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RESUMO

A hipertensdo arterial € uma doenga silenciosa e com etiologia relacionada a fatores genéticos, habitos
de vida e ambientais; e pode levar ao surgimento de doencas cardiovasculares. Alguns tratamentos
farmacoldgicos sdo comumente utilizados na prética clinica, incluindo o uso de farmacos da classe de
inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina-1 (ECA1). Apesar de apresentarem respostas
satisfatorias para a diminuicdo da pressao arterial, pacientes crnicos apresentam diversos efeitos
colaterais, como: tosse seca, hipotensdo ortostatica na primeira dose, erupcdo cutanea, perda do
paladar, proteindria, leucopenia e hipersensibilidade com edema angioneurdtico. E em caso de
mulheres grévidas hipertensas, pode levar a complicagdes no desenvolvimento fetal. A cianobactéria
Arthrospira platensis (sin. Spirulina platensis) tem se destacado por produzir diferentes bioativos de
importancia biotecnologica aplicada a saude como, por exemplo, peptideos com acdo anti-
hipertensiva. O objetivo deste estudo foi produzir e extrair peptideos da biomassa da A. platensis apos
0 processo de digestdo gastrointestinal (DGI) simulada in vitro utilizando as enzimas pepsina e
pancreatina e avalid-los quanto a atividade inibitoria da ECA1 (iECA). Inicialmente, revisamos
sistematicamente o uso de algas como fonte de peptideos IECA e os resultados apontam que as divisoes
Chlorophyta e Rhodophyta, para as macroalgas, e as divisdes Chlorophyta, Ochrophyta e Haptophyta,
para as microalgas, sdo as mais estudadas como fonte de peptideos iECA. As enzimas bromelaina e
termolisina sdo as mais utilizadas para extrair peptideos anti-hipertensivos com as principais
caracteristicas: baixo peso molecular, sequéncia curta de peptideos e padrdo de inibicdo ndo-
competitivo. Também avaliamos os efeitos nefroprotetores da Arthrospira (sin. Spirulina) e do
fotopigmento C-ficocianina, em contexto de doencas renais em modelos pré-clinicos, atraves de
revisao sistematica e meta-analise. Os resultados sugerem que 0 uso nutracéutico da Spirulina e/ou C-
ficocianina melhorou a resposta dos biomarcadores classicos de fungéo renal creatinina sérica, acido
drico e ureia. Para proteindria, ndo houve melhora. Além disso, verificamos a diminui¢do dos niveis
de pressdo arterial sistolica em contexto de hipertensdo arterial. Por fim, a invencdo de um produto
constituido por peptideos anti-hipertensivos extraidos de microrganismos fotossintetizantes presentes
na biomassa celular hidrolisada ou peptideos purificados encapsulados em biopolimero. Estes
resultados corroboram com a potencial utilizacdo dos peptideos presentes na Arthrospira platensis
(sin. Spirulina platensis) na formulacdo de drogas anti-hipertensivas ou alimentos nutracéuticos, como

também sugere maiores investigacdes sobre o uso da Spirulina para o tratamento de doencas renais.

Palavras-chave: alga, hidrolise enzimatica, cinética de inibi¢do, encapsulamento, nutracéutico,

hipertensdo arterial, meta-andlise, doencas renais.



ABSTRACT

Hypertension is a silent disease with etiology related to genetic, lifestyle and environmental factors;
and it can lead to the development of cardiovascular diseases. Some pharmacological treatments are
commonly used in clinical practice, including the use of drugs of the Angiotensin-converting enzyme-
1 (ACEL) inhibitor class. Despite presenting satisfactory responses to the lowering of blood pressure,
chronic patients have several side effects, such as: dry cough, orthostatic hypotension on the first dose,
skin rash, loss of taste, proteinuria, leukopenia, and hypersensitivity with angioneurotic edema. And
in case of hypertensive pregnant women, it can induce complications in fetal development. The
cyanobacterium Arthrospira platensis (syn. Spirulina platensis) has been highlighted for producing
different bioactives of biotechnological importance applied to health, such as peptides with
antihypertensive action. The objective of this study was to produce and extract peptides from A.
platensis biomass after simulated gastrointestinal digestion (DGI) in vitro using the enzymes pepsin
and pancreatin, and to evaluate them for ACEL inhibitory activity (iECA). Initially, we systematically
reviewed the use of algae as a source of iECA peptides and the results indicate that the Chlorophyta
and Rhodophyta divisions, for macroalgae, and the Chlorophyta, Ochrophyta and Haptophyta
divisions, for microalgae, are the most studied as a source of iIECA peptides. The enzymes bromelain
and thermolysin are the most widely used to extract antihypertensive peptides with the main
characteristics: low molecular weight, short peptide sequence and non-competitive inhibition pattern.
We also evaluated the nephroprotective effects of Arthrospira (syn. Spirulina) and the photopigment
C-ficocyanin, in the context of renal diseases in preclinical models, through systematic review and
meta-analysis. The results suggest that nutraceutical use of Spirulina and/or C-ficocyanin improved
the response of classical biomarkers of renal function serum creatinine, uric acid and urea. For
proteinuria, there was no improvement. Furthermore, we verified a decrease in blood pressure levels
in the context of hypertension. Finally, the invention of a product consisting of antihypertensive
peptides extracted from photosynthesizing microorganisms present in hydrolyzed cellular biomass or
purified peptides encapsulated in biopolymer. These results support the potential use of peptides
present in A. platensis (syn. Spirulina platensis) in the formulation of antihypertensive drugs or
nutraceutical foods, as well as suggest further investigations on the use of Spirulina for the treatment

of renal diseases.

Keywords: algae, enzymatic hydrolysis, inhibition Kinetics, encapsulation, nutraceutical,

hypertension, meta-analysis, kidney diseases.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Microscopia Eletronica de Varredura da Spirulina platensis com parte do tricoma
helicoidal em espiral continuo (A), foto microscopica da Spirulina platensis ampliada em 400x
(= TSSO SRR .5

FIGURA 2 - Etapas do mecanismo de acdo do Sistema Renina Angiotensina na Hipertenséo Arterial

FIGURA 3 - Estrutura cristalina em 3D da Enzima Conversora de Angiotensina Humana-1 em
complexo com 0 INIDIAOr OMAPALITIALO..........eeiiiiiie it 11

CAPITULOII

FIGURA 1 - Fluxograma para identificacdo e selecdo de estudos adaptado de Moher et al. (2009).

CAPITULO 11

FIGURA 1 —Processo de Digestdo Gastrointestinal IN Vitro...........ccceovveiiie e 48

FIGURA 2 — Atividade inibitéria da Enzima Conversora de Angiotensina-l em porcentagem das
FrACOES < BKDA (AP=3) ....itiieiiiie ittt ettt e et e e et e e e et e e et e e et e e et e e e et e e e ata e e rreearraeas 52

FIGURA 3 - Purificagdo de peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina-l1 do
hidrolisado da cianobactéria A. platensis digerida com as enzimas pepsina e pancreatina. Eluicdo da
fracdo AP-3 (< 3kDa) com Tris-HCI (0,AM) em coluna de gel filtracdo Superdex

FIGURA 4 - Purificagdo de peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina-l1 do

hidrolisado da cianobactéria A. platensis digerida com as enzimas pepsina e pancreatina. Eluicdo da



fracdo AP-3 (Superdex-G75) com acetonitrilaem TFA 0,1% em coluna de fase reversa RP — FPLC ..

CAPITULOV

FIGURA 1 — Diagrama de fluxo dos estudos (Prism 8.0.1 2018).........ccccovvermieniiiiieniieniee e 73



LISTA DE TABELAS E QUADROS

CAPITULOI

TABELA I - Avaliacdo do risco de enviesamento e critérios de qualidade dos estudos selecionados

para a revisdo sistematica sobre 0s peptideos IECA de algas..........cccvevvvverieiiieiiieiie e 28
QUADRO 11 — Porcentagem de respostas positivas (sim) para cada critério de qualidade................ 29
QUADRO 11 - Peptideos inibitorios da ECA derivados de algas..........c.ccouvveiverveieiiesieiee e, 30

QUADRO 1V - Efeitos da administragédo de hidrolisados e peptideos derivados de algas na pressao

arterial sistolica (PAS) em ratos espontaneamente hipertensiVosS .........cc.eovvveeireenieeesiieesee e 32

CAPITULO I

TABELA 1. Atividade inibitoria em diferentes pesos moleculares do hidrolisado pés-digerido da

CIANODACTENIA A. PIALENSIS ... vei ettt et e et e e et e e e sra e e e s nae e e anteeeanneeeanes 51
CAPITULOV

Tabela 1-A. Resumo dos estudos selecionados para a variavel creatinina sérica (CS) (mg/dL). ........ 91

Tabela 1-B. Resumo dos estudos selecionados para a variavel acido urico (AU) (mg/dL). ............... 93

Tabela 1-C. Resumo dos estudos selecionados para a variavel ureia (U) (mg/dL)..........cc.ccccvveennnnnn 94

Tabela 1-D. Resumo dos estudos selecionados para a variavel proteindria (PTU) (mg/dL)............. 96

Tabela 1-E. Resumo dos estudos selecionados para a variavel pressao arterial sistolica (PAS) (mmHQ)



TABELA 2-A — Sumérios dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposi¢do da Spirulina ou
c-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo controle em resposta ao biomarcador de funcéo
renal creatinina sérica (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacdo grafica dos
resultados da MELANATISE ..........eiiiicie e e e 75

TABELA 2-B — Sumérios dos resultados quantitativos sobre a eficicia da exposi¢do da Spirulina ou
c-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo controle em resposta ao biomarcador de funcgéo
renal ureia (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacdo grafica dos resultados da

IO AL S ..ottt e e e e e e e r e ———— 77

TABELA 2-C- Sumaérios dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposi¢cdo da Spirulina ou
c-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo controle em resposta ao biomarcador de funcéo
renal acido urico (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacéo grafica dos resultados
A MBLANATISE. ... et e e sttt e et e e et e e et e e et e e e nrte e e nnte e e nnae e e nneeeennnee e e 79

TABELA 2-D- Sumérios dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposicdo da spirulina ou
c-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo controle em resposta ao biomarcador de funcéo
renal proteindria (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacao grafica dos resultados

A MBIANATISE. ...ttt e e ettt 81

TABELA 2-E- Sumarios dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposicao da spirulina ou
c-ficocianina em grupo com patologia renal e 0 grupo controle em resposta a pressao arterial sistolica
(mmHg). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacéo grafica dos resultados da metanalise.

PSSP PSSR 83



AGT
ANG-1
ANG-2
ANVISA
ATR
AT2R
BCA
Cl
DCNT
DGl

dL

DM
ECA
EROs
FDA
GPI
GRAS
HAS
HHL
ICs0
kDa

Km

mg

ABREVIATURAS

Angiotensinogénio
Angiotensina-1
Angiotensina-2
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
Receptor de angiotensina tipo 1
Receptor de angiotensina tipo 2
Acido bicinconinico
Cloreto
Doencas Cronicas Ndo Transmissiveis
Digestéo Gastrointestinal
Decilitro
Diferenca entre médias
Enzima Conversora de Angiotensina
Espécies reativas de oxigénio
Food and Drug Administration
Glicosilfosfatidilinosito
Generally Regarded As Safe
Hipertensdo Arterial Sistémica
Hipuril histidil leucina
Concentracdo minima para inibir 50% da atividade especifica
Quilodaltons

Constante de Michaelis

Miligrama



mm Milimetro

mM Milimolar

ONU Organizacao das Nacgdes Unidas
PA Presséo Arterial

PAD Pressdo Arterial Diastolica
PAS Pressdo Arterial Sistolica
PTU Proteindria

SBP Systolic blood pressure

CS Creatinina sérica

Sin Sinénimo

SRA Sistema renina-angiotensina
U Ureia

AU Acido Urico

UFRPE  Universidade Federal Rural de Pernambuco
UTEX Universidade do Texas

uv Ultravioleta

WHO World Health Organization

Zn Zinco

uM Micromol



SUMARIO
L. INTRODUGAO ...ttt 1

2. REVISAO DE LITERATURA ....ooovieeeeeeee ettt 3

2.2 Caracteristicas gerais da cianobactéria Arthrospira platensis (sin. Spirulina

PLAEENSIS) ...t etttk bbbttt 3
N R I >0 o] 1 T USSP OPRRSPRRT 3
2.2.2 Habitat, morfologia, composi¢do bioquimica e formas de cultivo .................... 3
2.2.3 Uso da Spirulina como suplemento alimentar ............cccccoovviiieniieiiennie i, 6
2.2.4 Algas e cianobactérias como fonte de peptideos anti-hipertensivos.................. 7
2.3 Hipertensao Arterial (HA) .....ooouiie et e et e e e 8
2.3.1 Definicéo e aspectos epidemiolOQICOS ........ceevvereriireiiiie e sieeesiee e 8
2.3.2 Fisiopatologia da HA e Sistema Renina-Angiotensina (SRA) .......ccccccoevvvrvennnn. 9
2.3.3 Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA) ..., 11
2.3.4 Abordagens terapéuticas atuais: inibidores da ECA .........cccceevvveevieeecieeeene 12
2.3.5 Hipertensdo Arterial @ COVID-19 ........oooiiieiiiiiece e 13
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ocooviieeieieeeeeeeeeeee e en e, 14
A, OBJIETIVOS ...ttt et sttt e et e e st e e nbb e e beeanbeenree s 20
O o] 1= VoI =] | OSSPSR 20
4.2 ODJEtIVOS ESPECITICOS. .. cviiiiiectie sttt ettt er e e e enes 20
CAPITULO I- AS ALGAS COMO FONTE DE PEE’TiDEOS INIBIDORES DA ENZIMA
CONVERSORA DA ANGIOTENSINA: UMA REVISAO SISTEMATICA........cccooviiieiin, 21
RESUMO ...ttt ettt ettt ekttt st b e et e e R bt e bt e e be e e st e e erbe e beeanae e e 22
INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt sttt s et n s e e e 23
MATERIAIS E METODOS ....cooviiieeeeeeeceeee ettt n st s s s 25
Estratégia de DUSCA .........ccvviiiiie i 25
Critérios de elegibilidade............ccovviiiiiiiie e 25
Avaliacdo do risco de Viés e critérios qualitativos ...........ccceevvveiiee e, 25

RESULTADOS ...ttt 26



Métodos de producdo dos peptide0S IECA.........ccovvevivieiie i 33

Métodos de inibiG8o da ECA INVItI0 .......ccoviiiieiiiieecee e 33
Anélise do potencial anti-hipertensivo de peptideos contidos em micro e

macroalgas em ratos espontaneamente NiPerteNS0S. .........civveiiieeeiiee e 34
DY SO U L3SY Y@ TS 34
(010N (01 U157\ FT OSSR 37
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA .. ..o oottt ettt e e e ae e, 38
CAPITULO I1- PURIFICAQAO PEPTIDEOS INIBIDORES DA ENZIMA CONVERSORA
DE ANGIOTENSINA-I DA CIANOBACTERIA Arthrospira platensis..............cccccoceevevevenenenn. 44
[ ] U1 1Y, [ TR 45
INTRODUGAO ...ttt s e 46
MATERIAIS E METODOS ..ot oo eee e e e e e, 47
VLA IBIS vttt e ettt et e et et e et et e e e e e e e e eee et e ee e e et e e eee et reeee e eererraareaas 47
COoNAIGOES dE CUITUIA ... s 47
Digestdo Gastrointestinal (G1) IN VItIrO ......c.ccoovveiiiie i 47
Purificacao dos peptideos da cianobactéria Arthrospira platensis ..............cceene... 49
Atividade iNbitOria da ECA oo et 49
AANGLISES BSALISTICAS ... .evv ettt ettt et e e e e e e et e e e e e e e e eeeenans 50
RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt e e et et e e e sesaaaaesesesieaeaiseins 51

Atividade de inibicdo da ECA das fracdes ultrafiltradas da cianobactéria A.
0] E2 L C=] ] OSSP 51
Purificacdo dos peptideos iECA da cianobactéria A. platensis ........c.cccccceveviveennnen. 52
CONGCLUSAO ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e e ettt et 55
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA ...t oottt 56

CAPITULO IIlI- PRODUTO ANTI-HIPERTENSIVO FORMADO POR PEPTIDEOS
BIOATIVOS ENCAPSULADOS OBTIDOS DA BIOMASSA DE MICRORGANISMOS
FOTOSSINTETIZANTES ... ..o 58

RESUMO ... .o 59

CAPITULO IV- A CIANOBACTERIA Arthrospira platensis COMO FONTE DE PEPTIDEOS
ANTI-HIPERTENSIVOS ... 61



RESUMO ...ttt 62

CAPiTULp V- Arthrospira sp. (sin. Spirulina sp.) E C-FICOCIANINA COMO SUPLEMENTO
NUTRACEUTICO NEFROPROTETOR EM DOENCAS RENAIS: UMA REVISAO

SISTEMATICA E META-ANALISE .....cociiiiitiiiiiee ettt 64
1 U 1Y PRSP 65
INTRODUGAO ...ttt s ettt en et n s 66
MATERIAIS E METODOS ..ottt 69

ProtoCOI0 € IFELIIZES. ... .ccvieeeeiie et enaae e enneeeaneeas 69
Critérios de INCIUSAD........eoiieeieece et 69
Critérios de eXCIUSAD ......veivieiie ettt re e 69
Estratégia de DUSCA.........ooviiiiii 69
Dados obtidoS dOS ESTUAOS. ........eeeciiieeiiee e e e e e e sneeas 69
Anélise da qualidade MetodolOgiCa .........covviiiiiiiiieiie e 71
ANALISES ESTALISTICAS .. .eevvveeiiieeeiie e et et e e see s e e e e st e e e e e e e s e e s e e e sneeeeanes 71
RESULTADOS. ...ttt ettt et e et e s bt et et e nbe e 72
Efeitos da suplementagdo com Arthrospira (sin. Spirulina) ou c-ficocianina na
concentrag@o de creatining SEriCa (CS) ....ciiuiieiiieeiiie it 74
Efeitos da suplementacdo com Arthrospira (sin. Spirulina) ou c-ficocianina na
CONCENEIaGa0 de UFEIA (L) ..vvveiiiee et ee e e ettt e et e e e et e e st e e enees 76
Efeitos da suplementacdo com Arthrospira (sin. Spirulina) ou c-ficocianina na
concentragdo de ACIdO UrICO (AU) ..oviiiiiieiiiee ettt ee et e e 78
Efeitos da suplementacdo com Arthrospira (sin. Spirulina) ou c-ficocianina na
concentrag@o de Proteinlria (PTU)......cuveiiiie et aee e 80
Efeitos da suplementacdo com Arthrospira (sin. Spirulina) ou c-ficocianina nos
niveis arteriais SiStOlicoS (MMHQ) ...oovvieiiiieie e 82
DISCUSSAD. ..ottt 84
CONCLUSAO ...ttt 86
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.oiiiiiiieiiieiee e 87
MATERIAIS SUPLEMENTARES ..ot 90
CONSIDERACOES FINAIS ......ooieeteieeeeeeeee ettt en st en e 98

ANEXOS ... 99






1. INTRODUCAO

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define como suplemento alimentar
qualquer produto para ingestdo oral apresentado em formas farmacéuticas contendo nutrientes,
substancias bioativas, enzimas ou probidticos, isolados ou combinados (ANVISA, 2022). A
cianobactéria Arthrospira platensis (sin. Spirulina platensis) tem gerado grande interesse nos setores
biotecnoldgicos, sobretudo, aqueles destinados a salide humana, por produzir diferentes bioativos,
entre eles, peptideos com atividade anti-hipertensiva. Peptideos naturais bioativos da Spirulina sao
alvo de investigacGes para promover o tratamento ou a prevencdo de doencas, através do uso
farmacoldgico ou nutracéutico. Desde 2003, o Food and Drung Administration (FDA) atesta que a
Spirulina é um “superalimento” e esta na categoria dos Generally Regarded As Safe (GRAS)
(FDA,2003). No Brasil, desde 2018, ¢é atestado e liberado para comercializagcdo como suplemento
alimentar (ANVISA, 2022).

A hipertensdo arterial € uma doenga silenciosa e com etiologia variada, estando relacionada a
fatores geneéticos, habitos de vida e ambientais; e ao surgimento de doengas cardiovasculares
(BARROSO et al., 2021). Segundo dados recentes da World Health Organization (WHO), em 2021,
estimou-se que 1 a cada 4 homens e 1 a cada 5 mulheres, possuem pressao sistolica acima de 140mmHg
e diastdlica acima de 90mmHg. Alguns tratamentos farmacologicos sdo utilizados na pratica clinica,
incluindo o uso da classe de inibidores da enzima conversora de angiotensina-1/ bloqueadores do
receptor de angiotensina (BARROSO et al., 2021). Entretanto, em contexto de uso cronico desses
farmacos, diversos efeitos colaterais sdo verificados como fraqueza, cdibras, hipovolemia, disfuncdo
erétil, arritmias ventriculares, edema maleolar, cefaleia latejante, tonturas (BARROSO et al., 2021).
Alternativas naturais que mitiguem os efeitos colaterais, melhorando a qualidade de vida dos pacientes
com uso cronico de anti-hipertensivo, sdo alvo desta investigacéo.

