 0,80

*Proteina soltivet no hidrofisado; Resuttados correspondem & média dos vatores obtidos (n=4) +
desvio padréo '

De acordo com a literatura, o peso molecular dos peptideos é um dos
fatores mais importantes para a obtengdo de hidrotisados protéicos com
atividade biolégica (JEON, BYUN e KIM, 1999; DEESLIE e CHERYAN, 1991).
Peptideos com baixo peso molecular estdo diretamente relacionados com a
atividade inibitéria da ECA; sendo, portanto, de grande interesse quando se
deseja controtar a presséo arterial. ASTAWAN ef al.(1995), MATSUFUJ et al.
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(1994) e MASTSUMURA et al. (1993), estudando a atividade inibitéria in vitro
de peptideos presentes em hidrotisados enzimaticos de peixe, observaram que
estes possuiam de trés a cinco aminoacidos na cadeia peptidica.

JEON et al. (1999) separaram o hidrolisado enzimatico obtido a partir do
musculo do bacalhau em fragcbes com diferentes pesos moleculares (30, 10, 5
e 3kDa). Os autores observaram que a fragdo com menor peso motecutar
(3kDa) apresentou a maior atividade inibitéria (ICsq = 0,08mg proteina/ml) em
relacdo as demais, indicando que os peptideos inibidores da ECA possuem
baixo peso molecular.

Porém, peptideos com alto peso motecutar que apresentavam uma baixa
atividade inibitéria em ensaios “in vitro”’, quando administrados oralmente a
animais SHR, “in vivo’, apresentavam uma atividade mais elevada, diminuindo
significativamente a pressdo arterial destes animais. Isso aconteceu,
provavetmente, devido a digestdo pela pepsina e enzimas intestinais a que
esses peptideos foram expostos. Por conseguinte, os peptideos com reduzidos
pesos moleculares foram posteriormente absorvidos pelo intestino, alcangaram
a corrente sanguinea e por fim, desempenharam a atividade inibitéria.

Nos dois hidrotisados, My @ Hcy, 0 alto grau de hidrélise obtido resuttou
em uma elevada solubilidade das proteinas hidrolisadas, em que a
recuperagdo da proteina soltvel foi da ordem de 81 e 76%, para ambos 0s
hidrolisados, respectivamente, como pode ser observado na TABELA 9.

Segundo LIASET (2000), LAHL e BRAUN (1994) e MAHMOUD (1994), o
grau de hidrélise esta positivamente relacionado 4 solubilidade da proteina. A
alta porcentagem de proteina soltvel recuperada no processo de hidrdlise
permite a sua utilizagdo como fonte de proteina na alimentagéo.

5.3 Otimizacao da medida da atividade inibitéria da enzima conversora da
angiotensina I (ECA} por ensaio “in vitro” descrita por ARAUJO et al.
(2000)

O ensaio da atividade inibitoria da ECA foi baseado no método
originaimente descrito por ARAUJO et al. (2000) para o monitoramento da

atividade da ECA em soro, plasma e tecidos.
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Este método é fundamentado na hidrélise do peptideo sintético com
supressdo intramotecutar de fluorescéncia, Abz-YRK (Dnp)-P-OH peta ECA,
medindo-se a velocidade de liberagdo do grupo fluorescente. Essa velocidade
é expressa em unidades arbitrarias de fluorescéncia / minuto (UAF/min) e
aumenta de acordo com o tempo de hidrdlise.

A metodologia, originatmente descrita para a medigdo da atividade da
enzima, foi adaptada para a medida da inibicAo da ECA pelos hidrolisados
protéicos dos peixes e de todas as fragdes obtidas no decorrer deste trabalho.

Apés varios testes preliminares, foram otimizadas as condigdes para
realizagdo dos ensaios. Em uma cubeta, foram adicionados 300ut de tampéo
Tris-HCI 0,1M (pH 7,0 contendo ZnCl> 10u4M e NaCl 0,05M), 4ulL (10uM) do
substrato Abz-YRK-(Dnp)-P-OH diluido em dimetil sulfoxido (DMSO) e 2ul da
ECA (0,1 unidade de enzima / mL de solugao).

Os ensaios foram realizados em fluorimetro com banho termostatizado
(37 a 38°C) sob agitagédo constante. O equipamento utilizado para essa analise
foi periodicamente calibrado, calculando-se o valor (constante) que
correspondia a fluorescéncia emitida por 1nM de Abz totalmente hidrolisado,
dentro das condigbes Gtimas do ensaio, ou seja, a 100% de liberacdo de Abz.

Com relagdo ao substrato, procurou-se ufilizar uma quantidade do
mesmo cuja concentragado fosse duas vezes maior que o Km, para garantir a
linearidade da reagédo por um periodo de 800 segundos. A concentragio da
enzima foi ajustada para que houvesse uma fiberacédo de 400 a 500 unidades
arbitrarias de fluarescéncia (UAF) / minuto, em um periodo de 100 segundos.
Esse valor correspondia a 100% de atividade da ECA no ensaio; sendo, dessa
forma, considerado o valor controle no ensaio, nas condi¢des otimas
estabetecidas para o ensaio.

Decorridos os 100 segundos, a reagao foi inibida pela adigdo de 1ul do
inibidor (hidrolisado ou suas fragdes) e a velocidade foi medida novamente por
mais 100 segundos; verificando-se, deste modo, uma diminuigcdo desta
velocidade, proporcionat a atividade do inibidor.

