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RESUMO

A busca por novas abordagens terapéuticas contra a hipertensdo tem
incentivado a investigagdo de moléculas bioativas, incluindo peptideos derivados de
toxinas animais. Neste contexto, esta dissertagdo examina os efeitos do KPP, um
tripeptideo sintético inspirado em uma toxina presente na pegonha do escorpiao Tityus
serrulatus, sobre a presséao arterial e o desempenho fisico sob diferentes condi¢des
ambientais. Para isso, foram realizados experimentos com modelos murinos
normotensos e hipertensos submetidos a protocolos de testes de carga incremental,
permitindo uma avaliagdo abrangente da influéncia do KPP na resposta
cardiovascular e na capacidade fisica.

Os achados revelaram que, em ratos hipertensos (SHR), o KPP promoveu uma
reducao significativa da presséao arterial média (PAM), nas duas doses avaliadas (33
e 330 ug/kg), enquanto em animais normotensos esse efeito n&o foi significativo,
demonstrando o seu efeito anti-hipertensivo e nao hipotensor. O KPP nao foi capaz
de induzir o mesmo efeito observado em machos para as fémeas, mas o problema
pode ser o tamanho amostral utilizado, menor para as ratas Nos testes envolvendo
camundongos submetidos ao teste de carga incremental, o peptideo ndo demonstrou
impacto positivo sobre a forca muscular ou a resisténcia aerdbica, refor¢ando a
auséncia de propriedades ergogénicas associadas ao doping. Além disso, os
resultados nado indicaram uma inibicdo significativa da enzima conversora de
angiotensina (ECA), o que sugere que seu efeito hipotensivo ocorra por vias
alternativas.

Esses resultados posicionam o KPP como um promissor candidato para o
desenvolvimento de novas terapias anti-hipertensivas, especialmente voltadas para
individuos hipertensos fisicamente ativos. A auséncia de impacto na performance
atlética indica que seu uso nao implicaria riscos relacionados ao doping, tornando-o
uma alternativa viavel para aplicagdes clinicas. Estudos futuros devem aprofundar a
investigacdo sobre sua formulagdo e biodisponibilidade, garantindo sua eficacia e
seguranca terapéutica.

Palavra chave: KPP, Hipertensao; Peptideo bioativo; Tityus serrulatus; Desempenho
fisico



ABSTRACT

The search for new therapeutic approaches against hypertension has
encouraged the investigation of bioactive molecules, including peptides derived from
animal toxins. In this context, this dissertation examines the effects of KPP, a synthetic
tripeptide inspired by a toxin present in the venom of the scorpion Tityus serrulatus, on
blood pressure and physical performance under different environmental conditions. To
achieve this, experiments were conducted using normotensive and hypertensive
murine models, as well as mice subjected to exercise protocols, allowing a
comprehensive evaluation of KPP’s influence on cardiovascular response and physical
capacity.

The findings revealed that, in hypertensive rats (SHR), KPP significantly
reduced mean arterial pressure (MAP) at both evaluated doses (33 and 330 ug/kg),
while this effect was not significant in normotensive animals, demonstrating its
antihypertensive but not hypotensive effect. KPP did not induce the same effect in
females as observed in males; however, this discrepancy may be due to the smaller
sample size used for female rats. In tests involving mice subjected to physical training,
the peptide did not show a positive impact on muscle strength or aerobic endurance,
reinforcing the absence of ergogenic properties associated with doping. Additionally,
the results did not indicate significant inhibition of angiotensin-converting enzyme
(ACE), suggesting that its hypotensive effect may occur through alternative pathways.

These findings position KPP as a promising candidate for the development of
new antihypertensive therapies, particularly for physically active hypertensive
individuals. The lack of impact on athletic performance indicates that its use would not
pose doping-related risks, making it a viable alternative for clinical applications. Future
studies should further investigate its formulation and bioavailability to ensure its
therapeutic efficacy and safety.