Pesquisas ‘in vitro’ e ‘in vivo’ relatam que as propriedades nutricionais da cianobactéria A.
platensis tém sido relacionadas com possiveis efeitos terapéuticos que podem auxiliar no tratamento
de problemas de saude, incluindo a hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares. Peptideos anti-
hipertensivos de microalgas e cianobactérias ja foram identificados utilizando hidrolisados
enzimaticos de: Ulva rigida, Chlorella ellipsoidea, Chlorella vulgaris, Enteromorpha clathrata,
Spirulina platensis, Nanno chloropsis oculata e Microcystis aeruginosa (PAIVA et al., 2016; SEOK-
CHUN et al., 2012; SHEIH et al., 2009; PAN et al., 2016; SAMARAKOON et al., 2013; OKINO et
al., 1993).



No capitulo 1 esté descrito uma revisdo sistemética para verificar o potencial das algas como
fonte de peptideos iECA. Os resultados mostraram que as enzimas comerciais termolisina e bromelaina
extrairam peptideos iIECA com maior atividade especifica. Peptideos curtos com aminoécidos
hidrofébicos no C-terminal e padrdo de inibi¢do ndo-competitivos sdo mais eficazes para a inibicdo da
ECA. No capitulo 2 estdo descritos resultados experimentais sobre extracao e purificacdo de peptideos
IECA da cianobactéria A. platensis. A biomassa foi produzida em condi¢do autotrofica e submetida a
DGI in vitro em condi¢bes fisioldgicas simuladas, com as enzimas pepsina e pancreatina,
sequencialmente. Em seguida, o sobrenadante foi ultrafiltrado com membrana de cut-off de 3 e 10 kDa.
A fracdo menor de 3kDa (AP-II1) obteve maior grau de inibicdo de 90,43+0,89% e IC50 = 0,001
mg/mL. A fracdo AP-111 foi submetida a purificacéo por sistema AKTA Superdex-G75 e SOURCE™
RPC obtendo-se seis picos (Fr-1, 11, 111, 1V, V e VI).

O capitulo 3 refere-se a uma patente de invencgédo de um produto constituido por peptideos anti-
hipertensivos extraidos de microrganismos fotossintetizantes presentes na biomassa celular hidrolisada
ou peptideos purificados encapsulados em biopolimero. O Capitulo 4 consiste em um capitulo no e-
Book Ciéncias da vida, com o titulo “Cianobactéria Arthrospira platensis como fonte de peptideos
anti-hipertensivos”. Por fim, no capitulo 5 consiste em uma revisdo sistematica e meta-analise a
resposta nefroprotetora do uso da Spirulina ou C-ficocianina, em contexto de doencas renais em
modelos pré-clinicos. O tratamento com Spirulina ou C-ficocianina apresentou uma melhora nas
concentragdes séricas (mg/dL) dos quatro biomarcadores de funcdo renal analisados: creatinina, acido
arico, ureia. Para proteinuria, ndo observamos melhora significativa. Também houve diminuicdo dos

niveis sistolicos em contexto de hipertenséo arterial.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DA Arthrospira platensis (sin. Spirulina platensis)

2.2.1 Taxonomia

Os géneros Arthrospira e Spirulina ainda sdo comumente associados como sindnimos na
literatura cientifica, entretanto, diversos autores (DESIKACHARY, 1959; RIPPKA et al., 1981;
ANAGNOSTIDIS E KOMAREK, 1988) apontam para a separacdo em dois géneros distintos com
base nas caracteristicas entre os tamanhos das hélices e tricomas (DESIKACHARY, 1959; HINDAK,
1985), motilidade e fragmentagcdo dos tricomas, estrutura da parede celular e padrdo dos poros e
tilacoides (GUGLIELMI e COHEN-BAZIRE, 1982A, 1982B; ANAGNOSTIDIS e KOMAREK,
1988), presenca de vesiculas de gas (GUGLIELMI et al., 1993) e sequéncia de oligonucleotideos do
16S rRNA (GUGLIELMI et al., 1993; GIOVANNONI et al., 1988; WATERBURY, 1992). Atraves
destas analises, a distin¢do entre géneros foi oficialmente aceita pelo Bergey's Manual of Systematic
Bacteriologia (CASTENHOLZ, 1989).

A importancia em reconhecer a Arthrospira como um género distinto da Spirulina também
surge da necessidade de evitar a confusdo entre espécies que ainda ndo sdo consideradas para fins
nutricionais, ja que a Arthrospira é tradicionalmente utilizada para o consumo humano. Entretanto,
pela dificuldade em separar os dois géneros pelos autores nos estudos avaliados ao longo desta
pesquisa, como também o setor industrial de alimentos nomear como Spirulina, foi adotado, neste

estudo, a denominacéo de Arthrospira como sinénimo de Spirulina.

2.2.2 Habitat, morfologia, composicdo bioquimica e formas de cultivo

A Spirulina (sin. Arthrospira) € uma cianobactéria filamentosa verde-azulada, fotossintética e
autotrofica, simbio6tica com bactérias fixadoras de nitrogénio, multicelular com tricomas cilindricos e
hélices abertas para o lado esquerdo durante todo seu comprimento. Os tricomas helicoidais medem
cerca de 50 a 500 mm de largura e 3 a4 mm de altura, e sdo envoltos por uma fina bainha que mostram
constri¢cbes pronunciadas ao longo das paredes transversais (Figura 1). Sdo facilmente digeridas por

enzimas por apresentarem superficie celular lisas e sem parede celular. Os principais pigmentos sdo a



ficocianina que fornece a cor azul a célula, clorofila e carotenoides, e algumas espécies possuem
ficoeritrina que apresenta cor rosa/avermelhada (CAPELLI and CYSEWSKI, 2010; HABIB et al.,
2008; ALI and SALEH, 2002; VO et al., 2015).

A S. platensis € uma espécie mais amplamente distribuida, principalmente no continente
Africano, na Asia e Américado Sul. A'S. maxima (sin. S. geitleri) esta concentrada na América Central.
Esta Gltima espécie representa a principal componente do fitoplancton do Lago Texcoco (Vale
mexicano), que poderia ser considerado como o habitat original desta espécie (BUSSON, 1971;
CLEMENT, 1975; DURAND-CHASTEL, 1980; GUERIN-DUMARTRAIT e MOYSE, 1976). Do
mesmo modo, os lagos salinos alcalinos do semideserto a zona Sud&o-Sahel, com epicentro no Lago
Chade, e as do Vale do Rift, dominaram por S. platensis, e podem ser considerados 0s pontos iniciais
de habitat desta espécie (ILTIS, 1970, 1971, 1980; RICH, 1931, 1933; LEONARD e COMPERE,
1967; MARTY e BUSSON, 1970; CLEMENT, 1971, 1975; GUERIN-DUMARTRAIT e MOYSE,
1976). As cianobactérias Arthrospira platensis sobrevivem em pH alcalino elevado (8,5 a 11), e séo
altamente adaptaveis em diversos habitats como solo, pantanos, agua doce, agua salobra, &gua do mar
e ambientes termais. Por ser um microrganismo fotoautotrofico obrigatorio, a Spirulina (sin.
Arthrospira) ndo consegue crescer em ambientes com baixa ou nenhuma luminosidade. O principal
produto fotossintético para assimilacdo € o glicogénio e a taxa de crescimento 6timo ocorre em
temperaturas entre 35 e 39°C (RICHMOND, 1986; VO et al., 2015).

Apresenta uma composicdo rica em diversas macromoléculas bioativas como proteinas,
aminoacidos essenciais, clorofilas, carotenoides, acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,
vitaminas, minerais, fibras e fitonutrientes (KAY, 1991; PASQUET et al., 2011; VO et al, 2015). A
concentracdo proteica pode chegar a 70% do seu peso seco, com aminoacidos essenciais presentes
como leucina, isoleucina, valina, metionina, valina e lisina. Os acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa podem chegar a concentracao de 6% do total lipidico (LI and QI, 1997; VO et al., 2015).
Vitaminas do complexo B e as E, K, D, C também estdo presentes.

Além disso, todos os minerais (potassio, calcio, cromio, cobre, ferro, magnésio, manganés,
fosforo, selénio, sodio e zinco) e pigmentos como a clorofila a, xantofila, betacaroteno, echinenone,
mioxantofila, zeaxantina, cantaxantina, diatoxantina, 3-hidroxiechinenone, betacriptoxantina,
oscilaxantina, c-ficocianina e aloficocianina. Também estdo presentes carboidratos compostos
principalmente de glicose, juntamente com ramnose, manose, xilose, galactose, e dois acucares
incomuns, incluindo 2-O-metil-L-ramnose e 3-O-metil-Lramnose (HABIB et al., 2008; KORU, 2009;
VO et al., 2015).



Figura 1. (a) Microscopia eletrénica de varredura da Spirulina platensis com parte do tricoma
helicoidal em espiral continuo, (b) foto microscopica da Spirulina platensis ampliada em 400x.
Fontes: TOMASELLI (1997) e UNIVERSIDADE DO TEXAS (UTEX, 2022).

As cianobactérias podem ser cultivadas em sistemas abertos, exterior ou outdoor (lagoas,
tanques), sistemas fechados, interior ou indoor (cilindros verticais, os painéis verticais ou horizontais
de forma achatada (flat panel) e os fotobiorreatores tubulares (serpentinas verticais ou horizontais),
construidos com tubos de pléastico, vidro ou policarbonato) ou sistemas mistos ou hibridos (etapas que
variam entre sistema aberto e fechado). Alguns pardmetros de produtividade devem ser considerados
para a escolha do tipo de sistema de cultivo como a unidade de volume do reator (g.L? dial),
produtividade por unidade de superficie ocupada pelo reator (g m? dia*) e produtividade por unidade
de superficie iluminada do reator (g.m? dia) (RICHMOND, 2004). As variaveis temperatura, pH,
disponibilidade de didxido de carbono e gas oxigénio, também devem ser verificadas para a producéao
de biomassa de cianobactérias. A Arthrospira platensis demonstrou melhor produtividade quando
cultivada em sistema misto utilizando um dispositivo em painel alveolar integrado a uma lagoa aberta,
mantendo o controle da temperatura em faixa 6tima para o crescimento celular. Foi verificado uma
produtividade total aumentada (g dia®) em cerca de 15% em comparacdo aos sistemas de tanque e
painéis operados isoladamente (PUSHPARAJ et al., 1997).



2.2.3 Uso da Spirulina como suplemento alimentar

Os primeiros relatos histéricos apontando para o uso da Spirulina como alimento surgiram
desde 1519 na civilizagdo asteca no México, onde era colhida no lago Texcoco, seca e comercializada
como alimento em mercado tipico da regido. No ano de 2022, ap6s decreto presidencial, o lago
Texcoco adquiriu status de area natural protegida (SANCHEZ et al., 2003; VO et al., 2015; DOF,
2022). Na Republica do Chade, na tribo Kanembu,era utilizada como p&o seco. Por ser um alimento
rico nutricionalmente, a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) reconheceu a Spirulina como o
“alimento do futuro”, ja sendo cultivada em diversos paises do mundo (FOX, 1996; BELAY, 2002;
VO et al.,, 2015). A Spirulina comercial pode ser produzida em lagoas abertas em condicOes
controladas, e estima-se uma producdo anual mundial de mais de 50 toneladas, sendo a China a
principal produtora (FAO, 2008).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a categoria de Suplemento
alimentar foi criada em 2018, no Brasil, com o intuito de garantir o acesso da populagédo a produtos
seguros e de qualidade, fornecendo nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probioticos em
complemento a alimentacdo. Os constituintes autorizados para uso na composicdo de suplementos
alimentares restringem-se aqueles previstos na Instrucdo Normativa n® 28/2018 e sédo listados conforme
fontes de nutrientes, substancias bioativas e enzimas. No caso da Spirulina, o ingrediente € autorizado
como fonte de proteinas, devendo atender obrigatoriamente o minimo de 8.4g de proteinas para adultos
(ANVISA, 2020).

A Spirulina € utilizada com suplemento alimentar para humanos e animais, aprovada pela FDA
com o status de Generally Regarded As Safe (GRAS) desde 2003 (FDA, 2003). A literatura médico-
cientifica descreve inimeras propriedades terapéuticas associadas a compostos presentes na Spirulina
(sin. Arthrospira), com acdo contra hiperlipidemia (PONCE-CANCHIHUAMAN et al., 2010),
antineoplasica (HAQUE and GILANI, 2005), efeitos no sistema imune (SUDHA et al., 2011),
protecdo contra radiacdo (HIRAHASHI et al., 2002), nefrotoxicidade (SHARMA et al., 2012),
diabetes (MANI et al., 2000), obesidade (DINIZ et al., 2021), hipertenséo (MACHOWIEC et al.,
2021), anti-viral (AYEHUNIE et al., 1998), anti-inflamatorio (KIM et al., 1998) e antioxidante (PARK
et al., 2018). Desta forma, é possivel sugerir, para aléem do fornecimento de nutrientes, a presenca de

substancias bioativas que potencialmente agregam valor terapéutico a biomassa da Spirulina.



2.2.4 Algas e cianobacterias como fonte de peptideos anti-hipertensivos

Diversos estudos pré-clinicos apontam para o potencial de espécies tanto de macroalgas quanto
microalgas e cianobactérias como fonte de peptideos anti-hipertensivos. As macroalgas Ulva rigida,
Ulva compressa, Gelidium microdon e Pterocladiella capilacea, Gracilariopsis lemaneiformis e
Fucus spiralis demonstraram que peptideos IECA purificados possuem alta atividade especifica
(PAIVA et al., 2016; CAO et al., 2017). Métodos enzimaticos para obtencdo de proteinas/peptideos
bioativos sdo amplamente investigados. Enzimas comerciais (alfa-amilase, celulase e peptidase) foram
utilizadas para realizar a hidrélise enzimatica da biomassa de macroalgas Macrocystis pyrifera e
Chondracanthus chamissoi, entretanto, ndo produziram peptideos com efeito hipotensor pela inibicdo
da ECA (VASQUEZ et al., 2019).

Diferentes enzimas comerciais s@o utilizadas isoladamente ou em sequéncia para se obter
peptideos iIECA. Uma investigacao consistiu em utilizar separadamente as enzimas tripsina, pepsina,
papaina, alcalase, neutrase e flavorzima em hidrolise da biomassa de Arthrospira platensis em
condicdes de pH e temperatura controladas. A etapa com pepsina em pH= 2,0 a 37°C proporcionou
melhor atividade especifica com o peptideo iIECA de sequéncia Pro-Thr-Gly-Asn-ProLeu-Ser-Pro e
IC50= 1,54 mg/mL (WANG et al., 2021). Suetsuna & Chen, (2001) também utilizaram a pepsina para
a hidrolise da biomassa de Arthrospira platensis e obtiveram os peptideos iECA de sequéncia lle-Ala-
Glu, Phe-Ala-Leu, Ala-Glu-Leu, lle-Ala-Pro-Gly e Val-Ala-Phe, em que a sequéncia lle-Ala-Pro-Gly
exibiu melhor atividade iECA com IC50=11,4 uM.

As enzimas pepsina, alcalase, papaina, flavourzima, protamex, kojizime, neutrase, tripsina, a-
quimiotripsina foram utilizadas isoladas ou sequencialmente para hidrolisar a biomassa das microalgas
Chlorella vulgaris (CHUAN SHEIH et al, 2009) e Chlorella ellipsoidea (SEOK-CHUNKO, 2012 e
KR101404850B1) e produziram peptideos inibidores da ECA. Nos documentos W02019229288A1 e
JP2007297328A peptideos IECA foram identificados a partir da cianobactéria Arthrospira platensis e
Spirulina sp. Métodos fisicos também sdo empregados para se obter peptideos iECA, como foi relatado
por Lun et al. e as patentes CN101906135A e CN101768209A a extracdo de peptideos inibidores da
ECA de Spirulina platensis da biomassa por sonicacdo associado a métodos de
congelamento/descongelamento criogénico (LUN et al., 2010).

A simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal (DGI) pode ser um método para verificacdo
da estabilidade, resisténcia e absor¢do dos bioativos investigados. Por ser mais rapido, sem restri¢coes
éticas e possibilidade de testagem de um volume considerdvel de amostras, torna-se uma triagem de

avaliacdo que precede etapas futuras de investigacGes clinicas. Wang et al. (2021), submeteram o



peptideo iIECA de sequéncia Pro-Thr-GlyAsn-Pro-Leu-Ser-Pro a etapa de simulagdo in vitro da DGl e
ndo houve perda de atividade especifica. Ylcetepe et al. (2018) avaliaram os efeitos da hidrélise e da
DGI na atividade oxidante e IECA da Spirulina platensis utilizando as enzimas pepsina, tripsina e
pancreatina em condigdes fisiologicas simuladas in vitro, e ndo verificaram perdas significativas para
ambas as atividades especificas (YUCETEPE et al., 2018).

2.3 HIPERTENSAO ARTERIAL (HA)

2.3.1 Definicdo e aspectos epidemiolégicos

A pressao arterial (PA) é resultante da relacdo da hemodinamica entre o volume cardiaco por
minuto e a resisténcia do sistema vascular. Alteracfes no equilibrio entre essas duas variaveis,
desencadeia um aumento da pressao arterial, podendo levar a um quadro patolégico (BASSO, 2010).
E considerado hipertensio arterial com PA sistélica (PAS) maior ou igual a 140 mmHg e/ou PA
diastdlica (PAD) maior ou igual a 90 mmHg (BARROSO et al., 2020). Por, na maioria das vezes, ndo
apresentar sintomas, a HA pode evoluir para danos estruturais e funcionais em 0rgaos como o coracao,
rins, cérebro e vasos, estando relacionada com o surgimento de doencas cardiovasculares, doenca
cronica renal e isquemias cerebrovasculares (BARROSO et al., 2020).

Os fatores de risco para o surgimento da HA estdo relacionados a genética (fatores genéticos
influenciam os valores de PA cerca de 30-50%), idade, sexo, etnia, sobrepeso/obesidade, ingestdo de
sodio e potassio, sedentarismo, alcool, uso de drogas e fatores socioecondmicos (BARROSO et al,
2020). O namero de adultos com idade entre 30 e 79 anos com HA passou de 650 milhdes para 1.13
bilhdo nos ultimos 30 anos, segundo analise global da prevaléncia, detec¢do, tratamento e controle,
liderado por Imperial College London e World Health Organization (WHO). Estima-se que 1 a cada
4 homens e 1 a cada 5 mulheres, possuem HA. (LANCET et al., 2017; WHO, 2021). No Brasil,
segundo a Pesquisa Nacional em Saude em 2013, 21,4% (IC 95% 20,8-22,0) dos adultos brasileiros
relataram possuir HA. Ja quanto ao uso me medicamentos anti-hipertensivos e medicdo de PA, o
percentual de adultos com HA passou a ser 32.3% (IC 95% 31,7-33,0). Em individuos idosos, 0
percentual aumentou para 71,7% (MALTA et al., 2018).



2.3.2 Fisiopatologia da HA e Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

A fisiopatologia da HA se relaciona com os mecanismos de controle da presséo arterial normal

e avaliagdo das leves alteracdes que precedem o aumento dos niveis pressoricos arteriais. Podem ser
de origem do sistema nervoso autbnomo que envolve processos multifatoriais (anormalidades
neuroldgicas, circulatorias, renais e metabolicas) que participam no desenvolvimento ou manutengéo
da HA, do complexo sistema enzimatico renina-angiotensina-aldosterona que atua na homeostase dos
niveis pressoricos através da acao sistémica do octapeptideo angiotensina-11 ou através das espécies
reativas de oxigénio (EROs) que em niveis alterados levam a disfuncéo renal e dano vascular (BASSO,
2010; REDON et al., 2003).