Para determinar a concentragcdo, do hidrolisado ou suas fragdes,
necessaria para inibir 50% da atividade da ECA, estabeleceu-se que a
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velocidade da reagdo deveria chegar a metade da velocidade medida no
ensaio controte (aproximadamente 200 a 250 UAF/min).

Se a adigdo de 1ul do inibidor ndo resultava em inibi¢io inferior a 50%,
adicionavam-se volumes superiores, estipulando-se no maximo 12ulL, até
atingir uma inibigdo de 50%. Condicionou-se um tempo de ensaio total de até
800 segundos, no qual o aumento da fluorescéncia, devido & hidrélise do
substrato, permanecia na faixa linear.

A inibicdo da ECA foi expressa em fungdo da quantidade de proteina
(mg/ml) ou volume de solugéo (uL/ml) necessaria para inibir 50% da atividade
desta enzima, sendo expressa como {Cso. Vale salientar que quanto menor o
valor ICs¢, maior a atividade inibitéria sobre a ECA. Por exemplo, se para uma
amostra X o valor ICsg é igual a 0,2 e para uma outra amostra Y, 0 ICs¢ € 0,4; a
amostra X apresentara uma atividade inibitoria maior, pois comparando-se com
a amostra Y sera necessaria uma quantidade menor de amostra X para inibir a
ECA. Para o célculo do ICss foi utilizado o programa GRAFIT, versdo 5.0
(LEATHERBARROW, 1992).

5.4 Atividade inibitoria dos hidrolisados de “minced” de tilapia e corvina

obtidos pelo uso da pepsina seguida da protease de Streptomyces
griseus

Na TABELA 10, sao apresentados os valores da atividade inibitéria dos
hidrotisados Hry € Heq sobre a ECA, expressos como tCs. O calcuto deste vator
foi baseado na concentragdo de proteina solGvel nas hidrolisados.

TABELA 10 — Atividade inibitéria dos hidrolisados de tilapia (Hrq) e corvina (Hcy)
obtidos pela acéo da pepsina seguida da protease de Streptomyces grseus

Hidrolisado GH (%) ICs (mg proteina/ml*
Hr — pepsina / Streptomyces griseus 34,2 0,040 + 0,004 °
He1 — pepsina / Streptomyces griseus 33,7 0,036 + 0,007 2

*Proteina soltvel no hidrolisado, Resultados correspondem & média dos valores obtidos (n=4)
desvio padréo
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Os hidrolisados Htq e Hcgq apresentaram atividade inibitéria com valores
iguais a 0,040 e 0,036myg proteina/mt, respectivamente, sendo semethantes
estatisticamente.

Diversos hidrolisados de peixes, como o atum, o bacalhau, a sardinha e
o bonito, tém sido estudados a fim de verificar a possivel liberacgdo de
peptideos inibidores da ECA (JEON, BYUN e KIM, 1999; ASTAWAN et al.,
1995; MATSU! et af., 1993; YOKOHAMA et al., 1992).

As atividades inibitérias obtidas, no presente trabalho, foram do mesmo
grau de grandeza &s encontradas por YOKOHAMA ef al (1992) em
hidrolisados obtidos pela agdo da pepsina (ICso = 0,047mg proteina/ml) e
termolisina (ICso = 0,029mg proteina/ml) sobre o musculo do peixe bonito.
Quando esses mesmos autores utilizaram outras enzimas, isto é, tripsina e
quimotripsina, nas mesmas condi¢cdes de hidrétise, foram obtidos vatores de
ICs¢ mais altos, 0,16 e 0,12mg proteina/ml, respectivamente, indicando
atividades inibitérias mais baixas. As enzimas pepsina e a termolisina, entéo,
foram as principais responsaveis pela liberagdo dos peptideos com alta

MATSUFUJI et al (1994) ao estudar a obtengcdo de hidrolisados
enzimaticos de sardinha, utilizando para o processo de hidrélise a protease de
Bacillus licheniformis, obtiveram resultados de [Cso igual a 0,083mg
proteina/mt. Essa atividade foi menor quando comparada aos resultados
encontrados no trabalho em questéo (vide TABELA 10).

Outros autores também tém relatado atividades inibitdrias mais baixas.
O hidrolisado enzimatico obtido pela agdo da pepsina sobre o musculo de atum
{Neothunus macropterus) apresentou vator tCso igual a 0,63mg proteina/mi,
valor este de aproximadamente 15 vezes superior ao obtido neste trabalho
(ASTAWAN et al., 1995). Esse mesmo peixe submetido a agdo da protease de
Bacillus licheniformis liberou peptideos que resultaram em valor ICso igual a
0,26mg proteinafmt (MATSUL et af., 1993).

Jeon ef al. (1999) ao estudar o efeito de uma protease extraida do
intestino do peixe seguido da agdo da pepsina ou de outras enzimas, tais
como, ftripsina, quimotripsina, Streptomyces griseus ou papaina no
aparecimento de peptideos antihipertensivos, a partir da hidrétise do muascuio
do bacalhau, obtiveram melhores resultados empregando o ultimo sistema
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(protease intestinal/papaina), onde o valor ICsy correspondeu a 0,050mg
proteinafmt, vator este condizente aos encontrados no nosso trabatho, quando
utilizamos o sistema pepsinal/Streptomyces griseus. O hidrolisado obtido no
qual foi utilizada a pepsina, a atividade inibitria apresentou-se menor (valor
ICs0 mais alto) em relagéo as demais enzimas estudadas.