O SRA é um complexo sistema enzimatico responsavel pela regulacdo da pressdo arterial (PA)
e homeostase eletrolitica. Em situacdo de hipotenséao arterial renal, diminuigdo das concentracfes de
Na+ nos tabulos distais captadas pela méacula densa e/ou ativagdo da resposta nervosa simpatica, as
células justaglomerulares do rim liberam a enzima renina, responsavel pela clivagem na extremidade
aminoterminal da proteina hepatica circulante chamada angiotensinogénio (AGT) em angiotensina-I
(ANG-I), um decapeptideo inativo. A enzima conversora de angiotensina (ECA), por sua vez, cliva a
ANG-I, removendo o dipeptideo carboxiterminal, produzindo ANG-II, um octapeptideo altamente
ativo e responsavel pelas respostas fisioldgicas na pressdo sanguinea. A ANG-II atua por meio de dois
receptores principais: receptor de angiotensina tipo 1 (AT:R) que produz efeitos de vasoconstri¢ao,
anti-diurese, liberacdo de vasopressina e aldosterona, estimulo a fibrose e proliferacédo celular. Ja o
receptor de angiotensina do tipo 2 (AT2R) é uma via alternativa de controle e protecdo de 6rgdos que
influencia na remodelacdo vascular, na prevencdo da aterosclerose e na diminuicdo da pressdo
sanguinea (quando associada a um inibidor do AT1R) (CHAPPELL MC, 2016; GRONHAGEN-
RISKA and FYHRQUIST., 1980; GUANG et al., 2012; GASPARO etal., 2000; SIRAGY etal., 2000)
(Figura 2).
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Figura 2. Etapas do mecanismo de acéo do Sistema Renina Angiotensina na Hipertensdo Arterial.
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Adaptado: Autora (2022).
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2.3.3 Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA)

A ECA é uma dipeptidil carboxipeptidase | com dois dominios homologos ativos amino e
carboxi-terminal, pertencendo ao grupo das metaloproteases com ligantes sendo o Zn (**) e CI* O Zn
(**) liga-se com 2 fons por subunidade da enzima e o CI- com 3 ions por subunidade, sendo o CI- capaz
de produzir uma alta ativacdo enzimatica. Possui valor de Km de 2.51 e como um dos substratos o
hipuril histidil leucina (HHL). E expresso em niveis mais elevados no pulm&o, rim, coragéo, sistema
gastrointestinal e prostata. A ECA tem a fungdo de converter a angiotensina | em angiotensina Il pela
da liberacdo do dipeptideo C-terminal His-Leu da ANG-1, o que resulta em aumento da atividade
vasoconstritora através da ANG-11. Em C-terminais com Pro, Asp e Glu a ECA tem pouca ou nenhuma
acdo catalitica. Também € capaz de inativar bradicinina, um potente vasodilatador. Além disso, exerce
atividade de glicosidase que libera proteinas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol (GPI) da
membrana, clivando a ligagdo da manose da GPI. Provavelmente a atividade da glicosidade ocorre
com residuos ativos diferentes da atividade da metaloprotease. Os inibidores da ECA sdo comumente
utilizados para o tratamento da hipertenséo e alguns tipos de disfungdes renais e cardiacas (UNIPROT,
2018; COZIER et al. 2018) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura cristalina em 3D da enzima conversora de angiotensina humana-1 em complexo

com o inibidor omapatrilato.

Fonte: COZIER et al. (2018).
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2.3.4 Abordagens terapéuticas atuais: inibidores da ECA

Segundo as diretrizes da World Health Organization (WHQO) que recomenda protocolos para o
tratamento da Hipertensdo arterial em adultos, inicia-se a intervencdo farmacol6gica em individuos
com diagndstico confirmado para HA e pressao sistolica igual ou acima de 140mmHg e diastolica para
igual ou acima de 90mmHg, e em caso de existéncia de doenca cardiovascular, niveis sistélicos entre
130 e 139 mmHg. As classes farmacolédgicas recomendadas englobam: 1) agentes tiazidicos ou
semelhantes, 2) inibidores da angiotensina-11/ bloqueadores do receptor de angiotensina e 3)
bloqueadores de canais de célcio dihidropiridina de acéo prolongada (MAKKI-AL ET AL., 2022).

Os inibidores da ECA (IECA) sdo altamente seletivos por néo interagirem com nenhum outro
componente do SRA, e sua agédo consiste em atenuar ou anular a resposta da ANG-1 (relativamente
inativa), o que ndo ocorre com a ANG-I1 (altamente ativa). Por possuir variados substratos de acordo
com o local de agédo, a ECA pode estar relacionada a inducédo de efeitos colaterais ndo associadas a
ANG-II. Os iIECAs atuam aumentando os niveis de bradicinina (vasodilatador) e como consequéncia,
o0 estimulo a biossintese de prostaglandina, ambos relacionados ao efeito farmacoldgico do farmaco
(Goodman et al., 2005). Segundo a revisdo conduzida por Heran et al. (2008) com 12.954 participantes
durante 6 semanas, a avaliacdo do quanto essa classe de anti-hipertensivo incluindo o ramipril (marca:
Altace), captopril (Capoten), enalopril (Vasotec), fosinopril (Monopril), lisinopril (Prinivil, Zestril) e
quinapril (Accupril), reduz a presséao arterial e se existe diferencas entre as drogas especificas entre si,
ndo demonstrou diferenca hipotensora clinicamente significativa entre os diferentes iECAS; o efeito
na reducdo da PA é modesto e a magnitude com %2 dose maxima recomendada ou mais € de -8/-5mmHg
(HERAN et al., 2008).

Alguns efeitos colaterais estdo associados ao uso de iIECA em pacientes hipertensos cronicos,
como fraqueza, cdibras, hipovolemia, disfuncdo erétil, arritmias ventriculares, edema maleolar,
cefaleia latejante, tonturas, rubor facial, tosse seca, piora de funcdo renal e hiperpotassemia
(BARROSO et al., 2020). A agéncia regulatéria norte-americana, Food and Drug Administration
(FDA), apontou que o uso de IECA durante o primeiro trimestre de gravidez, aumenta
consideravelmente o risco de malformacao fetal congénita, o que inclui: oligohidramnio, retardamento
do crescimento intra-uterino, displasia renal, andria, insuficiéncia renal e morte, quando comparados

com bebés ndo expostos ao medicamento durante a mesma fase gestacional (COOPER et al., 2006).
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2.3.5 Hipertenséo Arterial e COVID-19

A COVID-19 é a doenca causada por um novo coronavirus denominado SARS-CoV-2,
responsavel pelo quadro patoldgico de sindrome respiratoria aguda grave em humanos. Foi anunciada
pela primeira vez em 31 dezembro de 2019, na capital Wuhan, provincia de Hubei na China, e
rapidamente culminou em uma grave crise em salde a nivel global. O virus SARS-CoV-2 pertence ao
subgénero Sarbecovirus e familia Coronaviridae, sendo o 7° coronavirus identificado como agente
infeccioso humano (OMS, 2021).

O SARS-Cov-2 utiliza uma glicoproteina de membrana, chamada spike, como mecanismo
infeccioso celular. Alguns receptores de membrana em células humanas ja foram identificados, e
servem como “porta” de entrada para a patogénese do coronavirus, incluindo: serina protease
transmembrana 2 (TMPRSS2) (MATSUYAMA, S. et al., 2020; SUNGNAK et al., 2020), receptores
de acido sialico (TORTORICI et al., 2019; HULSWIT, R. et al., 2019), indutor de metaloproteinase
de matriz extracelular (CD147, também conhecido como basigina) (CHEN, Z.; et al., 2005) e catepsina
BelL (OU, X. etal., 2020). Além disso, o receptor da enzima conversora de angiotensina-2 (rECA>)
demonstrou ser um co-receptor do SARS-Cov-2. Levando em consideracdo a presencga dos rECAzem
diversos tecidos no corpo humano (rins, células do endotelio, miocardio, mucosa gastrointestinal,
pulmdes, por exemplo), quanto maior densidade de receptores da ECA, em um determinado tecido,
maior a gravidade do desenvolvimento da COVID-19 (LETKO, M. et al., 2020; WANG, Q. et al.,
2020; GUZZI, P.H. et al., 2020).

Com isso, hd uma enorme preocupacao quanto ao tratamento anti-hipertensivo, principalmente
com a abordagem utilizando vias presentes no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
(inibicdo da ECA ou bloqueadores do receptor de angiotensina-11) pela contribuicdo no aumento de
efeitos colaterais que estimulem o agravamento no quadro clinico da doenca (GHEBLAWI, M. et al.,
2020; SOMMERSTEIN, R. etal., 2020; DANSER, A.J. et al., 2020). Diante disso, torna-se um desafio
médico-cientifico a compreensdo dos mecanismos envolvidos na interacéo receptores ECAz e SARS-
Cov-2, como também a avaliacdo do tratamento anti-hipertensivo utilizando as vias de IECA/BRA,

como fatores negativos ao prognostico de pacientes hipertensos com COVID-19.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Purificar e avaliar a atividade anti-hipertensiva de peptideos obtidos da digestdo
gastrointestinal in vitro da biomassa da cianobactéria Arthrospira platensis.

4.2 Objetivos Especificos

e Realizar uma revisdo sistematica para verificar as algas como potenciais fontes de bioativos
anti-hipertensivos;

e Extrair de peptideos anti-hipertensivos em modelo de digestdo in vitro em condig¢des
fisiologicas simuladas;

e Avaliar atividade inibidora da ECA das proteinas da A. platensis ap0s processo de digestdo in
vitro em condigdes fisioldgicas simuladas;

e Purificar os peptideos e avaliar quanto atividade de inibicdo da ECA,;

e Patentear produto constituido por peptideos anti-hipertensivos obtidos da A. platensis;

e Revisar e analisar quantitativamente a resposta de biomarcadores classicos de fun¢éo renal
através do uso isolado da Arthrospira ou adicionado de outros ingredientes ativos no

tratamento de doencas renais.
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RESUMO

A hipertensdo é um fator que contribui para o risco de doencgas crbnicas. A inibicdo da enzima
conversora de angiotensina-l (ECA) € uma abordagem terapéutica Gtil para o tratamento da
hipertensdo. Devido a sua biomassa ser rica em proteinas, as algas tém sido uma alternativa para a
producéo de peptideos inibidores da ECA (iIECA) a partir da hidrolise enzimética. O objetivo deste
estudo foi revisar sistematicamente a literatura relativa a producdo, composicdo e atividade dos
peptideos de IECA derivados das proteinas de algas. Pesquisas sistematicas em base de dados
identificam 648 artigos relacionados. Ao final da triagem, apenas 14 foram selecionados de acordo
com os critérios de elegibilidade para esta revisdo. As macroalgas sdo mais estudadas do que as
microalgas como fontes de peptideos de iIECA. Além disso, os hidrolisados por termolisina ou
bromelaina exibiram a maior atividade de iIECA em comparagdo com outras enzimas. As principais
caracteristicas dos peptideos com elevada inibi¢do da ECA séo baixo peso molecular, sequéncia curta
de aminoacidos e padrdo de inibicdo ndo-competitivo. Estudos in vivo utilizando hidrolisados e
peptideos derivados de proteinas de algas mostraram atividade anti-hipertensiva em ratos
espontaneamente hipertensivos (SHR). Assim, sugere-se que o0s peptideos de iECA, derivados de

algas, podem ser considerados como potenciais anti-hipertensivos.

PALAVRAS-CHAVE: hidrolisado de proteinas de algas, anti-hipertensivo, peptideos bioativos,

hipertenséo, peptideo inibidor.
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INTRODUCAO

A American College of Cardiology (ACC) e a American Heart Association (AHA) definem
a hipertensao arterial sisttmica (HAS) como uma doenca caracterizada pela persisténcia dos niveis de
pressdo arterial elevada (presséo arterial sistolica > 140 mmHg e pressdo arterial diastolica > 90
mmHg), estando associada ao risco de desenvolvimento de doengas cronicas, incluindo doengas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral, doengas renais e diabetes (CAPPUCCIO & MILLER
2016; WHELTON et al. 2018). A nivel mundial, estima-se que a pressao arterial elevada afeta 1 bilhdo
de pessoas, aumentando para mais de 1,6 bilhdes até 2025 (FERREIRA-SANTOS et al. 2017;
HIPPAUF et al. 2016; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013). A hipertensdo pode ser
prevenida através da diminuicdo da ingestdo de sal, gorduras saturadas e trans, e pela mudanga no
estilo de vida (BROOK et al. 2013). Atualmente, o controle da hipertensdo pode ser feito pelo uso de
drogas anti-hipertensivas, tais como: diuréticos, bloqueadores dos canais de calcio, beta-bloqueadores,
bloqueadores dos receptores de angiotensina-11 e inibidores da enzima de conversdo de angiotensina-
| (ACE; EC 3.4.15.1) (MCMANUS et al. 2012).

Um dos principais mecanismos de controle da pressédo arterial € o sistema de renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) (CHEN et al. 2018). Quando o sistema € ativado, a renina é
secretada do aparelho de justaglomerular do rim, clivando a glicoproteina angiotensinogénio circulante
para formar a angiotensina I. A ECA, uma carboxipeptidase dipeptidica contendo zinco, promove a
conversao da angiotensina-1 para o potente vasoconstritor de angiotensina-11 (PUTNAM et al. 2012) e
ativador de aldosterona. A aldosterona, que atua sobre a glandula adrenal, promove a reabsorcéo de
sodio, retencdo de agua e perda de potassio e magnésio, modulando assim o volume do espaco
extracelular e a pressdo sanguinea (SPAT & HUNYADY 2004). O ECA é também responsavel pela
inativacdo da bradicinina, um vasodilatador no sistema Calicreina-Cinina (SCC) (CHENG et al. 20009,
ERIKSSON et al. 2002).

A inibicdo da ECA é considerada uma abordagem terapéutica util no tratamento da hipertenséo
(LAHOGUE ET AL. 2010) e por isso, uma via importante para o desenvolvimento de farmacos para
controlar a pressdo arterial elevada. Muitos inibidores da ECA (iECA) sintetizados quimicamente, tais
como: Captopril©, Enalapril©, Alcacepril© e Lisinopril©, sdo atualmente utilizados no controle da
hipertensio (GARCIA-MORA et al. 2017). No entanto, podem causar Varios efeitos secundarios,
como tosse seca, perturbacdes do paladar, erupcao cutanea, insuficiéncia renal (COOPER et al. 2006).
A busca por os peptideos iECA derivados de compostos naturais tem sido uma alternativa emergente
por, possivelmente, apresentar reduzido ou nenhum efeito secundario, quando comparados com 0s
medicamentos sintéticos anti-hipertensivos (UDENIGWE & ALUKO 2012). Os peptideos iECA
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foram obtidos a partir de vérias fontes de origem natural, como a aveld (LIU et al. 2018), leite kefir
(AMORIM et al. 2019), frango (MAS-CAPDEVILA et al. 2018) e algas (XIE et al. 2018).

As algas sdo organismos vivos multicelulares ou unicelulares ricos em biocompostos com
varias aplicagdes biotecnoldgicas (KIURU et al. 2014, LOUREIRO et al. 2018, FITZGERALD et al.
2011). Por exemplo, a fracdo lipidica pode ser utilizada como producdo de biodiesel renovavel e
sustentdvel (FRUMENTO et al., 2013, ARATBONI et al., 2019, FALKOWSKI, 2004); a biomassa
inteira pode ser aplicada na biorremediacdo de aguas residuais (SALAMA et al., 2019) e na aquicultura
(ALLEN et al., 2019); compostos bioativos como peptideos, proteinas, &cidos gordos, metabolitos
secundarios tém propriedades benéficas para a saide (DEROSE et al., 2019, PRIYADARSHANI &
RATH, 2012) com acéo anti-inflamatoria (FERNANDO et al., 2016), anti-cancerigena (ZHANG et
al., 2019), antimicrobiana (PANE et al., 2015) e iECA (DENG et al., 2018). Assim, o objetivo deste
estudo, foi revisar sistematicamente a literatura relativa a producdo, composicao e atividade dos

peptideos iIECA derivados de proteinas de algas.
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MATERIAIS E METODOS

ESTRATEGIA DE BUSCA

Foi realizada uma pesquisa bibliogréfica utilizando as bases de dados eletrénicas: PubMed,
Springerlink, ScienceDirect e Molecular Diversity Preservation International (MDPI), de 2012 a
2019. Palavras-chave e termos de pesquisa (individualmente ou combinados) foram "peptideos

inibidores da ECA", "peptideos inibidores", "enzima conversora de angiotensina-1", "algas".

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os estudos considerados elegiveis foram os escritos em inglés, descrevendo a atividade iECA
de peptideos isolados de algas. Foram excluidos artigos de revisdo, comunicacfes curtas, cartas,

comentarios, resumos de congressos e estudos com informacéo insuficiente.

AVALIACAO DO RISCO DE VIES E CRITERIOS QUALITATIVOS

O Meta Analysis of Statistics Assessment and Review Instrument (MASTARI) (O Manual de
Revisdo do Instituto Joanna Briggs, 2014), com algumas modificacdes, foi utilizado para verificar o
risco de enviesamento de cada estudo. Sete critérios de qualidade foram avaliados utilizando as
seguintes perguntas: (1) "O artigo relata o procedimento para obter compostos bioativos?”, (2) "O
artigo relata a descri¢éo do processo de realizacdo da atividade bioldgica in vitro?", (3) "O artigo relata
0 peso molecular dos peptideos? ", (4) "O artigo caracteriza os peptideos de iECA?", (5) "O artigo
descreve 0 modo de inibicdo dos peptideos de iIECA?", (6) "O artigo utiliza uma sequéncia diferente
de métodos para identificar os peptideos?"” e (7) "O artigo determina o 1C50 do peptideo?".

Cada artigo foi avaliado como "sim", "ndo", "pouco claro™ ou "ndo aplicavel” e o risco de
enviesamento foi classificado de acordo com a soma das marcas de "sim™ recebidas como se segue: 0
a 49% (alto risco de enviesamento), 50 a 70% (risco médio de enviesamento), 71 a 100% (baixo risco

de enviesamento). Além disso, a frequéncia do "sim™ para cada critério foi utilizada para verificar a
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sua qualidade e classificada como boa (>70%), moderada (70 < critérios de qualidade < 50%) e baixa
(<50%).

RESULTADOS

A figura 1 mostra o fluxograma para a selecdo do estudo. Através da pesquisa bibliografica,
obtivemos 295 artigos do PubMed, 253 artigos do ScienceDirect, 55 artigos do SpringerLink e 45
artigos do MDPI, totalizando 648 artigos. Foi identificado um total de 640 artigos ap6s a remocao de
duplicados. O titulo e o resumo foram examinados e apenas 15 artigos foram selecionados para
avaliacdo do texto completo. Destes, 1 artigo foi excluido porque a atividade da iECA foi avaliada
utilizando extratos proteicos de algas em vez de peptideos purificados.

Um total de 14 artigos elegiveis foram submetidos a uma avalia¢do do risco de enviesamento
sobre o protocolo Meta Analysis of Statistics Assessment and Review Instrument (MASTARI) (THE
JOANNA BRIGGS INSTITUTE REVIEWERS' MANUAL, 2014; GADIOLI et al. 2018) com
algumas modificacdes. Todos os estudos foram considerados com "baixo risco de enviesamento”,
porque a frequéncia do "sim™ era superior a 70%. Assim, nenhum estudo foi retirado da reviséo
(Tabela I). Como se mostra no Quadro I, os critérios de qualidade 1, 2, 4, 6 e 7 foram atendidos por
mais de 70% dos estudos, sendo classificados como "bons"”, enquanto os critérios 3 e 5 foram
respondidos por 50% dos estudos, obtendo-se uma qualidade "moderada”.

Um total de 13 espécies de algas foram identificadas com potenciais atividades iECA (Quadro
). As macroalgas (n = 9) pertencem a divisdo Chlorophyta (Algas Verdes) (n = 5),
predominantemente do género Ulva, seguida pela divisdo Rhodophyta (Algas Vermelhas) (n = 4).
Microalgas (n = 5) inclui a divisdo principal Chlorophyta (Algas Verdes), sendo todos 0s géneros

Chlorella, seguidos pela divisdo Ochrophyta (n = 1) e Haptophyta (n = 1).
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Figura 1. Fluxograma para identificacdo e selecéo de estudos adaptado de Moher et al. (2009).
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Tabela I. Avaliagdo do risco de enviesamento e critérios de qualidade dos estudos selecionados para a revisdo sistematica sobre os peptideos iECA de algas.
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Referéncias Oartigorelatao  Oartigorelataa O artigorelatao O artigo O artigo O artigo utiliza O artigo Porcentagem de
procedimento descrigdo do peso molecular caracteriza os descreveomodo  uma sequéncia determinao respostas
para aobtencdo  processo de dos peptideos? peptideosiECA?  de inibicdo dos diferente de positivas (sim)
de compostos realizacdo da peptideos de métodos para peptideo? para cada estudo
bioativos? atividade iECA? identificar os que atingiu o

bioldgica peptideos? risco de
2 enviesamento

Pan et al. (2016) S S S S S S S 100

Wu et al. (2016) S S N S N S S 714

Paivaetal. (2016) S S N S S S S 85.7

Furuta et al S S N S N S S 714

(2016)

Cao etal. (2017) S S N S N S S 714

Joel et al. (2018) S S N S S S S 85.7

Garcia-Vaquero S S S S N S N 714

et al. (2018)

Deng et al. (2018) S S S S S N S 85.7

Sun et al. (2019) S S N S N S S 714

Koetal. (2012) S S S S S S S 100

Samarakoon et S S S S N S S 85.4

al. (2013)

Wu et al. (2014) N S N S S S S 85.4

Linetal. (2018) S S S S N S S 714
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Xie et al. (2018) S S S S S N S 71.4
Percentage of 100 100 50 100 50 85 92
positive answers
(yes) for each
quality criteria
(%)
S = Sim; N = Néo; PC = Pouco claro; NA= Nao aplicavel.
Quadro I1. Porcentagem de respostas positivas (sim) para cada critério de qualidade.
s o Porcentagem
Critério qualitativo (%)
O artigo relata o procedimento para a obtencdo de compostos bioativos? 100
O artigo relata a descricdo do processo de realizacdo da atividade bioldgica in vitro? 100
O artigo relata o peso molecular dos peptideos? 50
O artigo caracteriza os peptideos IECA? 100
O artigo descreve 0 modo de inibicao dos peptideos de iIECA? 50
O artigo utiliza uma sequéncia diferente de métodos para identificar os peptideos? 85
O artigo determina o IC50 do peptideo? 92
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Quadro Il1. Peptideos inibitérios da ECA derivados de algas.