Como os sistemas enzimaticos e as demais condigdes de hidrotise,
como a relagdo enzima:substrato, substrato:agua ou tampao (pH), ndo sdo os
mesmos, resultados divergentes para o valor de ICsy s&0 encontrados na
literatura. Somando-se a isto, a especificidade da enzima, bem como o grau de
hidrélise precisam ser avaliados. Quando se cliva uma determinada proteina,
com uma mesma enzima, porém, com tempo de hidrdlise diferente, serdo
obtidos peptideos com caracteristicas peculiares e possivelmente,
apresentarao atividades inibitérias distintas.

A preparacgdo do peixe para a hidrélise, assim como sua composicéo
centesimal, também podem interferir na atividade inibitéria. A metodologia
utilizada para determinar este valor também difere dos trabalhos e acredita-se
que isto também seja um importante fator a ser levado em consideragdo
quando se compara a atividade inibitéria dos hidrotisados.

5.5 Tempo de hidrélise versus atividade inibitéria do hidrolisado de
tilapia (pepsina/Streptomyces griseus)

Foi avaliada a atividade inibitéria dos peptideos liberados durante o
processo de hidrélise do “minced” de titApia com a enzima pepsina seguida
pela protease de Streptomyces griseus, e os resultados estdo ilustrados na
FIGURA 11. O valor ICso foi determinado em fungcdo da quantidade de
hidrolisado (uL) necessaria para inibir em 50% a atividade da enzima em 1mL
de solugéo.
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FIGURA 11 - Efeito do grau de hidrdiise sobre a atividade inibidora da ECA
(Resultados correspondem a média dos valores obtidos em duplicata)

De acordo com os resultados, pode-se notar que o valor ICsq diminuiu a
medida que o grau de hidrolise aumentou. Em suma, isto significa que quanto
maior o grau de hidrolise, maior a liberagdo de peptideos com atividade
inibitéria.

O tempo total de hidrélise correspondeu a cinco horas. No periodo inicial
das trés horas de hidrdlise, o hidrolisado esteve sob a agdo da pepsina e
durante esse tempo, o valor ICso diminuiu de 7,5 para 3,5uL hidrolisado/mL de
solugdo. Nas horas subseqientes de hidrélise, foi adicionada ao hidrolisado a
protease de Streptomyces griseus.

Ao final do tempo totat (cinco horas), houve uma reducéo do 1Cso (TulL
hidrolisado/mL de solugdo); demonstrando, portanto, uma maior atividade
inibitéria. Este resultado era esperado, ja que com o maior grau de hidrdlise,
peptideos com massas moleculares menores s&o liberados, sendo estes
responsaveis pelo aumento da atividade inibitéria. Esses dados estdo de
acordo com a literatura, em concordancia que quanto maior o grau de hidrolise,
maior a liberacéo de peptideos com atividade inibidora da ECA (MATSUI et al.
1993).

Como ja foi descrito nesse trabatho, as enzimas utilizadas no processo
de hidrolise possuem diferentes agdes enzimaticas e de acordo com os
resultados a protease bacteriana de Streptomyces griséus, por clivar

aleatoriamente os residuos de aminoacidos, conferiu um maior grau de
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hidrolise ao substrato, sendo responsavel pela elevada atividade inibitéria
encontrada.

MATSUI et al. (1993) estudando o efeito do tempo de hidrélise versus
obtencdo de peptideos com atividade inibitdria verificaram que quanto maior o
tempo de hidrélise, maior a atividade inibitéria, todavia, essa relagdo variou de
acordo com a concentragéo de enzima utilizada na preparacgéo do hidrotisado.

A relacdo atividade inibitdéria versus tempo de hidrdlise & muito
interessante. ASTAWAN et al. (1995) estudaram a atividade inibitdéria de um
hidrolisado por um periodo de 24 horas e observaram que em trés horas de
hidrétise, a atividade foi maior que nas horas seguintes e que ao finat das 24
horas, essa atividade diminuiu significativamente. Os autores concluiram que
guanto maior o tempo de hidrolise, mais aita seria a liberagdo de peptideos
curtos e aminoacidos livres, 0s quais seriam responsaveis pela reduzida ou
nenhuma atividade inibitoria.

Acredita-se, contudo, que apds trés horas de hidrélise, os peptideos
liberados pela acdo das enzimas poderiam se ligar entre si, formando
peptideos maiores e estes, sim, seriam 0s responsaveis pela menor atividade
inibitéria apresentada nas horas subseqiientes.

5.6 Estabilidade dos peptideos inibidores da ECA presentes nos
hidrolisados quando submetidos a hidrélise “in vitro” que mimetiza o
processo de digestio

Para desempenhar os seus efeitos anti-hipertensivos, os peptideos
inibidores da ECA precisam ser resistentes & hidrélise petas enzimas do trato
gastrointestinal, ser ahsorvidos e atingir a ECA que estd localizada em
diferentes tecidos (MEISEL, 1998).

Sera que os peptideos liberados pelo processo de hidrélise continuariam
exercendo sua fungdo apds a digestdo petas enzimas gastrointestinais?

Para responder a essa questdo, os hidrolisados Hyy e Hgy foram
submetidos a um ensaio “in vitro” que simula o processo de digestédo “in vivo”
(VERMEIRSSEN et al. 2003) para estudar a estabilidade dos seus peptideos
as enzimas gastrointestinais.
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Apods a digestdo com pepsina, os hidrolisados foram submetidos a
hidrélise com tripsina e quimotripsina. Ao analisar a TABELA 11, observa-se
que os peptideos antihipertensivas obtidos pela hidrélise do “minced” de
corvina e tilapia com pepsina/Streptomyces griseus apresentaram estabilidade
ao processo digestivo com as enzimas gastrointestinais (pepsina, tripsina e
quimotripsinay.