Espécies Enzimas Método de Purificacao Peptideos 1Cso Padréao de Referéncia
Inibicéo
Macroalgas
Enteromorpha Ultrafiltracdo (UF), gel filtracdo PAFG 35.9 uM N&o-competitivo  Pan et al.
clathrata Alcalase sephadex G-15 e cromatografia (2016)

liquida de alto desempenho em
fase reversa (RP-HPLC)

Bangia. fusco- Pepsinae Sephadex G-15 coluna ALLAGDPSVLEDR, 57.2+50e66.2 % - Wu et al
purpurea tripsina chromatogréafica, RP-HPLC VVGGTGPVDEWGIGAR 4.2 pg/mL (2016)
Pepsina e UF, sephadex G-25 coluna de IP, AFL 0.020 e 0.023 N&o-competitivo, Paiva et al.
Ulva rigida bromelaina exclusdo por peso molecular, mg/mL competitivo (2016)
RP-HPLC
UF, Sephadex G-25 coluna gel LRY 0.044 uM - Furuta et al.

Palmaria palmata Termolisina filtracdo, RP-HPLC (2016)

Gracilariopsis Tripsina Sephadex G-15 coluna gel QVEY 474.36 uM - Cao et al.

lemaneiformis filtragcdo , cromatografia de (2017)

interacdo hidrofébica (HIC)

Caulerpa Termolisina UF, RP-HPLC FDGIP, AIDPVRA 58.89 +0.68 e Comepetitivo, Joel et al

lentillifera 65.76 £ 0.92uM competitivo (2018)

Ulva luctua Papaina UF, HPLC 48 peptideos diferentes - - Garcia-
Vaquero et
al. (2019)

Gracilariopsis Tripsina UF FQINMCILR, TGAPCR 9.64+0.36¢ N&do-competitivo, Deng et al.

lemaneiformis 23.94 +0.82 uM  Néao-competitivo  (2018)




Quadro I11. Continuagéo...
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UF, colunas gel filtracéo 219.35 e 236.85 - Sun et al.
Ulva intestinalis Tripsina Sephadex G-25 , Sephadex G- FGMPLDR, MELVLR uM (2019)
15; RP-HPLC
Microalgae
Chlorella Alcalase UF, coluna gel filtragéo VGGY 128.4 uM Competitivo Ko et al
ellipsoidea Sephadex G-25; RP-HPLC (2012)
Nannochloropsis Pepsina UF, coluna gel filtracao GMNNLTP, LEQ 123 e 173 uM - Samarakoon
oculata Sephadex G-25 ; RP-HPLC et al. (2013)
Isochrysis galbana Tripsinaa Coluna gel filtracdo Sephadex YMGLDLK 36.1 uM N&o-competitivo Wu et al.
G-25; HIC (2014)
Chlorella Protease N Coluna gel filtragdo Sephadex WV, VW, IW, LW 307.61, 0.58, 0.50, - Lin et al
sorokiniana G-15; HPLC e 1.11 uM, (2018)
Pepsina,
Chlorella vulgaris tripsina e - TTW, VHW 0.61+0.12e091 N&o-competitivo, Xie et al.
quimiotripsina +0.31 uM Nao-competitivo  (2018)

(in silico)




Quadro 1V. Efeitos da administracdo de hidrolisados e peptideos derivados de algas na pressao arterial sistélica (PAS) de
hipertensivos.

ratos espontaneamente
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Espécies Peptideos PAS redu¢do méxima (mmHg) Referéncia
Chlorella ellipsoidea VEGY -22.8 mmHg ap6s 4 h Ko et al. (2012)
Chlorella vulgaris TTWT - 35 mmHg ap6s 2 h Xie et al. (2018)
VHW - 50 mmHg apds 2h
Chlorella sorokiniana -11.1 mmHg ap6s 6 h Lin et al. (2018)

-21 mmHg apos 6 h

Gracilariopsis lemaneiformis TTWT - 34 mmHg ap6s 2 h

VHW - 27 mmHg ap6s 2 h

Deng et al (2018)
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Métodos de producéo dos peptideos iECA

Os peptideos foram produzidos por hidrdlise enzimatica usando uma Unica enzima ou
combinacBes enzimaticas. As enzimas foram obtidas do trato gastrointestinal (pepsina, tripsina e
quimotripsina), origem microbiana (alcalase e termolisina) e/ou proteases vegetais (bromelaina e
papaina). A tripsina tem sido amplamente utilizada para hidrolisar proteinas derivadas de algas (n =
6). Alguns autores (n = 7) relataram atividades de IECA apds a hidrolise enzimatica e 0s maiores graus
de inibicdo foram em hidrolisados usando termolisina ou bromelaina.

Métodos distintos podem ser utilizados isolados ou em combinacéo para purificar os peptideos
(Quadro I1). Os peptideos foram purificados a partir de proteinas de algas por ultrafiltracdo (UF) (n
= 9), coluna de filtracdo em gel Sephadex G-25 (n= 6), coluna de filtracdo em gel Sephadex G-15 (n=
5), cromatografia de interacdo hidrofobica (CIH) (n= 2) e/ou cromatografia liquida de alto rendimento
de fase reversa (RP-HPLC) (n= 10). Como se mostra no Quadro Ill, as sequéncias de peptideos
derivados de proteinas de algas sdo de cadeia curta e contém aminoacidos aromaticos na sua sequéncia.
Além disso, ha correlagdo entre peptideos de baixo peso molecular e bioatividades elevadas. A
atividade dos peptideos é expressa no valor IC50, que é a concentracdo do peptideo que inibe 50% da
atividade da ECA.

Meétodos de inibicdo da ECA in vitro

Burk. A inibicdo ndo competitiva (n= 5) e competitiva (n= 4) foram os mecanismos de inibicdo dos
peptideos da IECA. Entre estes, os inibidores ndo-competitivos mostraram melhores valores de 1C50
quando comparados com outros mecanismos de inibicdo (Quadro 111).

Vérios ensaios in vitro foram utilizados para a determinacdo da inibicdo da ECA. O método
mais utilizado (n= 11) é descrito por Cushman & Cheung (1971) em que a concentracao de acido hip-
purico de hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) substrato da ECA é quantificado; seguido pelo método
que utiliza furanacroloil-Phe-Glu-Glu (FA-PGG) como outro subtrato da ECA (n= 2) e, finalmente,
pelo kit de deteccdo de 3-hidroxibutirato (3-HB) produzido a partir de 3-hidroxibutiril-Gly-Gly-Gly
(3HB-GGG) (n=1).
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Anélise do potencial anti-hipertensivo de peptideos contidos em micro e macroalgas em ratos

espontaneamente hipertensos

Peptideos purificados e proteinas hidrolisadas com atividade anti-hipertensiva foram
investigados em ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) (Quadro V). A maioria dos peptideos e
proteinas hidrolisadas de microalgas (n= 3), principalmente macroalgas do género Chlorella e
Gracilariopsis (n= 1), mostraram efeitos anti-hipertensivos in vivo. As doses utilizadas nos estudos
variaram de 5 a 60 mg/kg e, em todos os casos, foram encontrados efeitos positivos de reducdo da
pressao arterial.

DISCUSSAO

Macroalgas e microalgas séo consideradas fontes de proteinas, hidratos de carbono, minerais,
vitaminas (FITZGERALD et al., 2011, LARSEN et al., 2011) e podem acumular > 50% de proteinas
na sua matéria seca (BECKER, 2007). Devido a estas propriedades, os peptideos com atividade anti-
hipertensiva foram isolados de vérias algas e cianobactérias (HE et al., 2013). Entre as espécies de
algas, Ulva e Chlorella (Chlorophyta) sdo as principais fontes de peptideos iECA (Quadro 111). De
fato, as algas da divisdo Chlorophyta sdo as mais promissoras a serem exploradas como fontes de
peptideos bioativos, devido ao seu elevado conteudo proteico quando comparadas com outras divisdes
(GARCIA-VAQUERO, 2018).

Os peptideos bioativos sdo definidos como sequéncias de peptideos dentro de uma proteina
com efeitos benéficos nas funcgdes corporais e/ou com impactos positivos na satde humana (KITTS &
WEILER, 2003). E libertado por hidrélise enzimatica e por processo de fermentacio (ABDEL-
HAMID et al., 2017; BABINI et al., 2017; WANG et al., 2013). No entanto, 0 metodo de hidrélise
enzimatica tem vantagens quando comparado com a fermentacdo, porque € facil de escalar e
geralmente tem um tempo de reacdo mais curto do que a fermentacdo microbiana (DALIRI et al.,
2017). Os peptideos bioativos libertados da hidrolise enziméatica mostraram multi-bioatividade,
incluindo antioxidante (JANG et al., 2017), anti-inflamatério (JOSHI ET AL., 2016) e anti-
hipertensivo (LIN et al., 2018). Sao relatadas diferentes enzimas responsaveis por hidrolisar proteinas
da biomassa de algas e para produzir peptideos de IECA. Espécies de algas, enzimas, método de
purificacdo, peptideo, valor de IC50 e padrdo de inibicdo podem ser vistos no Quadro IlI.

Diversos estudos descrevem o tipo e concentracdo de protease para obter peptideos bioativos
especificos. Além disso, é possivel utilizar uma Unica enzima ou duas ou mais enzimas (KIM &

WIJESEKARA, 2010). Condigdes fisico-quimicas das enzimas no processo e condigdes de hidrolise,
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tais como temperatura e pH, séo fatores importantes na composicao do peptideo e na atividade iECA
(GARCIA-VAQUERO, 2018). As proteinas de algas digeridas pela termolisina produzem peptideos
com atividade elevada de iECA. Além disso, estudos anteriores utilizando outros recursos naturais
também revelaram que a termolisina € uma das proteases mais eficientes para a producdo de
hidrolisados com atividade elevada de iECA (GARCIA et al., 2015; NAKASHIMA et al., 2002;
VASQUEZ-VILLANUEVA et al., 2015). De fato, estas enzimas tém vantagens em comparagio com
outras enzimas devido ao seu elevado grau de especificidade na producéo de peptideos de cadeia curta
com residuos de aminoacidos hidrofébicos, tais como Phe ou Leu, que sdo importantes para a atividade
dos peptideos anti-hipertensivos (PANK et al., 1982).

A bromelaina é a segunda enzima mais utilizada para obter extrato de algas com elevada
atividade de iECA. O uso isolado de bromelaina nas algas Ulva rigida resultou em 1,4 vezes mais do
que o uso em combinagdo com tripsina (PAIVA et al., 2016). Isto sugere que a termolisina e a
bromelaina tem potencial para ser utilizada para produzir peptideos de IECA derivados de algas, uma
vez que os hidrolisados libertados tém elevada inibi¢cdo de ECA quando libertados por outras enzimas.

No entanto, a sele¢do da enzima tem um papel fundamental na composicdo dos aminoacidos.
A utilizacdo da mesma enzima em diferentes espécies de algas pode causar um perfil de diferentes
peptideos (Quadro I11), uma vez que as algas vermelhas tém quantidades baixas de leucina e isoleucina,
enquanto as algas marrons tém frequentemente metionina e cisteina limitadas (DAWCZYNSKI et al.,
2007; MISURCOVA et al., 2014). Por conseguinte, a sele¢io das espécies de algas é também um fator
importante para a producdo de peptideos com elevada atividade de iECA.

O peso molecular dos peptideos influencia na atividade da iECA (PUJIASTUTI et al., 2019).
Com o objetivo de separar os peptideos com base no seu peso molecular, um dos métodos de
fracionamento € o Ultrafiltracdo (UF), que consiste em separar peptideos de acordo com o seu tamanho
utilizando uma membrana com diferentes cut-off (CAO et al., 2017; SUN et al., 2019). Ko et al. (2012)
relataram que <5 kDa fracdo de hidrolisados de Chlorella ellipsoidea tinham maior atividade iECA
(ICs0 = 0,89 +0,04 mg mL™?), enquanto essa proteina digerida de Ulva rigida em fragdo < 1kDa obteve
valor 1Cso de 0,095 + 0,003 mg mL™. Estudos semelhantes utilizando outras fontes naturais tinham
demonstrado o maior efeito anti-hipertensivo em fracdes com baixo peso molecular (UG et al., 2019;
VASQUEZ-VILLANUEVA et al., 2015).

Para aumentar a bioatividade, as fracdes com maior atividade iIECA sao purificadas apds o
processo UF (FURUTA et al.. 2016; PAIVA et al., 2017). Diferentes métodos de cromatografia, tais
como a coluna de filtracdo em gel, CIH e HPLC (CAO et al., 2017), sdo utilizados isolados ou em
combinacdes (Tabela I11). Pan et al. (2016) relataram uma diminuicdo no valor de IC50 de peptideos

de Enteromorpha clathrata de 12,14 mg mL™ no extrato hidrolisado por enzimas para 0,255 mg mL™*
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na Ultima etapa de purificacdo. Samarakoon et al. (2013) relataram que a fragdo < 5kDa dos
hidrolisados de Nannochloropsis oculata apresentou um ICso de 2,721 + 0,13 mg mL™ e, apds o
processo de purificagdo, o valor de ICso diminuiu para 0,090 + 0,002 mg mL™. Os hidrolisados de
Chlorella sorokiniana com ICso de 0,035 + 0,002 diminuiram para 0,015 mg mL™ ap6s as etapas de
purificacdo cromatografica de exclusdo de tamanho e RP-HLC (LIN et al., 2018). Estes resultados
sublinham que a adicdo de purificacdo € um passo importante para fornecer peptideos com elevada
atividade de iIECA.

O perfil dos aminoacidos pode contribuir para a atividade de iECA. Os peptideos LRY, IP e
VHW apresentaram os valores mais baixos de ICso (0,044 uM, 0,020 mg mL™? e 0,31 uM,
respectivamente) (Tabela I11). Estes trés peptideos tém um teor de aminoacidos hidrofébicos no C-
terminal que contribui para uma atividade elevada. A composicéo dos residuos de aminoacidos dos
peptideos C e N-terminais de iECA tem efeitos significativos no nivel de inibicdo da ECA (LIN et al.
2018), especialmente quando o residuo C-terminal é Tyr, Phe, Pro, Trp ou Leu e o residuo N-terminal
€ um aminoacido hidrofobico de cadeia ramificada alifatica. Além disso, LRY, IP e VHW séo
compostos por 2 a 3 aminoacidos, que tambem podem desempenhar um papel crucial nas atividades
IECA. De acordo com estudos anteriores, a maioria dos peptideos sdo curtos, com 2 a 12 residuos de
aminoacidos e podem interagir mais facilmente no sitio ativo da ECA, melhorando a atividade
inibitéria (L1 et al., 2018; WU et al., 2006).

O padrdo de inibicdo da ECA do peptideo purificado derivado de algas foi estimado por
gréaficos Lineweaver - Burk. Os peptideos podem ter um padrdo de inibicdo ndo-competitivo ou
competitivo. O padrdo de inibicdo ndo competitiva € definido quando o inibidor se liga a um sitio
diferente do sitio ativo da enzima, altera a conformacao estrutural e diminui a atividade (KIM &
WIJESEKARA, 2010), enquanto no padrdo de inibicdo competitiva, o inibidor liga-se ao sitio ativo
da enzima, impedindo a ligacao do substrato. Os peptideos ndo-competitivos tém valores de 1Cso mais
baixos quando comparados com o0s peptideos competitivos (Quadro I11). Contudo, a relagédo entre a
atividade da iECA e o padrdo de inibicdo ainda sdo pouco explicadas, por isso, sd0 necessarias mais
investigacOes para esta elucidacéo.

A atividade da IECA pode ser avaliada por diferentes métodos in vitro. O método descrito por
Cushman & Cheung (1971) é o mais utilizado. Outros métodos foram listados para superar a menor
seletividade e sensibilidade (SHALABY et al., 2006). A utilizacdo do substrato FAPGG tem sido uma
alternativa a determinacdo da atividade iECA (HENDA et al., 2013; SHALABY et al., 2006). Além
disso, outras técnicas analiticas podem ser utilizadas para quantificar a atividade da ECA, como o 3-
HB produzido a partir de (3HB-GGG) furanocryloyl.
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A biodisponibilidade dos peptideos pode ser alterada apos a administracio oral. E importante
que estes peptideos sejam resistentes a acdo das enzimas do trato gastrointestinal para chegarem a
corrente sanguinea (JAO et al., 2012). Lin et al. (2018) examinaram os efeitos anti-hipertensivos da
C. sorakiniana hidrolisada em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) a duas doses, 30 e 60 mg/kg
de peso corporal, e observaram uma atividade mais elevada a 60 mg/kg. Uma dose Unica (10 mg/kg
p.c) do peptideo VEGY de C. elipsoidea foi administrada sobre uma SHR e resultou numa reducéo da
pressao arterial apos 4 horas de administracdo oral (KO et al., 2012). Contudo, entre os peptideos
avaliados por ensaios in vivo (Quadro 1V), dois peptideos derivados das proteinas C. vulgaris, TTWT
e VHW, tiveram uma atividade anti-hipertensiva mais eficaz (XIE et al., 2018). No peptideo VHW, a
presenca de residuos de Val em N-terminal e de aminoacido aromético em C-terminal na cadeia curta
do peptideo poderia contribuir para uma maior inibicdo da ECA quando comparada com outros
peptideos. Embora tenham sido obtidos efeitos anti-hipertensivos significativos, ainda ha informacéo
limitada sobre os efeitos in vivo dos peptideos derivados de algas. Por conseguinte, sdo necessarios
estudos adicionais sobre biodisponibilidade in vivo para melhor compreender os efeitos destes

peptideos anti-hipertensivos.

CONCLUSAO

Os peptideos iIECA derivados de macroalgas e microalgas tém um potencial anti-hipertensivo.
No entanto, poucos estudos com proteinas de microalgas foram publicados, indicando que séo
necessarias mais investigacdes utilizando microalgas. Os resultados sugerem que as enzimas
termolisina ou bromelaina sdo promissoras para produzir hidrolisados com elevada atividade de iECA.
Além disso, este estudo indicou que os peptideos curtos com aminoacidos hidrofobicos no C-terminal
e com padrédo de inibicdo ndo-competitivo sdo mais eficazes. Alguns estudos utilizando modelos in
vivo mostraram efeitos anti-hipertensivos significativos. No entanto, é necessario muito mais analises

in vivo para compreender a eficacia do peptideo iECA derivado de algas.
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RESUMO

A hipertenséo é caracterizada por um aumento anormal dos niveis de pressdo arterial e esta relacionada
ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Um dos mecanismos responsaveis pela homeostase
pressorica ¢ o complexo enzimatico formado pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS).
Arthrospira platensis (sin. Spirulina platensis) é uma cianobactéria da familia Oscillatoriaceae
amplamente comercializada e estudada por apresentar propriedades quimicas e bioldgicas de alto
interesse em biotecnologia. Neste estudo, a biomassa de A. platensis foi submetida a digestéo
gastrointestinal in vitro para obter peptideos inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina-I
(iIECA). Apos a digestdo gastrointestinal in vitro utilizando sequencialmente as enzimas pepsina e
pancretina a 37°C, o hidrolisado mostrou atividade de iIECA de 56,47+0,22 e IC50=1.12+0,12 mg/mL.
Em seguida, o hidrolisado foi ultrafiltrado gerando fragfes com atividades iIECA de: < 3kDa =
90,43+0,89, 3-10kDa= 73,06 0,96 e >10kDa = 61,00+0,79. A fracdo < 3kDa demonstrou 1C50=
0,001+0,36 mg/mL. A fragéo < 3kDa foi selecionada para o procedimento de purificacdo dos peptideos
IECA utilizando FPLC-Superdex G-75 e SOURCE™ RPC 3-mL como métodos cromatograficos.
Ap0s as etapas de purificacdo, 6 peptideos foram identificados. O método RPC de fase reversa provou
ser mais eficiente na separacdo dos peptideos na faixa de gradiente linear 20-40% de acetonitrile
contendo 0,1% de TFA. Estes resultados iniciais, apoiam 0 uso terapéutico potencial da Arthrospira

platensis como fonte de peptideos inibidores da ECA.

PALAVRAS-CHAVE: microalga; Spirulina; bioativo; hipertensdo; in vitro digestao.
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INTRODUCAO

A hipertensdo é uma Doenga Cronica Ndo-Transmissivel (DCNT) definida por alteracdes nos
niveis de pressdo arterial sistolica (PAS) acima de >140 mmHg e niveis diastélicos acima de >90
mmHg, com fatores de risco relacionados a genética, idade, sobrepeso/obesidade, etnia e estilo de vida.
Segundo a OMS, o nimero de adultos no mundo inteiro com hipertensdo aumentou de 650 milhdes
para 1,28 bilhdes nos tltimos 30 anos (THE LANCET, 2021). O sistema renina-angiotensina (RAS) é
uma via hormonal complexa que visa controlar os eletrélitos sanguineos e regular os niveis de pressao
arterial. Entre as principais enzimas desta via estd a enzima conversora de angiotensina (ECA),
responsavel pela clivagem do decapeptideo inativo angio-lI no vasoconstritor octapeptideo angio-II,
que é o principal responsavel pelos efeitos fisiol6gicos observados (ERDOS, 1976).