Esses resultados indicam que os hidrolisados contendo peptideos com
atividade antihipertensiva, apdés a digestdo gastrointestinal, continuam
desempenhando essa fung¢éao fisioldgica e corroboram com dados da literatura
gue afirmam que a atividade dos peptideos € conservada apds a hidrdlise por
enzimas gastrointestinais.

TABELA 11 — Estabilidade dos hidrolisados originais Hy € Hcy submetidos as enzimas
gastrointestinais, onde HP e Hc,P correspondem aos hidrolisados submetido a agéo
da pepsina por 2h e H1PTQ e H¢PTQ, aos hidrolisados HyP e Hg P submetidos a
acéo das enzimas tripsina e quimotripsina, por 2,5h '

Hidrolisados ICso (mg proteina/mil)

Titdpia

Hrq 0,040 + 0,004

HrP 0,050 + 0,004°

HrPTQ 0,040 +0,010%"
Corvina

Hes 0,036 + 0,007

He1P 0,041+ 0,011

HePTQ 0,040 + 0,006°

Resultados correspondem & média dos valores obtidos (n=4) t desvio padréo

MATSUFUJI et al. (1994) verificaram que o hidrolisado obtido a partir do
muscuto de sardinha, sob agdo da pepsina (ICso = 0,083mg proteina/mt),
denotou pouca mudanga da atividade inibitéria, apos ser submetido a digestéo
com enzimas gastrointestinais (ICso = 0,073mg proteina/mil). Esse hidrolisado
continha apenas peptideos contendo dois a quatro residuos de aminoacidos e
o autor reporta que peptideos com reduzida massa motecutar apresentam
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baixa susceptibilidade as enzimas gastrointestinais e sao facilmente absorvidos
no intestino.

Q hidrolisado obtido pela agdo da termolisina sob 0 muasculo do peixe
bonito (ICso = 0,029mg proteina/ml) foi submetido & ag¢do das enzimas
gastrointestinais e nao foi observada mudancga quanto a atividade inibitéria do
hidrotisado (lCso = 0,026mg proteina/mi) (YOKOHAMA, CHIBA E YOSHIKAWA,
1992).

Com base nos dados resultantes neste trabalho, os hidrolisados de
“minced” de corvina e tilapia obtidos pela agcdo da pepsinal/Streptomyces
griseus, possivelmente, poderiam passar peto trato digestério e continuar a
exercer sua atividade bioldgica. Pensando dessa maneira, esses hidrolisados
poderiam ser posteriormente administrados, por via enteral, para pacientes que
apresentam problemas de hipertensdo arterial, como parte do tratamento néo
medicamentoso da doenga.

5.7 Atividade inibidora dos dominios C e N da ECA pelos hidrolisados de
corvina e tilapia

A ECA possui dois dominios ativos, o dominio C e o dominio N,
referindo-se as porgdes N e C-terminat da motécula, os quais ela utitiza para se
ligar aos substratos ou inibidores. JASPARD, WE| e ALHENC-GEBAS, 1993;
WEI et al, 1992 e WEI et al, 1991 ao estudarem a acdo desses dominios
separadamente notaram importantes diferencas fisioldgicas entre os seus
subsitios, indicando que esses dois dominios diferem na capacidade de se tigar
aos inibidores competitivos da ECA. A auséncia ou presenca do ion cloro
interfere na ativagdo desses dominios e parece que a seqiiéncia de
aminoacidos também é especifica para cada dominio.

Esses dados sdo importantes, principatmente, quando se estudam
substancias capazes de inibir a ECA, pais conhecendo as propriedades e
especificidades de cada dominio separadamente, torna-se mais facil a
obtencéo de inibidores especificos com constantes cataliticas altas.

De acordo com os resultados adquiridos, os hidrotisados da corvina e
tilapia possuem peptideos com atividade inibitdria, entretanto, sera que eles
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sdo especificos para apenas um dominio, ou podem se ligar aos dois
dominios?

Para esclarecer essa questdo, foi avaliada a atividade inibitéria dos
hidrolisados, empregando a metodologia descrita anteriormente neste trabalho,
porém, além da ECA com os dois dominios ativos, a qual sempre foi utilizada
nos ensaios, foram usadas as enzimas com apenas um dos dominios livres,
como a ECA C (dominio C ativo) e a ECA N (dominio N ativo). Os resultados
obtidos sdo apresentados na FIGURA 12.
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FIGURA 12 — Atividade inibitéria dos hidrolisados de tilapia e corvina em relacéo a
ECA (dois dominios ativos), ECA N (dominio C ativo) e ECA C (dominio C ativo)

Como pode ser observado na FIGURA 12, os peptideos se ligam tanto
ao dominio C, como ao dominio N, todavia, os methores resultados de inibigéo
ocorreram quando os peptideos se ligaram a ambos os dominios (ICso =
0,040mg proteina/ml e 0,036mg proteina/ml, para a tildpia e corvina
respectivamente), ndo apresentando especificidade por um Gnico dominio.
Sendo por isto desnecessario um estudo mais abrangente com respeito aos

dominios.

Os ensaios com as enzimas que apresentavam apenas um dos
dominios livres (ECA N e a ECA C) foram realizados nas mesmas condigdes
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que a ECA com os dois dominios livres. Entretanto, 0 pH da solugdo e a
concentragao do fon cloreto podem interferir nos ensaios. O dominio C-terminat
é rapidamente ativado pela presenga do ion cloreto ao contrario do dominio N-
terminal, o qual é ativo na auséncia deste ion. (BERSANETTI et al., 2004;
JASPARD, WEI e ALHENC-GEBAS, 1993).

5.8 — Estudo da liberagdo de peptideos inibidores da ECA a partir dos
peixes por enzimas gastrointestinais

Como ja descrito no decorrer dos resultados, os peixes tilapia e corvina
sé&o boas fontes protéicas para a fiberacéo, por hidrélise enziméatica (pepsina +
Streptomyces griseus), de peptideos inibidores da ECA.

Devido ao alto consumo mundial de pescado (cerca de 75% da
produgéo, previsdo da FAO para o ano de 2010), nas suas diversas formas de
preparo (assado, cozido e frito, além de também ser consumido cru -
principalmente na culinaria japonesa), decidiu-se avaliar a digestdo do “minced”
de tilapia para estudar a possivel liberacdo de peptideos inibidores da ECA
pela agdo de enzimas digestivas, utilizando-se ensaio de digestibilidade “in
vitro”, o quat simuta o processo de digestdo “in vivo” pelas enzimas pepsina,
tripsina e quimotripsina, segundo o método descrito por VERMEIRSSEN et al.
(2003).

Os peptideos obtidos pela acdo da pepsina e também da pepsina
seguida de tripsina + quimotripsina liberaram peptideos com atividade inibitéria,
referidos na TABELA 12. Conquanto, & importante ressaltar que, os peptideos
liberados apds a agdo das trés enzimas (pepsina / tripsina + quimotripsina)
exerceram uma maior atividade inibitéria, de aproximadamente 17%,
provavetmente devido ao maior grau de hidrétise.

A TABELA 13 ilustra a atividade inibitéria dos peptideos liberados pela
acdo dos sistemas enzimético pepsina / Streptomyces griseus (Ht1) e pelas
enzimas gastrointestinais pepsina / tripsina + quimotripsina. Vale salientar que,
antes da adi¢do das enzimas, o “minced” foi submetido a uma prévia
desnaturacdo das proteinas por aquecimento em banho-maria par 30 minutos,
para facilitar a acao das proteases.
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TABELA 12 - Grau de hidrélise do “minced” de tilapia submetido ao ensaio de
digestibilidade com as enzimas pepsina (2h) e tripsina + quimotripsina (2,5h) versus
atividade inibitéria

Hidrolisados Grau de hidrélise ICs (1L hidrolisado/mL)
(%)

“minced de tilapia”
Pepsina 10,20 + 1,37 0,60 + 0,01
Pepsina/Tripsina+Quimotripsina 16,71 £ 2,43 0,40 + 0,00

Resultados correspondem a média dos valores obtidos (n=3) + desvio padrdo

Comparando os resultados apresentados na TABELA 13, inicialmente,
observa-se que os peptideos tiberados tanto peta agdo da pepsina f
Streptomyces griseus, quanto pela pepsina [/ ftripsina + quimotripsina
demonstraram uma elevada atividade inibitéria. Quando comparadas as a¢des
das enzimas entre si, podemos notar que os peptideos liberados pelas enzimas
pepsina / tripsina + quimotripsina foram mais ativos (ICsp = 0,025 mg
proteina/ml) que aqueles obtidos pelo uso das enzimas pepsina / Streptomyces
griseus.

TABELA 13 — Comparagdo da atividade inibitéria do “minced” hidrolisado com
enzimas gastrointestinais e do hidrolisado produzido pela agdo das enzimas pepsina /
Streptomyces griseus

GH (%) ICs (mg proteina/ml solugao)
Hr — pepsina / Streptomyces griseus 34,2 0,040 + 0,004%
Pepsina / tripsina + quimotripsina 16,7 0,025 + 0,0001°

Resultados correspondem a média dos valores obtidos {(n=4) + desvio padréo

No decorrer deste trabalho observa-se que quanto maior o grau de
hidrélise, maior a fiberagdo de peptideos anti-hipertensivos, dados estes que
corroboram com dados da literatura ja citada. Entretanto, apesar do menor grau
de hidrélise apresentado pelo “minced” hidrolisado pelas enzimas

gastrointestinais, os peptideos presentes, liberados pela agdo dessas,



71

apresentaram uma atividade inibitéria mais potente que os peptideos liberados
pelo sistema pepsinal Streptomyces griseus.

Embora o grau de hidrélise seja importante para predizer a atividade
inibitéria, como demonstrado anteriormente (FIGURA 11), estes resultados
indicam que a especificidade das enzimas podem influenciar decisivamente na
atividade final.

A pepsina age preferencialmente sobre ligagbes peptidicas adjacentes
aos grupos amino e carboxilicos terminais de aminoacidos aromaticos e aocs
grupos carboxilicos dos aminoécidos leucina, acido aspartico e glutamina. Ja, a
quimotripsina cliva as ligagdes peptidicas préoximas aos grupos carboxilicos dos
aminoacidos fenilalanina, tirosina e ftriptofano. A tripsina, por sua vez, atua
principalmente, nas ligagdes peptidicas adjacentes aos grupos carboxilicos dos
aminoacidos lisina e arginina.

Visto que a ECA parece preferir substratos ou inibidores competitivos
contendo residuos de aminoédcidos hidrofébicos (aromaticos ou de cadeia
ramificada), propfe-se que enzimas as quais clivam as ligagées peptidicas
adjacentes aos grupos carboxilicos desses aminoacidos poderdo liberar
peptideos que apresentarao alta afinidade pela ECA.