Uma das estrategias farmacologicas para o controle PAS ¢ a inibi¢do da ECA, sendo Captopril,
Enalapril, Lisinopril e Benazepril algumas das drogas utilizadas na clinica de hipertensdo (BARROSO
et al., 2021). Embora eficazes, estas iECAs causam varios efeitos colaterais em pacientes cronicos,
como tosse seca, edema angioneurotico, hiperpotassemia, agravamento da funcdo renal na
insuficiéncia renal e risco de malformacdo fetal em mulheres gravidas (BARROSO et al., 2021).
Estratégias terapéuticas anti-hipertensivas naturais tém sido o alvo da busca para prevenir e tratar a
HA, proporcionando eficiéncia no controle da pressdo arterial e reduzindo os efeitos colaterais
associados. A Arthrospira platensis (sin. Spirulina platensis) € uma cianobactéria da familia
Oscillatoriaceae amplamente comercializada e estudada por apresentar propriedades quimicas e
bioldgicas de alto interesse em biotecnologia. A grande disponibilidade de proteinas (cerca de 70% do
peso seco), com inimeros aminoacidos essenciais, vitaminas (complexo B; E, K sdo alguns), acidos
graxos polinsaturados essenciais, pigmentos, fibras e micronutrientes (minerais) a torna um
"Superalimento”, assim ja considerado pela ONU e autorizado pela FDA (Food and Drug
Administration), para consumo humano e animal (FAO, 2019).

Vérios estudos corroboram com as propriedades biologicas presentes de A. platensis
relacionadas com o tratamento ou prevencdo de doencas, por exemplo, cancer (JIANG et al., 2018),
diabetes (NASIRIAN et al., 2018), Alzheimer (TROTTA et al., 2022), Parkinson (TROTTA et al.,
2022) e hipertensdo (GHAEM FAR et al., 2021). No presente estudo, avaliamos a eficiéncia da
digestdo gastrointestinal simulada in vitro utilizando pepsina e pancreatina, sequencialmente, para a
liberacdo de peptideos anti-hipertensivos. Em seguida, foram identificados quanto a sua atividade

inibidora da ECA e pureza.
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

A cianobactéria Arthrospira platensis (UTEX 1926) foi adquirida da Cole¢do de Cultura de
Algas da Universidade do Texas (AUSTIN, TX). A enzima pepsina e pancreatina da mucosa gastrica
de porco, enzima conversora de angiotensina | (ACE; EC 3.4.15.1) do pulméo de coelho, substrato da
enzima conversora de angiotensina | (ACE) hidrato de hippuril-histidyl-leucina (HHL) e bile de bovino
e ovino foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (TEMECULA, CA, EUA). Acetonitrila para
HPLC foi obtida da LiChrosolv®, Ltda. (DARMSTADT, ALEMANHA). Acido trifluoroacético da
Sigma-Aldrich Chemical Co. (TEMECULA, CA, EUA). Todos os outros produtos quimicos eram de
grau analitico. O sistema e as membranas de ultrafiltracdo (UF) foram adquiridos da Millipore Co
(BEDFORD, MA, EUA). A agua deionizada foi obtida através do sistema de purificagéo e filtracéo
de 4gua Milli-Q com uma resistividade de 18 MQ.cm (MILLIPORE, BEDFORD, MA, EUA).

CONDICOES DE CULTURA

A cianobactéria A. platensis foi cultivada autotroficamente em meio liquido padrdo Schlosser
(SCHLOSSER, 1982). As culturas em frascos de Erlenmeyer foram submetidas a agitacdo continua
em shaker a 90 rpm, e temperatura de 30£2°C e intensidade de luz de 50 £ 5 pmol fotGes m-2s-1 durante
13 dias. As células obtidas no final da fase exponencial de crescimento celular foram liofilizadas
usando equipamento a vacuo Christ Alpha 1-4 LD Plus a temperatura de -28°C, pressdo de 0,47 mbar

durante 48 horas, para as seguintes etapas experimentais.

DIGESTAO GASTROINTESTINAL in vitro

A biomassa em p6 de A. platensis foi pesada a 1,6g e submetida a digestdo gastrointestinal
simulada in vitro de acordo com o método descrito em Brodkorb et al., (2019), com algumas

modificagbes. O po liofilizado de A. platensis na proporcdo 1:1 (p/p) foi ressuspenso em solugdo
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eletrolitica oral simulada (SSF) na concentracéo total de 1,5mM. O pH foi ajustado para 2,0 com HCI
1M e a enzima pepsina na concentracdo 2.000 U/mL, solucgdo de reserva de eletrolito e dgua deionizada
foi adicionada e entdo, incubada sob constante agitacdo de 95 rpm em shaker com temperatura
controlada por 2 horas a 37°C, para iniciar a fase gastrica.

Apos as 2 horas de reacdo, a solugdo biliar (C= 200mg/mL a 10mM), enzima pancreatina (C=
100 U/mL) e &gua deionizada foi adicionada para ajustar o pH a 7,0 com NaOH 1M, em seguida,
incubada novamente sob agitacdo constante em shaker a 60 rpm (a 37°C por 2,5 horas). No final da
fase intestinal, as amostras foram aquecidas por 10 minutos a 100°C para inativacdo das enzimas
gastrointestinais. Apo6s o0 aquecimento, os hidrolisados foram transferidos para um banho de gelo por
10 minutos. Os peptideos foram separados por ultrafiltracdo utilizando membrana com tamanho <
3KDa por centrifugacédo (8.000 rpm durante 40 min) e depois ressuspendidos em tampéo Tris-HCI 10
mM (pH 7,0) para entdo verificar atividade anti-hipertensiva e para estimar a concentragdo de
peptideo/proteina. O processo é demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Processo de digestdo gastrointestinal in vitro.
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PURIFICACAO DE PEPTIDEOS DA Arthrospira platensis (AP-3)

O hidrolisado da cianobactéria A. platensis obtido da simula¢do da digestdo gastrointestinal
com pepsina e pancreatina, foi fracionado com uma membrana de tamanho 3kDa. Todo o sobrenadante
obtido foi liofilizado e avaliado para atividade inibitoria da ECA. O grau de inibi¢&o da fracdo 3kDa
foi calculado de acordo com o método descrito em Sangsawad et al. (2017). As concentracBes de
proteinas e peptideos foram determinadas usando o Kit de Ensaio de Proteina BCA Pierce™. A fracao
< 3kDa foi aplicada a FPLC-Superdex Fast Flow Column G-75 HR10/300GL (1,0 cm x 80 cm) (FPLC
AKTA; Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia). A eluicéo foi realizada a uma vazao de 0,5 mL/min
e a absorvancia foi verificada a 215 nm.

Os quatro picos obtidos foram agrupados, concentrados e reaplicados em SOURCE™ RPC 3-
mL coluna de fase reversa (6,4 x 100 mm) (GE HEALTHCARE, PISCATAWAY, NJ, EUA). A
eluicdo foi realizada utilizando a fase movel A (DI dgua contendo 0,1% (v/v) TFA) e a fase mével B
(ACN contendo 0,1% (v/v) TFA). A eluicéo por gradiente comega com 0-20% da fase movel B durante
10 minutos e 20-100% durante 20 minutos a uma taxa de fluxo de ImL/min. A eluicdo foi monitorada
a 215 nm e foram coletadas fracdes de 1mL. A purificacdo foi repetida seis vezes. Os picos da fase
movel apareceram nos primeiros 6 minutos e 0os minutos 23 e 24. Os peptideos foram coletados
separadamente, liofilizados e avaliados para concentracdo de peptideos e atividade de inibicdo da ECA.

Foi verificada a IC50 da fracdo com a maior taxa de inibicdo da ECA.

ATIVIDADE DE INIBICAO DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA-I

A atividade anti-hipertensiva foi realizada usando a metodologia de Cushman & Cheung (1971)
e Sangsawad et al (2017) com modificacdes. As amostras foram testadas para avaliar o grau de inibicéo
da ECA usando como parametro a liberacdo de hippuril-histidyl-leucina (HHL, SIGMA-ALDRICH),
que é seu substrato. Para cada ensaio, 50 pl da solucdo de hidrolisado com 50 ul de solucdo de ECA
(0,33 U/ml) foram pré-incubados em 37°C durante 5 min e depois incubados com 150 pl de substrato
(8,3 MM HHL em tampao de hepes 100 mM com 500mM NaCl a pH 8,3 em 37°C, durante 60 min).
A reacdo foi terminada com a adicdo de 250 pl de HCI 1 M. O éacido hippurico foi extraido com 1500

ul de acetato de etila por evaporagdo em um banho de 4gua em 100°C.
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O residuo foi dissolvido em 1mL de agua destilada e filtrado com uma membrana de 0,45um.
A leitura da amostra foi medida a 228 nm usando espectrofotdmetro. O grau de inibicdo das amostras
foi avaliado contra o controle (ACE + HHL) sendo a referéncia para 100% de atividade, controle
positivo (agua DI + peptideo), controle negativo (HCI + enzima + peptideo) e o teste (amostra + ACE).
Para o controle positivo foi utilizado Captopril® a uma concentracéo de 25 mg/mL.

Atividade de |n|b|gé0 da ECA (%) — (CONTROLE—-CONTROLE BRANCO)—(TESTE—BRANCO)] 100
(CONTROLE—-BRANCO TESTE)

ANALISE ESTATISTICA

Os dados em triplicata foram analisados por anélise de variancia unidirecional (ANOVA), e

comparagOes de meios pelo teste Duncan com a diferenca com um intervalo de confianca de 95%,
usando o software Statistica ®, versdo 10.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ATIVIDADE DE INIBICAO DA ECA DAS FRACOES DA Arthrospira platensis

Digestdo gastrointestinal (DGI) da A. platensis usando sequencialmente as enzimas pepsina e
pancreatina a 37°C produziram peptideos com atividade inibitéria da ECA (iECA) (%) de 56.47+0,22
na amostra ndo fracionada. O IC50 da amostra ndo-fracionada ap6s a DGI foi de 1.12+0,12 mg/mL
(Tabela 1). O hidrolisado foi ultrafiltrado usando membranas com tamanho de < 3kDa, 3-1,0kDa e
>10kDa, respectivamente, obtendo as fracOes para realizar a atividade iECA. A fragdo < 3KDa (AP-
3) demonstrou um aumento significativo na atividade iECA (%) de peptideos da A. platensis com um
valor de 90,43+0,89 superando o controle positivo captopril com atividade iECA (%) de 84.43+0,61.
O IC50 foi de 0.001+0,36 mg/mL (Tabela 1).

A fracdo AP-3 foi selecionada para proceder com a purificacdo dos peptideos iIECA. Os
peptideos bioativos com baixo peso molecular tém a vantagem de serem capazes de atravessar a
barreira gastrointestinal sem serem tdo facilmente suscetiveis a acdo de enzimas proteoliticas,
preservando assim sua integridade e atividade bioldgica. Além disso, podem ser altamente especificos,
com baixa toxicidade e acimulo de tecidos, grande espectro de acdo terapéutica e diversidade
estrutural (MARX, 2005; ROBBERTS et al., 1999). O método de hidrolise enzimatica com pepsina e
pancreatina, sequencialmente, manteve a atividade IECA em todas as fracGes separadas por
ultrafiltracdo, indicando que é um método eficiente e especifico, podendo acrescentar as formulagdes

farmacologicas e/ou nutracéuticas para pacientes hipertensos.

Tabela 1. Atividade inibitéria em diferentes pesos moleculares do hidrolisado p6s-digerido da
cianobacteéria A. platensis

Fracao Taxa de inibicéo (%) I1Cs0 (Mg/mL)
Nao-fracionado? 56.47+0.22 1.12+0.12
> 10 kDa? 61.00£0.79 -
3-10 kDa 73.06 +0.96 -
< 3 kDa 90.43+0.89 0.001+0.36
Captopril 84.43+0.61 -

A taxa de inibicdo e os valores de 1C50 foram determinados em triplicata em experimentos individuais. IC50 é a
concentragdo de inibidor necessaria para inibir 50% da atividade da ECA. 2 Hidrolisado p6s-digerido. 3Membrana de
UF (peso molecular de 3 e 10 kDa foram utilizadas). ECA, enzima conversora de angiotensina. DGI, Digestdo
gastrintestinal.
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Figura 2. Atividade inibitéria da Enzima Conversora de Angiotensina-l em porcentagem das
fragcdes < 3kDa (AP-3).

100
90
80

70
60
50
40
30
20
10

0

Nao-fracionado > 10 kDa 3-10 kDa <3 kDa Captopril

Inibicdo da ECA (%)*
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PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS IECA DA A. platensis

Os peptideos inibidores de ECA foram purificados a partir do cianobactéria A. platensis usando
métodos combinados FPLC-Superdex G-75 e SOURCE™ RPC 3-mL cromatografia em coluna de
fase reversa (GE Healthcare). A figura 3 mostra 6 picos de absorcdo a 215 nm. As fragdes associadas
com os picos foram agrupadas e liofilizadas para avaliar a atividade iECA. As fragdes com maior
atividade especifica foram separadas por 3-mL SOURCE™ RPC em sistemas de projeto AKTA™
(GE HEALTHCARE, PISCATAWAY, NJ, EUA) com gradiente linear 20-40% de acetonitrila
contendo 0,1% de TFA. O perfil de elui¢do dos picos € ilustrado na Figura 4.

Alguns autores corroboram que para ser considerado um inibidor com alta especificidade e,
consequentemente, alta atividade especifica IECA, os valores de IC50 devem ser inferiores a
0,1mg/mL, e para atividade moderada, entre 0,1 e 0,5mg/mL (WU and DING, 2002; HYUN and SHIN,
2000). A fracdo < 3kDa obteve um resultado de 1Cso considerado com alta atividade de inibicdo da
ECA quando comparado com o ndo-fracionado neste estudo. Os autores relataram que peptideos
menores que 5kDa iECA obtidos por hidrolise da Chlorella elipsodeia resultaram em 1Cso= 0,89
mg/mL (Ko et al., 2012). Paiva et al. (2016) hidrolisado com enzimas digestivas U. rigida para
peptideos iIECA menores que 1kDa e resultou em IC50 de 0,095 mg/mL. A Spirulina sp. apos ser
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hidrolisada com pepsina, tripsina e quimotripsina produziu peptideos iECA menores que 5kDa com
valor 1C50 de 0,66+0,03 mg/mL (Heo et al., 2017).

Figure 3. Purificacdo de peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina-lI do
hidrolisado da cianobactéria A. platensis digerida com as enzimas pepsina e pancreatina.
Eluicdo da fracdo AP-3 (< 3kDa) com Tris-HCI (0,1M) em coluna de gel filtracdo Superdex
G75.
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Figure 4 — Purificacdo de peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina-l do
hidrolisado da cianobactéria A. platensis digerida com as enzimas pepsina e pancreatina. Eluicdo
da fracdo AP-3 (Superdex-G75) com acetonitrila em TFA 0,1% em coluna de fase reversa RP —
FPLC.
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CONCLUSAO

As cianobacteérias, especialmente Arthrospira platensis, tém sido pouco exploradas para
produzir peptideos anti-hipertensivos. Este estudo demonstrou que a hidrolise seqiiencial com as
enzimas pepsina e pancreatina sob condi¢des fisioldgicas simuladas in vitro, pode produzir peptideos
inibidores da ECA com alta atividade especifica. Seis peptideos iECA foram purificados a partir do
hidrolisado pos-digerido utilizando membranas de ultrafiltracdo e métodos cromatograficos
seqlienciais, sugerindo o potencial uso como matéria-prima para drogas ou ativos nutracéuticos para a
prevencéo/tratamento da hipertenséo, oferecendo uma alternativa natural e inovadora em comparacéo

com as terapias sintéticas existentes atualmente.
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RESUMO

A presente invencdo refere-se a um produto constituido por peptideos anti-hipertensivos extraidos de
microrganismos fotossintetizantes presentes na biomassa celular hidrolisada ou peptideos purificados
encapsulados em biopolimero com propriedades relacionadas a biodegradacdo, baixa toxicidade e
biocompatibilidade, servindo como uma possivel alternativa natural para o tratamento anti-
hipertensivo em humanos e animais. Os encapsulados anti-hipertensivos podem ser aplicados como
aditivos alimentares, suplementacdo nutracéutica ou como matéria-prima para formulacoes

farmacéuticas.
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RESUMO

Peptideos bioativos tém gerado numerosos beneficios a salde humana. Em particular, os peptideos
inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA) tém mostrado atividade promissora para o
controle da hipertensao, visto que essa enzima é uma das principais envolvidas no controle da pressao
arterial. Fontes de origem animal, vegetal, e mais recentemente, os microrganismos fotossintetizantes
tém sido explorados para obtencdo desses peptideos. Um dos microrganismos fotossintetizantes em
destaque para obtencdo de peptideos inibidores da ECA (iECA) € a cianobactéria Arthrospira
platensis, uma vez que em sua composicao nutricional ha alta quantidade de proteinas, podendo atingir
até 70% do seu peso seco. Diante disso, este capitulo apresenta uma visdo geral do potencial da A.
platensis como uma fonte de peptideos iECA.

PALAVRAS-CHAVE: Bioativos. Enzima conversora de angiotensina. Hipertensao. Inibidores.
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RESUMO

Arthrospira (sin. Spirulina) é um cianobactéria verde-azulada considerada pela ONU como um
"superalimento” do futuro. O pigmento fotossintético ficocianina (incluido no grupo das
ficobiliproteinas) presente na Spirulina, tem sido associado como uma fonte potencial de bioativos
com propriedades nefroprotetoras. Assim, esta revisdo quantitativa prop8e resumir os efeitos do
consumo de Spirulina ou ficocianina isolada ou associada a outros ingredientes ativos sobre a resposta
dos biomarcadores da funcdo renal. Buscas sistematicas das bases de dados MEDLINE, Web of
Science, LILACS, ScienceDirect e CENTRAL até maio de 2022 foram pesquisadas. Os modelos de
efeito aleatdrio e de inverso da variancia foram aplicados para verificagdo dos dados e realizacdo da
meta-analise. Para avaliacdo de qualidade e risco de viés, foram utilizadas a ferramenta RoB para
estudos de intervencdo animal (SYRCLE's RoB tool) e Colaboracdo Cochrane. Um total de 267
estudos foi encontrado e apds a triagem 10 foram selecionados para prosseguir com as analises. Os
resultados indicaram que o consumo de Spirulina ou ficocianina induziu efeitos na diminuicdo dos
niveis de creatinina sérica (mg/dL) (DM: 0,33; 95% CI: 0.60 a 0.07; P=0,012), acido urico (DM: 1,20;
95% CI 2,28 a 0,11, P=0,03), uréia (DM:20,80; CI 13,10 a 28,50; P<0,001). Para proteinuria, ndo
houve melhora (DM:1,36; 95% CI 2,18 a 0,54, P=0,001). Também diminuiu os niveis de PAS (mmHg)
(DM:25,16; 95% CI 44,82 a 5,50, P 0,012). Estes resultados sugerem que o consumo de Spirulina ou
ficocianina pode exercer efeitos nefroprotetores benéficos em contextos patolégicos em modelos pré-

clinicos.

PALAVRAS-CHAVE: Spirulinares; Oscillariales; Anti-hipertensivos; Pressdo arterial; Peptideos

bioativos; Nutracéuticos; Alimento functional; Suplemento alimentar.
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INTRODUCAO

Arthrospira (sin. Spirulina) € um cianobactéria verde-azul com alta adaptabilidade em
diferentes habitats devido a sua flexibilidade metabolica, com baixas exigéncias nutricionais e alta taxa
de crescimento. A biomassa celular é considerada pelas Na¢6es Unidas como "alimento do futuro" por
conter um alto teor de proteinas (cerca de 70% do peso seco), minerais, beta-carotenos, vitaminas e
pigmentos (ROSA, MORAES, CARDIAS, & COSTA, 2015). A biomassa celular e seus produtos séo
explorados comercialmente por varios setores industriais. Em 2019, a producdo global anual de
microalgas atingiu um total de 56.456 toneladas, dividida em 56.208 toneladas de Arthrospira (sin.
Spirulina) e 248 toneladas de quatro microalgas verdes (Haematococcus pluvialis, Chlorella vulgaris,
Tetraselmis ,spp e Dunaliella salina) (FAO, 2020a).

Esta biomassa é aplicada principalmente como alimentos funcionais ou suplementos
alimentares, tais como (i) pigmentos como suplementos nutricionais (por exemplo carotenos de
Dunaliella e astaxantina e cantaxantina de Haematococcus); (ii) acido docosahexaendico (DHA) de
Crypthecodinium; (iii) polissacarideos como aditivos de produtos cosméticos; e (iv) corantes
alimentares naturais (por exemplo, Spirulina como corante alimentar natural azul) (FAO, 2020A;
SPOLAORE et al, 2006; BARKIA, SAARI and MANNING, 2019).

A ficocianina é um pigmento fotossintético do grupo das ficocianobactérias, microalgas e
macroalgas (ERIKSEN NT., 2008; GLAZER AN., 1994). E um pigmento abundante na composic&o
celular da Spirulina (Arthrospira) sp. com concentracdes que variam de 9,5 a 46,0% (p/p) (MARKOU
& NERANTZIS, 2013). No setor industrial de alimentos, varios estudos corroboram o potencial das
ficocianinas e outros compostos bioativos presentes na Spirulina (Arthrospira) com propriedades
anticancerigenas, antivirais, atividades antibacterianas, anti-inflamatorias, hepatoprotetoras, anti-
hipertensivas e controle da obesidade. Tais caracteristicas conferem a potencialidade do uso da
biomassa celular como alimento nutracéutico (ROMAY at al., 2003; FAROOQ et al., 2004; BESCO'S
et al., 2008; NAYELLIMEMIJE-LAZARO et al., 2018; DENG et al., 2010; MARTINEZ-GALERO
et al., 2016; GUTIERREZ-SALMEAN G et al., 2015; KARKOS PD et al., 2011).