Os peptideos liberados pela a¢cdo desses dois sistemas enzimaticos
devem ser estudados e caracterizados principalmente com relagdo ao peso
molecular e seqiiéncia de aminoacidos, além disso, comparados entre eles
para poder explicar detalhadamente a ag¢éo inibitéria destes sob a ECA.

Em suma, esses resultados indicam que os peixes deste estudo ao
serem consumidos, pela agdo das enzimas gastrointestinais, poderao liberar
peptideos inibidores da ECA.

Ensaios com a tripsina e quimotripsina

Ao submeter o “minced” ao ensaio de digestibilidade com as enzimas
digestivas, tornou-se interessante determinar se alguma enzima, em particular,
estaria sendo a responsavel pela atividade inibidora da ECA. Um outro ensaio
foi realizado para verificar se havia diferengas na liberacdo de peptideos

bioativos quando se utilizava a tripsina ou a quimotripsina.
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A FIGURA 13 apresénta os resultados obtidos com relagdo ao grau de
hidrélise durante um periodo de 5 horas de hidrélise. Observa-se que as duas
enzimas se comportaram de maneira semelhante; como era esperado; com o

aumento do tempo de hidrélise, aumentou o grau de hidrélise.
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FIGURA 13 — Grau de hidrdlise (%) dos hidrolisados obtido a partir do “minced” de
tildpia, com as enzimas tripsina e quimotripsina, por um periodo de cinco horas de

hidrélise.

O Efeito do tempo de hidrdlise (entende-se também, como grau de
hidrélise) sobre a atividade inibitéria da ECA é apresentado na FIGURA 14. De
acordo com esses resultados, a quimotripsina € a principal responsavel pela
liberagdo dos peptideos com maior atividade biolégica. Ao final das cinco horas
de hidrélise, os peptideos liberados pela agcéo desta enzima, apresentaram
uma atividade inibitéria mais elevada (ICsp = 0,10ulL/mL solu¢do) do que os
liberados pela agdo da tripsina (ICsp = 0,37uL/mL solugéo).

Novamente, verificamos que apesar dos hidrolisados obtidos pela agao
da ftripsina terem apresentado um maior grau de hidrolise, parece que a
especificidade da enzima foi um fator determinante. Isso pode ser explicado, j&
que a quimotripsina cliva as ligagbes peptidicas proximas aos grupos
carboxilicos dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano; os peptideos
contendo estes aminoacidos no grupo carboxilico sdo preferidos pela ECA,

como mencionado anteriormente.
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FIGURA 14- Efeito do tempo de hidrélise das proteinas do “minced” de tilapia, com as

enzimas tripsina e quimotripsina, sobre a atividade inibitéria da ECA

Torna-se necessario, portanto, caracterizar os peptideos obtidos, quanto
ao tamanho molecular e seqliéncia de aminoacidos, para esclarecer de fato, o
porqué da maior atividade dos peptideos quando liberados pela agdo da

quimotripsina.

5.9 Fracionamento dos hidrolisados dos “minced” de tilapia e corvina
obtidos pelo uso do sistema enzimatico pepsina / Streptomyces
griseus por cromatografia em gel

Cromatografia em gel em colunas empacotada com Sephadex G-15 ou
G-25 tem sido bastante utilizada na literatura para fracionar os hidrolisados
com o objetivo de isolar as fragées contendo atividade inibitéria mais alta que o
hidrolisado original.

Os hidrolisados dos “minced” de tilapia (Hr1) e corvina (Hc1), obtidos pelo
uso do sistema enzimatico pepsina / Streptomyces griseus, foram fracionados
com o intuito de detectar as fracbes contendo atividades inibitérias mais altas.
Para tanto, os hidrolisados foram submetidos a uma separacao das fragdes por
cromatografia em resina Sephadex G-15 e/u G-25. A eluigdo foi monitorada a
254 nm.

O Hr4 foi eluido inicialmente em uma coluna empacotada com Sephadex
G-25 e ao todo foram coletadas 55 fragdes, como pode ser visto na FIGURA

15. As fragbOes correspondentes aos sete picos foram agrupadas, liofilizadas,
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ressuspensas em agua deionizada e denominadas fragdes HT | a VII. Todas as

fracOes foram analisadas quanto a atividade inibidora da ECA.

Absorbancia

Fracbes
FIGURA 15 - Perfil cromatografico do hidrolisado de peixe tilapia (pepsina / protease
de Streptomyces griseus) Hry, em coluna empacotada com Sephadex G-25

O valor ICs foi expresso em fungdo da quantidade de volume (uL) de
cada fragao necessaria para inibir 50% da atividade da enzima.

As fragbes HT II, HT lll, HT IV e HTVII apresentaram valores I1Csq igual a
0,004, 0,006, 0,004 e 0,004ul de fragdo / mL de solugdo, respectivamente,
sendo consideradas as fragcdes com atividade inibitéria mais elevada, como
pode ser observado na FIGURA 16.

Pelo fato da separagdo com Sephadex G-25 nao ter sido satisfatéria, o
mesmo hidrolisado foi submetido a uma separagdo em gel Sephadex G-15,
FIGURA 17. Houve uma separagdo melhor das fracbes peptidicas,

aumentando-se o numero de fragdes coletadas para 12, denominadas de
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HT/G15 | a XIll. As fragdes |, VI, VIll, X e XlI apresentaram menor atividade
inibitéria quando comparadas as demais fragbes (FIGURA 18).
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FIGURA 16 — Atividade inibitéria das fracbes peptidicas do Hyy, expressa como |Csg,

obtidas ap6s cromatografia em gel Sephadex G-25
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FIGURA 17 - Perfil cromatografico do hidrolisado de peixe tilapia (pepsina / protease
de Streptomyces griseus) Hr, em coluna empacotada com Sephadex G-15
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FIGURA 18 - Atividade inibitéria das fracées peptidicas do Hrq, expressa como ICsp,
obtidas apds cromatografia em gel Sephadex G-15

Com base nesses resultados, conclui-se que o fracionamento utilizando
Sephadex G-15 podera ser utilizado em futuras separagbes das fragdes
peptidicas dos hidrolisados, por fornecer fragées peptidicas relativamente bem
separadas, principalmente quando se deseja caracterizar os peptideos com a
maior atividade inibitéria. Analisando os resultados, também, foi observado que
todas as fragbes apresentaram atividade inibitéria, ndo sendo encontrada
fracbes sem atividade. A diferenga encontrada entre estas fragdes peptidicas
esta relacionada somente a maior ou menor capacidade de inibir a ECA.

Procedimento semelhante foi realizado com o hidrolisado do peixe
corvina, onde o0 Hcy também foi submetido a separagdo das fragbes por
cromatografia em resina Sephadex G-25, sendo a eluicdo monitorada a 254 nm
e no total foram coletadas 45 fragdes, como pode ser visto na FIGURA 19. As
fracdes correspondentes aos 6 picos, denominadas de HC | a VI, foram
agrupadas, liofilizadas, ressuspensas em agua deionizada e analisadas quanto
a atividade inibidora da ECA.

A fragdo HC Il (12 a 20) apresentou um valor ICso igual a 0,003uL/mL
solugéo, sendo considerada a fragdo com a maior atividade inibitéria, como
demonstrado na FIGURA 20.

O Hc, foi submetido a separagdo das fragdes por Sephadex G-15, onde
também foi observada uma melhor separagdo das fragdes (dados ndo
apresentados). Além disso, da mesma forma que os hidrolisados obtidos as
partir da tilapia, apos o fracionamento em gel Sephadex G-15, todas as fragdes
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apresentaram atividade inibitéria. Dessa forma, nenhuma fragdo devera ser
descartada, e estudos conclusivos para definir o0 tamanho ideal da cadeia
peptidica, bem como a sequéncia dos aminoacidos das fragdes contendo maior
atividade inibitéria sdo necessarios.

Célculo do valor ICsp

Os métodos para determinacdo da concentragédo de proteinas totais séo
muito variados e ndo existe uma metodologia considerada de uso universal
para todos 0s meios, no entanto, as metodologias mais empregadas sdo as
espectrofotométricas no ultra-violeta e no visivel (UV-Vis). Os métodos mais
utilizados sé@o o do biureto, Lowry, do “Coomassie brilliant blue” BG-250 ou
reagente de Bradford, do BCA ou reagente de Smith, e de absorgdo de
proteinas no ultravioleta (STOSCHECK, 1990, SMITH et al, 1985;
BRADFORD, 1976; LOWRY et al, 1951; GORNALL, BARDAWILL e DAVID,
1949).

Em analises anteriores, o valor do ICsy das fragdes peptidicas foi
expresso em fungdo da quantidade de proteina (ug)/ mL de solugéo, calculada
utiizando a metodologia descrita por BRADFORD (1976), com algumas
modificagdes. Porém, no decorrer das analises dos resultados, observou-se
que essa metodologia ndo era a mais adequada, pois ndo era possivel
determinar com precisdo a quantidade real de proteina nas fragdes, devido a
uma de suas limitagbes: baixa sensibilidade quando a amostra possui
peptideos de baixo peso molecular.
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FIGURA 19 - Perfil cromatografico do hidrolisado de peixe corvina (pepsina / protease

de Streptomyces griseus) Hc¢q, em coluna empacotada com Sephadex G-25.
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FIGURA 20 - Atividade inibitéria das fragcdes peptidicas do Hc;, expressa como ICsp,

obtidas ap6s cromatografia em gel Sephadex G-25
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5.10 Fracionamento do hidrolisado utilizando membranas de
ultrafiltracao

Os hidrolisados dos “minced” de tildpia e corvina com a agdo da
pepsinal/Streptomyces griseus foram separados de acordo com o0 peso
molecular dos peptideos presentes, utilizando membranas de ultrafiltragcéo.

Cada fracdo foi testada quanto a atividade inibidora da ECA.
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FIGURA 21 - Atividade inibitéria da ECA dos hidrolisados de corvina e tilapia com
pepsinal/Streptomyces griseus e de suas respectivas fragées A (> 30kDa), B (10 a
30kDa) e C (< 10kDa) obtidas dos hidrolisados.

Como pode ser observado na FIGURA 21, a maior atividade inibitoria
correspondeu a fragdo C (<10 kDa) que contém peptideos com pesos
moleculares menores que 10kDa. Esta fragdo exibiu uma alta atividade
inibitéria tanto para o Hry (ICs0 = 0,17ul/ mL solugdo), como para 0 Heq (IC50 =
0,26uL/mL solugdo) em relagéo aos demais e ao préprio hidrolisado de origem,
Hti (ICs0 = 1uL/mL solugdo) e Heq (ICso = 0,9ul/mL solugcdo). Esses dados
corroboram com os dados encontrados na literatura que atribuem aos
peptideos de baixo peso molecular, geralmente representados por di e
tripeptideos, uma maior atividade inibitéria (HYUN & SHIN, 2000; YAMAMOTO,
MAENO e TAKANO, 1999; JEON, BYUN, KIM, 1999; MATSUI et al., 2002;
YOKOYAMA et al., 1992).