A hipertensdo arterial (HA) é uma condicdo multifatorial associada a fatores genéticos e
epigenéticos, cardio e metabdlico renal (por exemplo, dislipidemia, obesidade abdominal, intolerancia
a glicose e diabetes mellitus), fatores ambientais e sociais, e € classificada como uma das doencas
cronicas nao-transmissiveis (DCNT) (BARROSO et al., 2020). Em 2019, a Carga Global de Doencas

Cardiovasculares e Fatores de Risco (Global Burden of Cardiovascular Diseases and Risk Factors)
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relatou que aproximadamente 828 milhdes de adultos com HA foram notificados em todo o mundo e
estando relacionada ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCV), doengas renais cronicas
(DRC), derrame e mortalidade precoce (BARROSO et al., 2020; ROTH, et al., 2020).

De acordo com as diretrizes estabelecidas pela Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO), a doenca renal cronica é definida e caracterizada pela diminuigdo da fungéo renal
com uma taxa de filtracdo glomerular avaliada abaixo de 60mL/min por 1,73 m?, medida de
marcadores de dano renal ou ambos, durante pelo menos 3 meses (KIDNEY INT., 2021; WEBSTER
et al., 2017). Estudos observacionais indicam uma relacdo entre hipertensdo resistente com o
desenvolvimento de insuficiéncia renal cronica e propdem que a presséo arterial sistélica (PAS) <140
mmHg reduz o risco de progressao da doenca renal cronica e, portanto, falha dos rins (CSABA ET
AL., 2014; SEAGHDHA et al., 2009; TOZAWA et al., 2003).

As estratégias recomendadas para o tratamento da hipertenséo consistem em mudar o estilo de
vida, os habitos alimentares do paciente e a intervencdo farmacologica. Ha oito classes de anti-
hipertensivos sintéticos utilizados na pratica medica: tiazida ou diuréticos similares (DIU),
bloqueadores dos canais de calcio (BCCs), inibidores da enzima conversora angiotensina | (IECAS),
bloqueadores dos receptores AT: da angiotensina Il (BRAS), beta-blogueadores (em condicdes
especificas de controle da freqiéncia cardiaca (FC), angina, em combinacd0 com outros
medicamentos), simpaticoterapia central, bloqueadores alfa e vasodilatadores (LAW ET AL, 2009;
THOMOPOULOS ET AL., 2014; TURNBULL ET AL., 2003).

O uso continuo de agentes anti-hipertensivos sintéticos tem demonstrado sérios efeitos
colaterais em pacientes crénicos, como: hiperpotassemia em pacientes com insuficiéncia renal,
especialmente em diabéticos, risco de complicacdes fetais (POLIFKA etal., 2012; LAUBE et al, 2007;
BARROSO et al.,, 2020), exantema, broncoespasmo, bradicardia, distdrbios de conducdo
atrioventricular, vasoconstricao periférica, insonia, pesadelos, depressédo, astenia, reacdes auto-imunes
como febre, anemia hemolitica, galactorréia e disfuncdo hepatica e aumento do risco de incidéncia de
isquemia cardiaca (HF) (KAPLAN et al., 2015; BARROSO et al., 2020). Fontes naturais de bioativos
anti-hipertensivos séo alternativas potenciais para controlar a hipertensao e reduzir os efeitos colaterais
associados com o tratamento de pacientes cronicos.

H& um numero consideravel de estudos pré-clinicos usando Spirulina no tratamento da
hipertensao arterial (PAN etal., 2015; ZHENG et al., 2017; CARRIZZO et al., 2019). Estudos clinicos
avaliando o potencial nutracéutico das espécies de cianobactérias e microalgas, especialmente
Arthrospira sp. sdo atualmente escassos, sobretudo, em relacdo ao controle da hipertensdo
(SULIBURSKA et al., 2016; MICZKE et al., 2016). Neste contexto, este trabalho avalia o efeito do

consumo de Arthrospira (sin. Spirulina) e C-ficocianina na prevencdo da hipertenséo e das doengas



68

renais. Para isso, realizamos uma revisdo sisteméatica e uma meta-anélise de estudos pré-clinicos
randomizados para avaliar os efeitos renoprotetores da Spirulina ou Arthrospira sp. ou C-ficocianina

consumida individualmente ou em combinagdo com outros ingredientes ativos.
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MATERIAIS E METODOS

PROTOCOLO E DIRETRIZES

O protocolo para este estudo foi preparado com base no Manual e Relatorio da Cochrane e nas
diretrizes encontradas no PRISMA (HIGGINS JPT et al., 2021). Os detalhes do protocolo para esta
revisdo sistematica foram registrados no PROSPERO e podem ser acessados em
www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display_record.asp?ID= CRD42022358264.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos estudos que apresentaram:

Todos os modelos animais com hipertensdo experimental ou/e doencas renais; todas as

espécies e todos 0s Sexos;

e Tratamento utilizando Spirulina, Arthrospira ou C-ficocianina isolados ou em
combinacdo com ingredientes ativos alternativos para o tratamento de doencas renais
e/ou hipertenséo; com pelo menos duas semanas de intervencao;

e Uso de grupo placebo com solugéo salina, grupo sham, grupo controle positivo com
drogas conhecidas na pratica clinica;

e Estudos pré-clinicos randomizados utilizando grupos de todos 0s sexos;

e ConcentracOes sericas de creatinina, uréia, acido urico e proteinuria. Além dos niveis

de pressdo arterial sistdlica e diastdlica.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos estudos que apresentavam:

e Animais com co-morbidades;
e Modelos ex vivo, in vitro e in silico;

e Tempo de intervencéo inferior a duas semanas;


http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display_record.asp?ID
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e Todas as outras condicOes de controle;

e Auséncia de um grupo de controle ou placebo;

e Estudos com outros desenhos que ndo ensaios pré-clinicos randomizados;

e Auséncia de média e desvio padrdo dos resultados relativos aos niveis de SDB e DBP,

creatinina sérica, &cido Urico, uréia e proteinas totais.

ESTRATEGIA DE BUSCA

A pesquisa foi realizada nos bancos de dados MEDLINE, LILACS, ScienceDirect, CENTRAL
Cochrane e Web of Science. Os descritores Spirulina, Arthrospira, C-ficocianina, hipertensdo, doenga
renal, inibidores da ECA e todos os sinénimos encontrados nas bases de dados Medical Subject
Headings e Descriptors in Health Sciences foram usados na busca. Foram incluidos estudos publicados
nos anos de 2011 a 2022 e escritos em inglés. Os estudos foram triados e selecionados de acordo com

os critérios de elegibilidade descritos.

DADOS OBTIDOS DOS ESTUDOS

Os dados obtidos dos estudos consistiram em:

e Uso de grupo de controle e/ou placebo e grupo experimental randomizado;

e O tipo de doenca renal, espécie, sexo, peso corporal;

e Uso de Spirulina, Arthrospira ou C-ficocianina isolados ou em combinagdo com outro
ingrediente ativo;

e Dose e via de tratamento utilizada;

e Esquema de tratamento, tempo, forma de administracao (oral, pericutanea), veiculo;

e ConcentracOes de creatinina, cido Urico, uréia e proteinas totais.

e Niveis de SDB e DBP;

e Autor, ano, pais e idioma.
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ANALISE DA QUALIDADE METODOLOGICA E RISCO DE VIES

A avaliacdo do risco de viés foi elaborada a partir da presenca ou ndo de indicacBes na geracdo
da sequéncia de estudos, caracteristicas da linha de base, ocultacdo de alocages, alojamento aleatorio,
cegamento, avaliacdo aleatéria de resultados, resultados incompletos, sele¢cdo no relatério de
resultados e outras fontes de viés consideradas. Para esta etapa, todos os autores revisores contribuiram
para a verificagdo dos estudos de acordo com os critérios mencionados anteriormente. Os critérios de
avaliacdo especificos para estudos pré-clinicos com animais foram elaboradas segundo a ferramenta
SYRCLE’s.

ANALISE ESTATISTICA

O programa Review Manager v. 5.4, com desfecho continuo, método estatistico de variancia
inversa, analise por modelo de efeitos aleatorios, medicao do efeito por diferenca da media e intervalo
de confianca de 95% (IC), foi utilizado para a meta-anélise e ordenacdo dos estudos por peso. O nivel

de significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

As estratégias e procedimentos de pesquisa dos estudos estdo descritos no diagrama da
figura 1. A funcéo renal foi avaliada usando os biomarcadores da func&o renal creatinina sérica, acido
drico, uréia e proteindria em mg/dL e presséo sistélica (mmHg) em ratos adultos expostos a Spirulina,
Artrospira ou tratamento com C-ficocianina isolados ou combinados com outros ativos. Entre os dez
estudos selecionados para analise, quatro estudos utilizaram biomarcadores de creatinina sérica de
funcdo renal (mg/dL), acido Urico (mg/dL) e uréia (mg/dL) ou proteindria total (mg/dL) e quatro
estudos utilizaram trés biomarcadores (creatinina sérica (mg/dL) &cido drico (mg/dL) ou uréia
(mg/dL), enquanto apenas dois estudos utilizaram resultados médios da PAS (%), o que demonstra
que a maioria dos estudos avalia os principais biomarcadores de funcdo renal (Tabelas 1A-E, material
suplementar).

Os resultados em concentracdo (mg/dL) de biomarcadores de fungéo renal e pressdo arterial
sistolica (%) em mmHg e 12 desta meta-analise estéo indicados nas tabelas 2A-E. A avaliagdo do risco
de viés foi elaborada a partir da presenca ou ndo de indicagdes nos estudos referentes a randomizacao,
ocultacdo da randomizacdo, cegueira dos participantes, cegueira dos avaliadores, resultados
incompletos, selecdo no relatdrio de resultados e outras fontes de viés consideradas. Todos os estudos
avaliados apresentaram evidéncias baixas ou pouco claras de risco de vies, com base nos critérios

citados.
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Figura 1. Diagrama de fluxo dos estudos (Prism 8.0.1 2018). *Excluido por nao atender aos critérios de
inclusdo. **Excluido por ndo apresentar média e desvio padrdao para os resultados quantitativos dos
biomarcadores de fungao renal.
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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM Arthrospira (sin. Spirulina) OU C-FICOCIANINA
NA CONCENTRACAO DE CREATININA SERICA (CS)

Para doencas renais cronicas, a suplementacdo por 5 semanas com Spirulina (1g/kg p.b./dia)
ou C-ficocianina (100mg/kg p.b./dia) ndo demonstrou uma diferenca em CS entre 0s grupos controle
e tratado (MEMIJE-LAZARO et al., 2018). O consumo de Spirulina platensis (300 mg/kg p.b./dia,
dissolvido em agua destilada) + Furan (16 mg/g p.b./dia, dissolvido em 6leo de milho Mazola) para
protecdo do tecido renal contra intoxicacao furanica por 4 semanas agravou a resposta de SC no grupo
tratado (KHALIL et al., 2020 e, f, g). O consumo de 1000mg/kg p.b./dia + Acrilamida (20 mg/kg/dia)
comparado a 500mg/kg p.b./dia + Acrilamida (20 mg/kg/dia) de Spirulina platensis por 5 semanas foi
mais eficiente em resposta a SC e protecdo renal contra intoxicacdo por acrilamida (BIN JUMAH et
al., 2020c, d). A nefroprotecdo em danos oxidativos induzidos por Pb pelo consumo de Spirulina
platensis teve uma leve melhora em CS quando a dose foi alterada de 5,3g/kg de b.w/dia + 6g/L Pb
acetato atraves da agua potavel para 1,5g/kg de b.w/dia + 6g/L Pb acetato através da agua potavel por
4 semanas (GARGOURI et al., 2018; GARGOURI et al., 2020c).

Consumo de extrato de Spirulina platensis (500 mg/Kg Pb/dia, dissolvido em solucgéo salina)
+ 0,5mg de nicotina (base/kg pb/dia) por 4 semanas melhorou significativamente os niveis de CS
mediado por estresse oxidativo induzido pela nicotina (ZAHAM et al., 2018). Na protecdo renal em
estresse oxidativo, o consumo de Spirulina fusiformis a 800 mg/kg c.v./dia + INH e RIF: 50 mg/kg
p.b./dia durante 4 semanas teve uma melhora moderada nos niveis de CS (MARTIN et al., 2016h, i).
O consumo de Spirulina (500 mg/kg p.b./dia) por 2 semanas para protecdo em 4-nitroquinolina-1-
oxido (4NQO) induziu nefrotoxicidade teve uma baixa resposta nos niveis de SC no grupo tratado
(VISWANADHA et al., 2011) (Tabela 1-A, material suplementar).

A meta-andlise dos estudos indicou que administracdo de Arthrospira (sin. Spirulina) ou
ficocianina teve um baixo efeito nos niveis de creatinina sérica (0,33; IC: 95% 0,60 a 0,07; P=0,012)
com base nos 15 subgrupos analisados. O grau de heterogeneidade foi 12 de 99,84% (P < 0.0001)
(Tabela 2-A).
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Tabela 2-A. Suméario dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposi¢cdo da Spirulina ou C-ficocianina em grupo com patologia renal e 0 grupo
controle em resposta ao biomarcador de funcdo renal creatinina sérica (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacao grafica dos resultados
da metanélise.

Controle Tratado
Estudos ou subgrupos Média DP Total Média DP Total Peso  Diferenca entre médias, Cretiine (mg/dL)
IV, Random, 95% IC
Memije-Lazaroa et al. (2018)a 1,0 0,01 6 1,0 0,01 6 6,78 0 (-0,01to 0,01) Memie Lezaroaetal, (0182 — .
Memije-Lazaroa et al. (2018)b 1,1 0,02 6 12 0,02 6 6,77 -0,1 (0,07 t0 -0,12) Memije-Lazaroa etal. (2018)p  — [ |
Memije-Lazaroa et al. (2018)a" — .
Memije-Lazaroa et al. (2018)a’ 1,0 0,01 6 1,0 0,1 6 6,74 0 (-0,08 to 0,08) Memije-Lazaroa et al. (2018)b' — .
Bin Jumah et al. (2020)c — B
Memije-Lazaroa et al. (2018)b 1,1 0,02 6 11 004 6 6,77 0 (-0,03t0 0,03) Bin Jumah et al. (2020)d - |
Gargouri et al. (2018) . [ ]
Bin Jumah et al. (2020)c 3,93 021 8 246 006 8 663 1,47 (1,620 1,31) Gargouri et al. (2020) - |
Khalil et al. (2020)e - [ |
Bin Jumah et al. (2020)d 3,93 021 8 059 005 8 663 3,34(3491t0-319) Khali et l. 2020)f 1 B
Khalil et al. (2020)g —
Gargouri et al. (2018) 098 008 8 08 007 8 674 0,1 (0,17 10 0,02) o 1 N -

i Martin et al. (2016)h - -
Gargouri et al. (2020) 0,96 0,04 8 081 0,05 8 6,76 0,15 (0,19 t0 0,10) Mertin etal. (2016} i -
Khalil et al. (2020)e 0,87 0,05 10 1,86 006 10 676 -0,99 (-0,94 to -1,03) Viswanadhaetal. (2011) - Al

Total (random effects) — ‘
Khalil et al. (2020)f 0,87 0,05 10 245 0,15 10 6,72 -1,58 (-1,48t0-1,67)
Khalil et al. (2020)g 0,87 0,05 10 1,86 0,03 10 6,77 -0,99 (-0,95t0-1,02) !2 ' |1 ('J 1' ; ; l
Zaham et al. (2018) 1,34 0,11 10 041 0,06 10 6,74 0,93 (1,00 to 0,85) Treated Control
. 2,7 0,32 6 154 0,22 6 6,20 1,16 (1,47 t0 0,84)
Martin et al. (2016)h
2,7 0,32 6 1,31 019 6 6,24 1,39 (1,68 to 1,09)
Martin et al. (2016)i
2,0 0,05 6 1,6 0,06 6 6,75 0,40 (0,46 to 0,33)
Viswanadha et al. (2011)
Total (IC 95%)
114 114 100 0,33 (0,60 a 0,07)

%

Heterogeneidade: Tau = 0,18; Intercept = 4,71; df = 14 (P < 0,0001); 12 = 99,84%. Teste para efeito geral: z = 2,49 (P=0,012)
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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM Arthrospira (sin. Spirulina) OU C-FICOCIANINA
NA CONCENTRACAO DE UREIA (V)

O consumo de Spirulina platensis para protecdo do tecido renal na toxicidade da acrilamida
nas doses de 500 e 1000mg/kg p.b./dia + Acrilamida (20 mg/kg/dia) por 5 semanas demonstrou uma
resposta significativa na melhoria dos niveis de U, com o melhor resultado obtido pelo consumo de
1000mg/kg p.b./dia + Acrilamida (20 mg/kg/dia) (BIN JUMAH et al., 2020d, e). A baixa dose de
Spirulina platensis de 1,5g/kg b.w/dia + 6g/L acetate de Pb através de dgua potavel foi mais eficiente
na melhoria dos niveis de U no grupo tratado com danos oxidativos induzidos por Pb em comparacéao
com a dose de 5,3g/kg b.w/dia + 6g/L Pb acetato através de agua potavel em tratamento por 4 semanas
(GARGOURI et al.,2018; GARGOURI et al.,2020).

Consumo de Spirulina platensis (300 mg/kg p.b./dia, dissolvido em agua destilada) + Furan
(16 mg/kg p.b./dia, dissolvido em oleo de milho Mazola) na forma preventiva e grupos de co-
tratamento protetor/terapéutico sendo administrados dose de SP antes, durante e ap0s a exposi¢ado ao
furan demonstrou melhora significativa nos niveis de U (KHALIL et al., 2020e, f, g). Em relacdo ao
estresse oxidativo e efeitos protetores renais mediados pelo estresse oxidativo da nicotina,
respectivamente, o consumo de Spirulina fusiformis (400 mg/kg p.c./dia) + INH e RIF (50 mg/kg
p.c./dia) por 4 semanas e extrato de Spirulina platensis (500 mg/Kg P.c/dia, dissolvido em soro
fisiolégico) + 0,5mg de nicotina (base/kg p.c/dia) por 4 semanas, respectivamente, niveis reduzidos de
U nos grupos tratados (MARTIN et al.,2016 h; ZAHAM et al., 2018). Consumo de Spirulina (500
mg/kg p.c./dia) por 2 semanas para efeito protetor em 4-nitroquinolina-1-6xido induzido toxicidade
renal moderadamente reduzida nos niveis de U no grupo tratado (VISWANADHA et al., 2011) (Tabela
1-C, material suplementar).

A metanalise dos estudos indicou que a administracdo de Arthrospira (sin. Spirulina) ou
ficocianina teve um efeito significativo nos niveis de uréia (20,80; I1C: 95% 13,10 a 28,50; P <0,001)
com base nos 11 subgrupos analisados. O grau de heterogeneidade foi 12 de 99,28% (P < 0,0001)
(Tabela 2-B).



Tabela 2-B. Sumaério dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposi¢do da Spirulina ou C-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo
controle em resposta ao biomarcador de funcdo renal ureia (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacdo gréafica dos resultados da
metanalise.

Controle Tratado
Estudos ou subgrupos Média DP Total Média DP Total Peso  Diferencga entre médias, e {rngl}
IV, Random, 95% IC S
Bin Jumah et al. (2020)c 77,79 3,23 8 46,77 1,1 8 9,22 31,02 (28,65 to 33,38)
Bin Jumsh etal. (20201 B
Bin Jumah et al. (2020)d 77,79 3.23 8 3394 096 8 9.22 43,85 (41,5110 46,18) Bin Jumah et sl 20200 -.-
78,07 7,8 8 56,45 7,8 8 8,52 21,62 (13,97 to 29,26) oot
Gargouri et al. (2018) Cargouri &1l (2018) —a—
_ 87,98 7,8 8 5408 762 8 8,53 33,90 (26,34 to 41,45) Gargouri stal. (2020 —i—
Gargouri et al. (2020) Kalled, 20 - B
_ 48,33 2,2 10 3597 28 10 9,23 12,36 (10,14 to 14,57) s
Khalil et al. (2020)e Khalleral. (ozf [ |
. 48,33 2,2 10 39,88 0,98 10 9,26 8,45 (6,95 t0 9,94) Khalil et al. (202033 b .
Khalil et al. (2020)f ,
Zshsmetsl 208 -
. 48,33 2,2 10 36,25 16 10 9,26 12,08 (10,39 t0 13,76) . .
Khalil et al. (2020)g watnetal 206h -
Zaham et al. (2018) 93,34 4,52 10 4566 543 10 9,03 47,71 (43,3310 52,08) Wartin et al. (2010 - .
Viswsracha etal, (2011) <
Martin et al. (2016)h 19,85 1,34 6 1354 145 6 9,26 6,31 (4,73t07,89)
) 19,85 1,34 6 1415 122 6 9,27 5,7 (4,25 to 7,15) Totsl (rancm efiecte] —
Martin et al. (2016)h
29,7 2,4 6 22,00 18 6 9,21 7,7 (5,29 t0 10,10)
Viswanadha et al. (2011) ! ! ! ! ! ! !
0 0 il kil 40 50 ED
Total (CI 95%) Tealed Contiol
90 90 100% 20,80 (13,10 to 28,50)

Heterogeneidade: Tau = 0,49; Intercept = 15,32; df = 10 (P < 0,0001); 12 = 99,28%. Teste de efeito geral: z = 5,29 (P<0,001).
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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM Arthrospira (sin. Spirulina) OU C-FICOCIANINA
NA CONCENTRACAO DE ACIDO URICO (AU)

Para doengas renais cronicas, foi demonstrado que o consumo de Arthrospira maxima (1g/kg
p.c./dia) e C-ficocianina (100 mg/kg p.b./dia) por 5 semanas diminuiu moderadamente os niveis de
AU no grupo tratado (MEMIJE-LAZARO et al., 2018). O consumo de Spirulina fusiformis (400 mg/kg
p.c./dia) + INH e RIF (50 mg/kg p.c./dia) por 4 semanas diminuiu os niveis de AU no grupo tratado
com estresse oxidativo (MARTIN et al., 2016 h). Em contraste, o tratamento com Spirulina platensis
em doses de 5,3g/kg p.v./dia + 6g/L Pb acetato através de agua potavel e 1,5g/kg p.c./dia + 6g/L Pb
acetato através de agua potavel por 4 semanas em danos oxidativos induzidos por Pb aumentou
significativamente os niveis de AU no grupo tratado (GARGOURI et al., 2020). O consumo de
Spirulina (500 mg/kg b.w./dia) por 2 semanas em 4-nitroquinolina-1-6xido induzido toxicidade renal
demonstrou melhorar significativamente os niveis de AU no grupo tratado (VISWANADHA et al.,
2011) (Tabela 1-B, material suplementar).