Apesar da fragao A, contendo peptideos com peso molecular maior que
30kDa, ter apresentado uma baixa atividade inibitéria (ICso = 1,47 e 1,15uL/mL

solugéo, para os hidrolisados de tildpia e corvina, respectivamente), apos
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administrag:éo oral por animais SHR, pode exercer um efeito contrario.
KINOSHITA, YAMAKOSHI e KIKUCHI (1993) obtiveram duas diferentes
fracBes de alto e baixo peso molecular, a partir da purificagéo de um extrato de
soja, por cromatografia de filtragdo em gel. A fragdo contendo peptideos com
alto peso ‘molecular reduziu a pressdo arterial em ratos espontaneamente
hipertensos, enquanto a de baixo peso molecular ndc diminuiu a pressao
arterial.

A habilidade de inibir a ECA em ensaios “in vitro” € apenas um indicativo
de uma possivel agéo hipotensora “in vivo’, pois a atividade inibitéria do inibidor
nem sempre esta relacionada com a sua massa molecular (FITZZGERALD,
MURRAY e WALSH, 2004). Porém, ensaios “in vivo” de inibicdo da ECA
dessas trés fragbes peptidicas devem ser realizados, para confirmar a atividade
anti-hipertensiva dessas fragGes.

Além da massa molecular dos peptideos, a digestdo gastrointestinal é de
grande importancia na biodisponibilidade dos peptideos inibidores da ECA,
onde as proteases gastrointestinais podem aumentar ou diminuir sua atividade,
devido a liberagdo de peptideos com diferentes seqiiéncias de aminoacidos na
cadeia (VERMEIRSSEN et al., 2003).

Tem sido bastante discutido, também, além da seqiéncia de
aminoacidos da cadeia peptidica, o tamanho desta cadeia, pois acredita-se que
exista um tamanho ideal para que os substratos e inibidores da ECA possam
se ligar a mesma. Parece que aminoacidos livres ndo sdo capazes de inibir a
ECA, bem como os peptideos com elevado tamanho molecular, onde neste
caso poderia haver um impedimento estérico, ndo possibilitando a ligagdo da
enzima com os seus substratos ou inibidores.

Entretanto, a separagdo por membrana de ultrafiltragdo mostrou-se Util,
por ser um processo preliminar de purificagdo da fragcdo contendo peptideos
com elevada atividade inibidora.
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5.11 Atividade inibitéria dos hidrolisados de “minced” de tildpia e corvina
obtidos pelo processo de autdlise

MATSUMURA et al, 1993*® descreveram que as préprias enzimas
proteoliticas constituintes do peixe podem clivar a proteina muscular liberando
peptideos bioativos. Portanto, para ver se o mesmo acontecia com os “minced”
dos peixes tilapia e corvina, foram realizados ensaios avaliando a produgao de
peptideos bioativos pelo processo de autdlise. Os valores ICsq foram calculados
em fungdo do volume de hidrolisado necessario para inibir 50% a atividade e os
resultados estdo representados na TABELA 14.

TABELA 14 - Atividade inibitéria dos hidrolisados de tilapia, Hry € Hgy e dos
hidrolisados obtidos pelo processo de autélise, Ar (autdlise tilapia) e Ac (autdlise

corvina)
Hidrolisado ICs0 (uL hidrolisado/ml)
Hti — pepsina / Streptomyces griseus 1,0
Hc1 — pepsina / Streptomyces griseus 0,9
Ar— Autdlise tilapia 18,0
Ac — Autolise corvina 15,0

Resultados correspondem a média dos valores obtidos (n=2)

Os peptideos obtidos pelo processo de autdlise do “minced” da tilapia
(At) e da corvina (Ac) demonstraram um ICsp igual a 18uL hidrolisado / mi e
15uL hidrolisado / ml, respectivamente, indicando que as enzimas endoégenas
presentes nesses peixes sdo capazes de liberar pequenas quantidades de

peptideos com atividade biologica, em relagéo aos hidrolisados.
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6 CONCLUSOES

> Os hidrolisados obtidos a partir dos peixes Tildpia tailandesa
(Oreochromis niloticus — linhagem tailandesa) e Corvina (Micropogonias
furnieri) s@o fontes de peptideos inibidores da ECA, podendo em potencial,
auxiliar na prevencéo e no tratamento no medicamentoso da hipertenséo;

> A metodologia descrita para medir a atividade inibitéria dos peptideos
bioativos foi empregada com sucesso para medir a atividade inibitria dos

hidrolisados de peixe;

> A liberagdo dos peptideos inibidores da ECA esta relacionada tanto com

o grau de hidrélise como com a especificidade das enzimas utilizadas;

> Os peptideos presentes no hidrolisado mantém a sua estabilidade

quando submetidos a agdo das enzimas gastrointestinais “in vitro”;

> A inibicdo da ECA pelos peptideos inibirores se da tanto pela ligagéo dos
peptideos ao dominio C, como ao dominio N da ECA, porém, os melhores
resultados de inibicdo ocorreram quando os peptideos se ligaram a ambos os

dominios da enzima;

> O “minced” de tilapia quando hidrolisado por enzimas gastrointestinais
também liberou peptideos com atividade inibitoria; assim, o consumo deste
peixe podera eventualmente auxiliar na prevencdo e no tratamento nao

medicamentoso da hipertensao;

> Tanto o fracionamento utilizando gel Sephadex G-15, como membranas
de exclusdo por peso molecular poderéo ser utilizados em futuras separagbes
das fragdes peptidicas dos hidrolisados, quando se desejar isolar fragbes
peptidicas contendo atividades inibitorias mais elevadas.
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