A meta-andlise dos estudos indicou que a administracdo de Spirulina (Arthrospira) ou
ficocianina teve um efeito moderado no controle dos niveis de acido drico (1,20; IC: 95% 2,28 a 0,11;
P=0,03) com base nos 9 subgrupos analisados. O grau de heterogeneidade foi notavel: 12 de 97,59%.
(P <0.0001) (Tabela 2-C).



Tabela 2-C. Sumério dos resultados quantitativos sobre a eficécia da exposi¢do da Spirulina ou C-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo
controle em resposta ao biomarcador de funcédo renal &cido Urico (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacdo grafica dos resultados da
metanalise.

Controle Tratado
Estudo ou subgrupos Média DP Total Média DP Toal  Peso  Diferencgaentre médias, Uric acid (mg/dL)
1V, Random, 95% IC

Memije-Lazaroa et al. (2018)a 4,0 0,04 6 34 0,6 6 11,27 0,60 (1,08 to 0,12) Memije-Lazaroa etal. (20182 — B
Memije-Lazaroa et al. (2018)b 58 0,6 6 4,9 0,7 6 10,93 0,9 (1,64100,15) Memije-Lazaroa etal. (2018)p | —B—
Memije-Lazaroa et al. (2018)a’ 4,0 0,4 6 32 06 6 1117 0,8 (1,36 10 0,23) Memije-Lazaroa et al. (2018)a" ——

Memije-Lazaroa et al. (2018)b" — —.—
Memije_Lazaroa et a|. (2018)b' 5,8 0,6 6 3,8 0,03 6 11,27 2,0 (2,48 to 1,52)

Gargouri &t al. (2018) - B
Gargouri et al. (2018) 2,711 0,22 8 353 041 8 1141 -0,82 (0,49t0-1,14) Gargouri et al. (2020) 4 ¥
Gargouri et al. (2020) 2,71 0,21 8 39 041 8 11,41 -1,19 (0,87 to -1,50) Martn et . (2016)n 7 —i—

Martin et al. (2016)i - —B

i 12,17 0,56 6 9,16 0,72 6 10,95 3,01(3,73t02,28

Martin et al. (2016)h ( ) Viswanadha et al. (2011) - ——
Martin et al. (2016)i 12,17 0,56 6 9,43 11 6 10,51 2,74 (3,72 t0 1,75)

Total (random effects) - el
Viswanadha et al. (2011) 8,5 0,6 6 55 0,5 6 11,09 3,0 (3,621t02,37)

| T \ T T 1
2 1 0 1 2 3 4
Treated Control
58 58 100% 1,20 (2,28 t0 0,11)

Total (Cl 95%)

Heterogeneidade: Tau = 0,47; Intercept = 14,94; df = 8 (P < 0,0001); 12=97,59%. Teste para efeito geral: z = 2,17 (P=0,03).
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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM Arthrospira (sin. Spirulina) OU C-FICOCIANINA
NA CONCENTRACAO DE PROTEINURIA (PTU)

Os niveis de concentracdo de proteinlria para doenca renal crénica diminuiram
substancialmente com o consumo de Arthrospira maxima (1g/kg p.b./dia) e C-ficocianina (100 mg/kg
p.b./dia) por 5 semanas no grupo nefrectomizado (MEMIJE-LAZAROA et al., 2018a, b). O tratamento
para protecdo em tecidos renais expostos & intoxicacéo furénica com Spirulina platensis (300 mg/kg
p.c./dia, dissolvido em &gua destilada) + Furan (16 mg/kg p.c./dia, dissolvido em 6leo de milho
Mazola) por 4 semanas ndo melhorou os niveis de PTU no grupo tratado (KHALIL et al., 2020¢, f, ).
O tratamento com Spirulina fusiformis (400 mg/kg de peso vivo/dia) + INH e RIF (50 mg/kg de peso
vivo/dia) por 4 semanas ndo melhorou os niveis de PTU (MARTIN et al., 2016h, i). Também n&o
houve melhora nos niveis de PTU em 4-nitroquinolina-1-0xido induzido toxicidade renal com
tratamento com Spirulina (500 mg/kg de peso vivo/dia) por 2 semanas (VISWANADHA et al., 2011)
(Tabela 1-D, material suplementar).

A metanalise dos estudos indicou que a administracao de Spirulina (Arthrospira) ou ficocianina
teve um efeito prejudicial sobre os niveis de proteinaria (1,36; IC: 95% 2,18 a 0,54; P=0.001) com
base nos 10 subgrupos analisados. O grau de heterogeneidade foi 12 de 98,73% (P < .0001) (Tabela 2-
D).



Tabela 2-D. Sumario dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposicdo da Spirulina ou C-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo
controle em resposta ao biomarcador de funcédo renal proteintria (mg/dL). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacdo grafica dos resultados da

metanalise.
Controle Tratado
Estudo ou subgrupos Média DP Total Média DP Total Peso  Diferencgaentre médias, Protsintia (ng/dL)
1V, Random, 95% IC
Memije-Lazaroa et al. (2018)a 3,0 14 6 12 0,9 6 8,99 1,80 (0,46 to 3,13) Menmije-Lazaroa et al. (2018)a e
Memije-Lazaroa et al. (2018)b 16,9 2,7 6 1,2 0,1 6 6,49 15,70 (13,54 t0 17,85) Memij.e-Lazaroa etal. (2018)b —i—
3,0 14 6 1,8 1,2 6 8,55 1,20 (-0,27 to 2,67) Memije-Lazaroa et al. (2018)a’ i
Memije-Lazaroa et al. (2018)a’ Menmije-Lazaroa et al. (2018)b' ——
16,9 2,7 6 3.3 0,2 6 6,43 13,60 (11,42 to 15,77) '
Memije-Lazaroa et al. (2018)b' Kha'f' s n
_ 3,89 0,06 10 58 003 10 1181 -1,98 (-1,93t0 -2,02) el . (020K u
Khalil et al. (2020)e Khalil et al. (2020)g B
3,89 0,06 10 49 031 10 11,74 -1,01 (-0,81t0-1,20 i : '
Khalil et al. (2020)f ( ) P I
_ 3,89 0,06 10 577 034 10 1L,72 -1,88 (-1,66 t0 -2,09) N u
Khalil et al. (2020)g Viswanadha et al. (2011) B
4,75 0,42 6 5,03 0,36 6 11,42 -0,28 (0,16 t0 -0,72
Martin et al. (2016)h ( ) Total (random effects) &
Martin et al. (2016)i 4,75 0,42 6 5,92 0,48 6 11,30 -1,17 (-0,66 to -1,68) | : : I :
59 0,4 6 6,4 0,2 6 11,55 -0,50 (-0,14 t0 -0,85) 0 5 10 15 20
Viswanadha et al. (2011) Treated Control
72 72 100% 1,36 (2,18 to 0,54)

Total (CI 95%)

Heterogeneidade: Tau = 0,33; Intercept = 8,61; df = 9 (P < 0,0001); 12=98,73%. Teste para efeito geral: z = 3,26 (P=0,001).
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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM Arthrospira (sin. Spirulina) OU C-FICOCIANINA
NOS NiVEIS DE PRESSAO SISTOLICA (mmHg)

Os niveis sistdlicos diminuiram substancialmente no grupo nefrectomizado (-51 mmHg) com
o0 tratamento usando Arthrospira maxima (1g/kg p.c./dia) e -77 mmHg com consumo de C-ficocianina
(100 mg/kg p.b./dia) por 5 semanas (MEMIJE-LAZAROA et al., 2018). O consumo de Spirulina
platensis (15mg + 0,3 mg Si (2%) / 500 g p.b./dia) por 12 semanas diminuiu os niveis sistolicos em
33,9 mmHg em um grupo tratado em um modelo de alteracdes do sistema cardiovascular induzidas
por hipertensdo (ARTHUR-ATAAM et al., 2019). O consumo de protecdo de ficocianina em
hipertensdo sisttmica e doencas vasculares com doses entre 2500 e 10000 mg/kg dieta/dia por 25
semanas demonstrou eficacia para o controle dos niveis sistolicos, com a dose de 10000mg/kg dieta/dia
com melhores resultados para o controle da hipertenséo (-27 mmHg) (ICHUMURA et al., 2013m)
(Tabela 1-E, material suplementar.).

A meta-anélise dos dados demonstram que houve controle nos niveis sistolicos nos grupos
tratados com o consumo de Arthrospira (95% CI 44,82 a 5,50, P 0,012) e 12 = 98,70%. A avaliacao

consistiu de 120 ratos distribuidos em grupos de controle e tratados (Tabela 2-E).
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Tabela 2-E. Sumaério dos resultados quantitativos sobre a eficacia da exposi¢do da Spirulina ou C-ficocianina em grupo com patologia renal e o grupo
controle em resposta aos niveis de pressdo arterial sistélica (mmHg). A figura abaixo (forest plot) consiste na representacdo grafica dos resultados da
metanalise.

Controle Tratado
Estudos ou subgrupos Média DP Total Média DP Total Peso  Diferencaentre médias, S0P motg
1V, Random, 95% IC

Memije-Lazaroa et al. (2018)a 113 6,3 6 118 7,2 6 12,49 -5 (2,6 to -12,66) Nierije-Lszaroa stsl, (2018)8  — _._..
Mem ije-LaZaroa etal. (2018)b 207 4,6 6 156 6,9 6 12,55 51 (57,64 to 44,35) Memijs-Lazaroa ot al (20186 — : _._

113 6,3 6 120 0,8 6 12,63 -7 ('1,92 to '12,07) Pemmije-Lazarma ol al (2018)a"  — -.- E
Memije-Lazaroa et al. (2018)a’ _ .

) 207 46 6 130 7 6 1255 77 (83,70 to 70,29) Hemieriazara etal KB Bl
Memije-Lazaroaetal. (2018)b' Afhurbtaam etal 0019 |
157,1 3,2 15 1232 55 15 12,69 33,90 (37,11 to 30,68) i
Arthur-Ataam et al. (2019) Ieharmira o . (0153 7 i
) 179 10 7 170 8 7 12,38 9 (18,40 to -0,40) lzhurrmra el 2l [20A3) — —a—

Ichumura et al. (2013)j

179 10 7 164 9 7 1233 15 (24,99 to 5,00) et g 2 7 .
Ichumura et al. (2013)l

179 10 7 152 8 7 12,38 27 (36,40 to 17,59 Tatal iranciom efiects) - | —e—
Ichumura et al. (2013)m ( )

T T 1 T |
20 a 20 4 (8} EQ 100
60 60 100% 25,16 (44,82 to 5,50) Tiealed  Conlio

Total (CI 95%)

Heterogeneidade: Tau = -0,03; Intercept = -2,46; df = 7 (P < 0,0001); 12 = 98,70%. Teste para efeito geral: z = 2,5 (P=0,012).
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DISCUSSAO

Até o presente momento, este estudo quantitativo € o primeiro a revisar e avaliar o potencial
nefroprotetor da Spirulina (Arthrospira) e seus componentes celulares, como a C-ficocianina, no
contexto de doenga renal e hipertensdo em modelos pré-clinicos. Para isso, verificamos a respostar
nefroprotetora através dos biomarcadores classicos de fungéo renal, como: a creatinina sérica, uréia,
acido drico, proteinuria, além dos niveis de presséao arterial sistdlica.

Pacientes com doenca renal apresentam diversos sintomas fisicos, incluindo um estado
nutricional gravemente comprometido, podendo ser decisivo em aumentar o risco de infecgdes, tempo
de hospitalizacdo, custos de salde e mortalidade (BECTOR et al., 2016; RIDLEY et al., 2015;
ORDONEZ et al., 2013; WAITZBERG et al., 2016). E recomendado para pacientes com lesio renal
aguda consumir carboidratos entre 20 e 30 kcal/kg/dia de peso seco ou ideal (em caso de obesidade ou
peso muito baixo) e proteinas entre 1,3 e 1,5 g/kg/dia. Na doenca renal cronica, recomenda-se 25 a 35
kcal/kg/dia de carboidratos para pacientes metabolicamente estaveis, com base na idade, sexo,
atividade fisica, estado nutricional, estdgio de CKD e comorbidades associadas; para adultos, a
quantidade de proteinas é de 0,6 a 0,8 g/kg/dia (BRASPEN J 2021). A Spirulina (Arthrospira) €
considerada pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma superalimento e uma alternativa nutricional de facil
assimilacdo pelo corpo humano com propriedades nutracéuticas ja reconhecidas.

Os resultados desta revisdo sistematica e meta-analise, obtidos a partir de dez estudos pré-
clinicos randomizados publicados nos ultimos dez anos, sugerem que 0 consumo terapéutico de
Spirulina (Arthrospira) ou C-ficocianina ndo proporcionou uma melhora significativa nos niveis de
creatinina sérica na maioria dos estudos pré-clinicos analisados, utilizando doses minimas de
100mg/kg p.b./dia a 5,3g/kg p.b./dia e intervencdo entre 4 a 5 semanas. A creatinina € um produto
metabolico muscular de creatina e a fosfocreatina é livremente filtrada pelo glomérulo e, em condicdes
normais, ndo é metabolizada ou reabsorvida pelo rim. Quando ha alguns danos renais, 0s niveis
elevados de creatinina no sangue podem indicar insuficiéncia renal (LIMA, 2022).

A uréia sérica € um biomarcador amplamente utilizado na pratica clinica, e exerce uma
correlacdo util com a creatinina sérica quando se avalia diminuicdes abruptas na taxa de filtracdo
glomerular. E parcialmente reabsorvida pelos tdbulos renais apds a filtracdo renal, enquanto que a
creatinina ndo. Niveis aumentados para ambos podem indicar doenca renal (ABENSUR, 2011). A
partir dos dados avaliados, 0s niveis de uréia e acido Urico diminuiram durante os tratamentos com S.

platensis ou C-ficocianina com doses para uréia entre 300mg/kg p.c./dia e 5,39/ kg p.c./dia e acido
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arico entre 100mg/kg p.b./dia e 5,3g/ kg p.b./dia durante 2 a 5 semanas de intervencao; o que pode ser
um indicativo para melhora da fungéo renal.

A quantificagdo da proteindria indica o tipo de diagnostico, a intervencdo terapéutica e a
progressdo da doenca renal. Quanto mais altos os niveis de PTU, mais a funcédo renal é comprometida
(ALVES, 2004). Os niveis de proteinuria analisados aumentaram significativamente com o tratamento
usando S. platensis ou C-ficocianina na maioria dos estudos com doses variando de 100mg/kg p.b./dia
a 1g/kg p.b./dia por 2 a 5 semanas, com melhora nos niveis de PTU somente em um estudo realizado
para doenca renal crénica em tratamento por 5 semanas com doses de 100mg e 1g/b.p./dia (MEMIJE-
LAZAROA et al., 2018).

Quanto aos niveis sistélicos, houve uma reducgdo significativa com tratamento usando S.
platensis ou C-ficocianina por 5 a 25 semanas de intervencao, com doses de 15mg/500g p.c./dia para
1g/kg p.b.c./dia. Ensaios clinicos ja indicam que o uso de S. platensis como um anti-hipertensivo
eficaz, como relatado por Zohreh et al. em um ensaio clinico randomizado, no qual uma resposta

satisfatoria anti-hipertensiva e anti-hiperlipidémica a Spirulina platensis foi obtida em 48 pacientes
com hipertenséo por dois meses. A revisdo sistematica e a meta-analise em ensaios clinicos aleatdrios
realizados por Machowiec et al. sugeriram que a suplementacdo da Spirulina durante um periodo de 2
a 12 semanas ¢ benéfica para o controle da pressao sistolica e diastélica (MACHOWIEC et al., 2021).
A meta-analise permitiu a investigacdo da resposta nutracéutica da Spirulina e da C-
ficocianina sobre biomarcadores da funcdo renal a partir do uso de suplementos e tempo de
intervencdo. Além disso, nenhum viés de publicacao foi verificado através dos testes Egger's e Begg's.
Algumas limitacdes também devem ser consideradas, os estudos considerados para analise apresentam
diferencas nas abordagens metodoldgicas entre autores, como diferentes doses de Spirulina ou C-
ficocianina, tempo variavel de tratamento, adi¢ao de outras substancias ativas e diferentes modelos de
doenca renal ou nefrotoxicidade, o que pode justificar a alta heterogeneidade observada. Finalmente,

em alguns estudos foram analisados biomarcadores da funcao renal como um resultado secundario.
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CONCLUSAO

Em geral, esta revisdo e meta-analise indica que a suplementacdo com Spirulina ou C-
ficocianina em modelos pré-clinicos pode ter efeitos benéficos nos niveis séricos de acido Urico e uréia,
como na diminuicdo da pressdo sistolica. Em relagdo aos niveis de creatinina sérica, por outro lado,
ndo houve efeito significativo. A proteinuria foi bem controlada apenas em um modelo de doenga renal
cronica. As doses para os tratamentos podem estar entre 100 mg/p. ¢ kg/ dia e 5,3g/p. ¢ kg/ dia e com
interveng@o durante 25 semanas. Finalmente, devem ser realizadas mais investigacdes para atestar

estes resultados em modelos clinicos.
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Tabela 1-A. Resumo dos estudos selecionados para a variavel creatinina sérica (CS) (mg/dL).

Autor Patologia renal Protocolo de intervengéo Esquema de Tratamento Creatinina sérica (mg/dL)
(ano) Controle Tratamento
" X DP " X DP
Menmije- Acesso livre a dieta 24h/dia i ima: i o 0006 10w0M
Lazaroa et Doenga cronica renal . . Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5
al. (2018)a Total: 5 semanas semanas
Memije- . . . . . ) 6 11£002 6 1.2+0.02
Lazaroa et Doenca crénica renal Acesso livre a dieta 24h/dia. Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5
¢ Total: 5 semanas semanas
al. (2018)b
Memije- 6 1.0+0.01 6 1.0+0.1
Lazaroa et . Acesso livre a dieta 24h/dia. L .
al. (2018)a Doenca crénica renal Total: 5 semanas C-ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 semanas
Memije- N Acesso livre a dieta 24h/dia. o _ 6 11x002 6 102004
Lazaroa et Doenca crénica renal . C-ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 semanas
Total: 5 semanas
al. (2018)b
Bin Jumah 8 393+ 8
etal. Nefroprote¢do em toxicidade Acesso livre a dieta 24h/dia. Spirulina platensis: 500mg/kg p.c/dia + 021 2.46 £0.06
(2020)c por acrilamida Total: 5 semanas Acrilamida: 20 mg/kg/dia por 5 semanas
Bin Ju:nah Nefroprotecdo em toxicidade Acesso livre a dieta 24h/dia. Spirulina platensis: 1000mg/kg p.c/dia 8 36923: 8 0592005
(Z%tz%)l d por acrilamida Total: 5 semanas + Acrilamida: 20 mg/kg/dia por 5 semanas '
Gargouri et Acesso livre a dieta 8 098:008 8 0.88+0.07
al. (2018) Nefroprotecdo em enriquecida 5% com Spirulina Spirulina platensis: 5,3g/kg p.c/dia +
danos oxidativos induzidos por Pb platensis 24h/dia. 6g/L acetato de Pb através de agua potével por 4 semanas
Total: 4 semanas
Gargouri et Acesso livre a dieta 8 0961004 8 0.81+0.05
al. (2020) Nefroprotecdo em enriquecida 5% com Spirulina Spirulina platensis: 1,5g/kg p.c/dia +
danos oxidativos induzidos por Pb platensis 24h/dia. 6g/L acetato de Pb através de agua potavel por 4 semanas
Total: 4 semanas
Khalil etal. x . . . . . Spirulina platensis: 300 mg/kg p.c/dia (dissolvido em 10 087+ 10 1.86+0.06
(2020)e Protecdo nos tecidos renais Acesso livre a dieta 24h/dia. égFL)Ja destilg da) + Furano: 12 m%/pkg p.c./( dia (dissolvido 005

expostos a intoxicagdo furanica

Total: 4 semanas

em Oleo de milho Mazola) por 4 semanas
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Khalil et al. Protecdo nos tecidos renais expostos a  Acesso livre a dieta 24h/dia. Total: Spirulina platensis: 300 mg/kg p.c/dia 10 087+ 10 243%015
(2020)f intoxicagao furanica 4 semanas (dissolvido em agua destilada) + Furano: 16 0.05
mg/kg p.c./dia (dissolvido em Oleo de milho
Mazola) por 4 semanas
i P i o (i ; 10 0.87 £ 10 1.86+0.03
Khalil etal. Protegio nos tecidos renais expostos a Acesso livre a dieta 24h/dia. Spirulina platensis: 300 mg/kg p.c/dia (dissolvido em oo
(2020)g intoxicacio furanica Total: 4 semanas agua destilada) + Furano: 16 mg/kg p.c./dia (dissolvido -
G : em Oleo de milho Mazola) por 4 semanas
3 M- . ; 10 134 + 10  0,41+0.06
Zahametal. R_eno_prote(;ao_ em Acesso livre a dieta 24h/dia. Extrato de Spirulina platensis: 500 mg/Kg P.C/dia "
(2018) estresse oxidativo-mediado induzido Total: 4 semanas (dissolvido em soro fisioldgico) + 0,5mg base de :
por nicotina ' nicotina/kg p.c / dia por 4 semanas
Martin et al. ) A A ) ) ) ) ) 6 2.7+0.32 6 1.54 +0.22
2016)h R toc3 " idati Acesso livre a dieta 24h/dia. Spirulina fusiformis: 400 mg/kg p.c./dia +
( ) ENOprotecao No estresse oxidativo Total: 4 semanas INH e RIF: 50 mg/kg p.c./dia por 4 semanas
Martin et al. . i i i Spirulina fusiformis: 800 mg/kg p.c./dia + 6 27+032 6 131+019
. Renoprotecdo no estresse oxidativo ACesso I'Vr? a dieta 24h/dia. b . grap
(2016)i Total: 4 semanas INH e RIF: 50 mg/kg p.c./dia por 4 semanas
Viswanadha Efeito protetor da Spirulina em . . . 6 20+005 6 1,6+006
etal. (2011) toxicidade renal induzida Acesso livre a dieta 24h/dia. Spirulina:500 mg/kg p.c./dia por 2 semanas

por 4-nitroquinolina-1-6xido

Total: 2 semanas

X: média; DP: desvio padrdo; (a), (b), (c), (d), (), (f), (g), (h) e (i) sdo subdivisdes dos estudos de Memije-Lazaro et al. (2018), Bin Jumah et al. (2020), Khalil et al. (2020) e Martin et al. (2016).
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Tabela 1-B. Resumo dos estudos selecionados para a variavel acido urico (AU) (mg/dL)

Autor . . « Acido drico
(ano) Patologia renal Protocolo de intervencéo Esquema de tratamento (mg/dL)
Controle Tratamento
— n —
X or X or
Memije-Lazaroa et Doenca crénica renal Acesso livre a dieta 24h/dia. Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5 4004 6 3.4+06
al. (2018)a ) semanas
Total: 5 semanas
Memije-Lazaroa et Doenca crénica renal Acesso livre a dieta 24h/dia. Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5 58+06 6 49+07
al. (2018)b Total: 5 semanas semanas
Memije-Lazaroa et Doenca crénica renal . . . C--ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 4004 6 3.2+06
al. (2018)a Acesso livre a dieta 24h/dia. semanas
Total: 5 semanas
Memije-Lazaroa et Doenca crénica renal Acesso livre a dieta 24h/dia. C--ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 5.8+06 6 3.8+0.03
al. (2018)b Total: 5 semanas semanas
Gargouri etal. Nefroprotecio em Ac_esso I_|vre a dieta Spirulina platensis: 5,3g/kg p.c/dia + 2.71%0.22 8 3.53+0.41
(2018) S . . enriquecida 5% com , , .
danos oxidativos induzidos o : . 6g/L acetato de Pb através de agua potavel
Spirulina platensis 24h/dia.
por Pb por 4 semanas
Total: 4 semanas
i i i + +
Gargouri etal. Nefroprotegdo em Ac_e 550 I_|vre a dieta Spirulina platensis: 1,5g/kg p.c/dia + 2.71021 8 3.90£0.41
(2020) o . enriquecida 5% com ] , .
danos oxidativos induzidos - . . 69/L acetato de Pb através de agua potéavel
Spirulina platensis 24h/dia.
por Pb } por 4 semanas
Total: 4 semanas
Mér(t;f 6§:1a|' Renoprotecdo no Free _?_zﬁcze:vse:lf:/day' Spirulina fusiformis: 400 mg/kg p.c./dia + 12.17+056 6 9.16£0.72
estresse oxidativo ' INH e RIF: 50 mg/kg p.c./dia por 4 semanas
M?ngrlwee)ti al. Renoprotecio no Acesso Iere a dieta 24h/dia. Spirulina fusiformis: 800 mg/kg p.c./dia + 12.17 + 0.56 6 9.43+1.10
estresse oxidativo Total: 4 semanas INH e RIF: 50 mg/kg p.c./dia por 4 semanas
Viswanadha et al. Acesso livre a dieta 24h/dia. 8,5+ 0.6 55+05

(2011)

Efeito protetor da Spirulina em

toxicidade renal induzida
por 4-nitroquinolina-1-dxido

Total: 2 semanas

Spirulina:500 mg/kg p.c./dia por 2

semanas

X: média; DP: desvio padrdo; (a), (b), (h) e (i) sdo subdivisdes dos estudos de Memije-Lazaro et al. (2018) e Martin et al. (2016).



Tabela 1-C. Resumo dos estudos selecionados para a variavel ureia (U) (mg/dL).

Autor (ano)

Patologia renal

Protocolo de

Esquema de tratamento

Ureia (mg/dL)

intervengdo
Controle Tratamento
n 7 n 7
X or X or
Bin Jumah et al Nefroprotegdo em Acesso livre a dieta Spirulina platensis: 500mg/kg p.c/dia + 8 77.79£3.23 8
(2020)c ' toxicidade por 24h/dia. Acrilamida: 20 mg/kg/dia por 5 semanas 46.77 £1.10
acrilamida Total: 5 semanas
Bin Jumah et y Acesso livre a dieta Spirulina platensis: 1000mg/kg p.c/dia + 8 77.79 £3.23 8 33.94 £0.96
al. Nefroprotecdo em 24h/dia. Acrilamida: 20 mg/kg/dia por 5 semanas
toxicidade por acrilamida
(2020)d Total: 5 semanas
Acesso livre a dieta 8 78.07+£7.8 8 56.45+ 7.8
. Nefroprotecdo em enriquecida 5% com Spirulina platensis: 5,3g/kg p.c/dia +
Gargouri etal. T . o . 3 . .
(2018) danos oxidativos induzidos Spirulina platensis 6g/L acetato de Pb através de agua potavel
por Pb 24h/dia. por 4 semanas
Total: 4 semanas
Acesso livre a dieta 8 87.98+7.80 8 54.03+7.6
. Nefroprotecdo em enriquecida 5% com Spirulina platensis: 1,5g/kg p.c/dia + 2
Gargouri etal. S . - . ) . .
(2020) danos oxidativos induzidos Spirulina platensis 69/L acetato de Pb através de agua potéavel
por Pb 24h/dia. por 4 semanas
Total: 4 semanas
_ ) ) ) Acesso livre a dieta _Spiru_lina plaltensis: 300 mg/kg p.c/dia 10 48.33£2.20 10 35.97 £ 2.82
Khalil etal. Protegéo nos tecidos renais 2ah/dia (dissolvido em &gua destilada) + Furano: 16
(2020)e expostos a intoxicagdo furanica ' mg/kg p.c./dia (dissolvido em Oleo de milho
Total: 4 semanas Mazola) por 4 semanas
) ) ) ) Acesso livre a dieta _Spiru_lina pla,tensis: 300 mg/kg p.c/dia 10 48.33£2.20 10 39.88 £ 0.98
Khalil etal. Protegéo nos tecidos renais 2an/dia (dissolvido em &gua destilada) + Furano: 16
(2020)f expostos a intoxicagdo furanica ' mg/kg p.c./dia (dissolvido em Oleo de milho
Total: 4 semanas Magzola) por 4 semanas
_ ) _ _ Acesso livre a dieta Spirulina platensis: 300 mg/kg p.c/dia 10 48.33+£2.20 10 36.25+£1.60
Khalil etal. Protecdo nos tecidos renais oan/dia (dissolvido em 4gua destilada) + Furano: 16
(2020)g expostos a intoxicagdo furanica Total: 4 ' mg/kg p.c./dia (dissolvido em Oleo de milho
otal- & semanas Mazola) por 4 semanas
Renoprotecdo em Acesso livre a dieta Extrato de Spirulina platensis: 500 mg/Kg 10 93.37+4.52 10 45.66+5.4
Zaham et al. idat diad 24h/dia P.C/dia (dissolvido em soro fisiol6gico) + 3
(2018) esfresse oxidativo-mediado ' 0,5mg base de nicotina/kg p.c / dia por 4
induzido por nicotina Total: 4 semanas semanas
. N Acesso livre a dieta Spirulina fusiformis: 400 mg/kg p.c./dia + 6 19.85+1.34 6 13.54 +1.45
Martin etal. Renoprotecao no estresse 24h/dia INH e RIF: 50 mg/kg p.c./dia por 4 semanas
(2016)h oxidativo ' -oomglkgpcidap

Total: 4 semanas




. ~ Acesso livre a dieta 24h/dia. Spirulina fusiformis: 800 mg/kg p.c./dia + 6 19.85+1.34 6 14.15+1.22
Martin et al. Renoprote¢éo no estresse INH & RIF: 50 ma/k i 4
(2016)i oxidativo Total: 4 semanas € - oUmg/kg p.c./dia por 4 semanas
Efeito protetor da Spirulina Spirulina:500 mg/kg p.c./dia por 2 semanas 6 29,7+24 6 22,00+ 18

Viswanadha et al.
(2011)

em toxicidade renal induzida

por 4-nitroquinolina-1-6xido Total: 2 semanas

Acesso livre a dieta 24h/dia.

X: média; DP: desvio padrao; (c), (d), (e), (f), (9), (h) e (i) sdo subdivisdes dos estudos de Bin Jumabh et al. (2020), Khalil et al. (2020) e Martin et al. (2016).
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Tabela 1-D. Resumo dos estudos selecionados para a variavel proteinaria (PTU) (mg/dL).

Proteindria (mg/dL)

. P | Control Tret t
Autor (ano) Patologia renal . rotocolo fj N Esquema de tratamento on ro_e re amen_o
intervencgéo
n X SD n X SD
. Acesso livre a dieta
Men;:Je(-ZIBalzg)g)a e Doenca cronica renal 24h/dia. Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5 semanas 6 30+14 6 12+09
' Total: 5 semanas
Memiie-Lazaroa et Acesso livre a dieta
J Doenca crénica renal 24h/dia. Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5 semanas 6 16.9+27 6 1.2+0.10
al. (2018)b .
Total: 5 semanas
Memiie-Lazaroa et Acesso livre a dieta 18412
J Doenca crénica renal 24h/dia. C--ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 semanas 6 3014 6 T
al. (2018)a .
Total: 5 semanas
. Acesso livre a dieta
M -L . . L . 16.9+27
emije-Lazaroa et Doenca crénica renal 24h/dia. C--ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 semanas 6 6.9 6 3.3%0.2
al. (2018)b
Total: 5 semanas
Prote¢do nos tecidos renais Acesso livre a dieta Sglr;u: nu?::st;?asg) 3;0%:?3:39 1p6Cr/T? |e/1k(d|sio;zi/::o
Khalil etal. (2020)e  expostos A intoxicagio 24h/dia. aguac : 0 16 Mg/kg p.C. 10 3.8+ 0.06 10 5.87 + 0,03
A ) (dissolvido em Oleo de milho Mazola) por 4
furénica Total: 4 semanas
semanas
Prote¢do nos tecidos renais Acesso livre a dieta SZ:]U: nuzﬂ:i?:;) iogﬂgézg 1p écﬁljll((d'sio;g:go
Khalil etal. (2020)f  expostos & intoxicacéo 24h/dia. aguac ! 0 16 Mg/Kg p.C. 10 3.89 +0.06 10 49+031
A: (dissolvido em Oleo de milho Mazola) por 4
furénica Total: 4 semanas
semanas
Prote¢do nos tecidos renais Acesso livre a dieta SZ;U: nu?::;;?;:;) 3;0'25:;:';9 fécé?'jlk(dlsio;g:go
Khalil et al. (2020)g expostos a intoxicagdo 24h/dia. aguac , . grape. 10 3.89+0.06 10 577+0.34
A: (dissolvido em Oleo de milho Mazola) por 4
furénica Total: 4 semanas
semanas
Martin et al. Renoprote¢do no estresse Acesso livre a dlet.a Spirulina fusiformis: 400 mg/kg p.c./dia +
- 24h/dia. . 6 4.75+0.42 6 5.03+0.36
(2016)h oxidativo INH e RIF: 50 mg/kg p.c./dia por 4 semanas
Total: 4 semanas
Acesso livre a dieta
. . a . Spirulina fusiformis: 800 mg/kg p.c./dia +
Martin et al. (2016)i  <COPrOeGao no estresse 24h/dia. prrutina fusriormis. 85 mgikg p.c./dia 6 4.75+0.42 6 5.92 + 0,48
oxidativo INH e RIF: 50 mg/kg p.c./dia por 4 semanas
Total: 4 semanas
) Efeito protetor da Acesso livre a dieta
Viswanadha et al. Spirulina em toxicidade 24h/dia. Spirulina:500 mg/kg p.c./dia por 2 semanas 6 59+0.4 6 6,4+0.2

(2011)

renal induzida

por 4-nitroquinolina-1-6xido

Total: 2 semanas

X: média; DP: desvio padrdo; (a), (b), (), (f), (9), (h) e (i) sdo subdivisdes dos estudos de Memije-Lazaroa et al. (2018), Khalil et al. (2020) e Martin et al. (2016).
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Tabela 1-E. Resumo dos estudos selecionados para a varidvel pressao arterial sistélica (PAS) (mmHg).

Autor (ano)

Patologia renal

Protocolo de intervencéo

Esquema de tratamento

Memije-Lazaroa et
al. (2018)a

Doenca crénica renal

Acesso livre a dieta
24h/dia.
Total: 5 semanas

Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5 semanas

Memije-Lazaroa et
al. (2018)b

Doenca crénica renal

Acesso livre a dieta
24h/dia.
Total: 5 semanas

Arthrospira maxima: 1g/kg p.c/dia por 5 semanas

Memije-Lazaroa et
al. (2018)a’

Doenca crénica renal

Acesso livre a dieta
24h/dia.
Total: 5 semanas

C- ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 semanas

Memije-Lazaroa et
al. (2018)b

Doenca crénica renal

Acesso livre a dieta
24h/dia.
Total: 5 semanas

C- ficocianina 100 mg/kg p.c/dia por 5 semanas

Arthur-Ataam et al.
(2019)

Protecao em alteracdes do
sistema cardiovascular
induzidas por hipertensao

Acesso livre a dieta com
Sp ou Sp-Si 2%* 24h/dia.
Total: 5 semanas

Spirulina platensis: 15mg + 0.3 mg Si (2%) / 500 g
p.c/dia por 12 semanas

Ichumura et al.
(2013)j

Prote¢do de ficocianina em
hipertens&o sistémica e
doengas vasculares

Acesso livre a dieta
24h/dia. Total: 25 semanas

Ficocianina (0,25%): 2500 mg/kg de dieta/dia +
MF** (dieta normal) por 25 semanas

Ichumura et al.
(2013)I

Prote¢do de ficocianina em
hipertens&o sistémica e
doengas vasculares

Acesso livre a dieta
24h/dia. Total: 25 semanas

Ficocianina (0,5%): 5000 mg/kg de dieta/dia +
MF** (dieta normal) por 25 semanas

Ichumura et al.
(2013)m

Prote¢do de ficocianina em
hipertens&o sistémica e
doengas vasculares

Acesso livre a dieta
24h/dia. Total: 25 semanas

Ficocianina (1%): 1000 mg/kg de dieta/dia + MF**
(dieta normal) por 25 semanas

PAS (mmHg)
Controle Tratamento
n Xoor n Xoor
6 113463 6 118+7.2
6 207+ 46 6 156 + 6.9
6 1134623 6 120+08
6 207+46 6 130 £7.0
15 1571432 15 1232455
! 179 + 10 ! 170+8
7 179 + 10 7 16449
7 179 + 10 7 15248

X: média; DP: desvio padréo; (a), (b), (j), (I) e (m) séo subdivisdes dos estudos de Memije-Lazaroa et al. (2018) e Ichumura et al. (2013). *Spirulina platensis e Spirulina platensis silico-
enriquecida (SpSi); ** MF é uma dieta normal fornecida pela Oriental Yeast Co, Ltda.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta investigacao, verificamos que a cianobactéria Arthrospira platensis esta potencialmente
relacionada com propriedades anti-hipertensivas e nefroprotetoras contidas em seus componentes
celulares, especialmente peptideos bioativos. O processo de digestdo gastrointestinal in vitro da
biomassa celular da A. platensis utilizando as enzimas pepsinas e pancreatina, sequencialmente, foi
eficiente em extrair diversos peptideos de baixo peso molecular relacionados ao mecanismo de inibicdo
da enzima conversora de angiotensina-l. Este método, apesar de ter sido eficiente em demonstrar que
enzimas digestivas podem liberar bioativos anti-hipertensivos da Spirulina, ainda se faz necessario
avaliar se esses peptideos, inicialmente identificados, sdo capazes de ultrapassar a barreira endotelial
gastrica, serem absorvidos e entdo, atuarem sem a perda do potencial de inibicdo da ECA.

Quanto ao processo de purificacédo, atividade iIECA quantificada apds métodos cromatograficos
combinados foi preservada, e quando comparada aos dados existentes que utilizam métodos similares
de obtencdo e separacéo, demonstrou uma alta resposta de inibicdo. O método cromatografico por fase
reversa tem sido o mais eficiente em separar peptideos de baixo peso molecular, sobretudo, de agédo
IECA. Entretanto, para os peptideos identificados neste estudo, informacGes sobre sequéncia e
estrutura de aminodacidos, tamanho molecular e padrdo de inibicdo sdo projetadas para futuras
investigacOes e, assim, ajudar a estabelecer estratégias para mecanismos de acdo anti-hipertensiva
mais eficazes.

As evidéncias apontadas nas revisdes sistematicas, inicialmente, atestam que diversas espécies
de micro e macroalgas sdo fontes promissoras de agentes nutracéuticos, incluindo o controle da
hipertensdo arterial. Para além disso, também foi apresentado neste estudo, pela primeira vez, o
consumo de Spirulina auxiliando na promogéo da protecdo nos tecidos renais em diversos contextos
pré-clinicos patoldgicos. Estes resultados fornecem uma excelente especulacdo para avaliacbes dos
mecanismos bioquimicos envolvidos nos efeitos terapéuticos associados ao consumo da biomassa da
Spirulina ou ficocianina, possibilitando futuras vias de investigacdo a partir da fisiopatologia renal.

Estes resultados, portanto, sugerem que a exploracdo biotecnoldgica da cianobactéria
Arthrospira (Spirulina) pode fornecer matéria-prima para futuras formulacGes que visem farmacos
anti-hipertensivos, como alternativas de tratamento naturais ou na composicdo de alimentos

funcionais, que auxiliem na prevencdo/tratamento de pacientes com hipertenséo arterial cronica.
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CAPITULO I
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RESUMO

Peptideos bioativos tém gerado numerosos beneficios a saide humana. Em particular,
os peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) tém mostrado
atividade promissora para o controle da hipertensdo, visto que essa enzima & uma das
principals envolvidas no controle da pressdo arterlal. Fontes de origem animal, vegetal,
e mals recentemente, os micro-organismos fotossintetizantes tém sido explorados para
obtengdo desses peptideos. Um dos micro-organismos fotossintetizantes em destaque
para obtengdo de peptideos inibidores da ECA (iECA) é a cianobactéria Arthrospira
platensis, uma vez que em sua composigao nutricional hd alta quantidade de proteinas,
podendo atingir até 70% do seu peso seco. Diante disso, este capitulo apresenta uma
visdo geral do potencial da A, platensis como uma fonte de peptideos iECA.

Palavras-chave: Bioativos. Enzima conversora de angiotensina. Hipertensdo. Inibidores.
1. INTRODUGAO

Peptideos bloativos sdo fragmentos de proteinas, nos quais desempenham
beneficios a saide humana (RIZZELLO et ol, 2017) e podem ser liberados por
fermentagdo, hidrélise quimica ou enzimatica (MANZANARES et al., 2015; MURRAY;
FITZGERALD, R., 2007; NONGONIERMA; FITZGERALD, R, J., 2018). Diversas atividades j&
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