Keywords: KPP; Hypertension; Bioactive peptides; Tityus serrulatus; Physical
performance
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1. INTRODUCAO

1.1 Biologia do escorpiao Tityus serrulatus

Os escorpides sao artropodes pertencentes a classe Arachnida, subfilo
Chelicerata e ordem Scorpiones, que incluem cerca de 1.500 espécies distribuidas
em diversas regides do mundo, principalmente em areas tropicais e subtropicais, mas
apenas uma fragcdo € considerada perigosa para os humanos (Oliveira et al., 2018;
Lourencgo, 2022). Os escorpides existem ha mais de 400 milhées de anos, datando do
periodo Carbonifero, sendo, portanto, considerados os mais antigos aracnideos
conhecidos (Cruz, 1994; Bortoluzzi, Querol & Querol, 2007; Fuzita et al., 2015). O
escorpionismo é o quadro clinico de envenenamento provocado pela picada de um
escorpido e pode ser classificado como um problema de saude publica (Dias et al.,
2024; Oliveira et al., 2024). No territorio brasileiro, podemos identificar somente quatro
familias de escorpides: Bothriridae, Buthidae, Chactidae e Ischnuridae. O Tityus
serrulatus (Lutz & Mello, 1922) pertencente a familia Buthidae, € uma das espécies
de escorpides mais notorias e amplamente distribuidas n&o s6 no Brasil, mas em toda
a Ameérica do Sul, com exceg¢ao do Chile e da regido sul da Argentina (Lourenco,
2022). Esta espécie foi descrita ha mais de um século, e foi identificada inicialmente
em Belo Horizonte, Minas Gerais (Lourenco, 2022).

O escorpido T. serrulatus, comumente conhecido como escorpidao amarelo, €
endémico do Brasil, com registros de sua presenga em diversas regides, incluindo os
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias e Distrito Federal, bem como nas areas
urbanas (Lourencgo, 2015; Kalapothakis et al., 2021). A reprodugao partenogenética,
que é a capacidade de reproduzir-se sem fertilizagcdo e sem um coparental (Costa et
al., 2020), foi descoberta por Matthiensen em 1962, como sendo o método de
reproducao utilizado por esta espécie, sendo uma das principais razées da sua rapida
expansao geografica, uma vez que um unico escorpido pode fundar uma nova colbnia
num novo local sem a necessidade de um parceiro sexual. Além disso, individuos da
espéecie T. serrulatus podem sobreviver com restricdo alimentar, apenas consumindo
agua, por até 400 dias (Pimenta et al., 2019; Kalapothakis et al., 2021). Tais fatores
sdo decisivos no seu sucesso adaptativo, se estabelecendo e proliferando em areas
urbanas e periurbanas, incluindo cemitérios e redes de esgotos (Lourengo &
Cloudsley-Thompson, 1999).
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Acredita-se, também, que essa espeécie represente uma variagdo de padrao
confluente dentro do complexo Tityus stigmurus, marcada pela fusdo das manchas dorsais
em um arranjo continuo. Esse padrao morfolégico foi identificado em populagdées nas
proximidades de Belo Horizonte, Minas Gerais, durante o periodo de constru¢ao da
capital no final do século XIX. Com as rapidas mudanc¢as ambientais e 0 aumento da
presséao seletiva, a subpopulagao que se reproduz por partenogénese e se diferenciou
em T. serrulatus, pode ter conseguido se adaptar e prosperar mais facilmente nesse
novo ambiente em comparagdo a populagdo que se reproduz sexualmente (T.
stigmurus).

O escorpido T. serrulatus (Fig. 1), também chamado de escorpido amarelo,
possui uma morfologia distinta, caracterizada por um corpo segmentado, pingas
(pedipalpos) e um 6rgédo de injegao de peconha localizado na cauda. Eles tém entre
55 e 70 mm de comprimento e apresentam coloracido amarela com manchas escuras
nos tergitos. Seu metasoma apresenta caracteristicas especificas, que justificam o
nome "serrulatus", referéncia a reentrancia formada por sele¢ées modificadas de

pingas (Lourengo, 2015).

Figura 1. Tityus serrulatus f€émea no estado da Bahia (foto de Tiago J. Porto).

Nascimento e colaboradores (2006) conduziram uma investigagdo comparativa
dos compostos moleculares presentes na peconha das trés principais espécies do
género Tityus no Brasil: T. serrulatus, T. bahiensis e T. stigmurus, além de espécies
do género Leiurus, ndo encontradas nas Américas. O objetivo era estabelecer uma
relacdo filogenética fundamentada nas caracteristicas fisico-quimicas desses
compostos. Os achados desse estudo apoiaram as classificagcdes taxondmicas



18

tradicionais, identificando T. serrulatus como uma morfoespécie de T. stigmurus (Fig.
2).
L. q. quinquestriatus

0.9697

L. q. hebraeus

0.8845 T. serrulatus

0.9781

T. stigmurus

0.9377

T. bahiensis

Figura 2. Arvore de correlagdo fenética de T. bahiensis, T. stigmurus, T. serrulatus, L. . hebraeus e L.
g. quinquestriatus. A arvore foi gerada utilizando o método de agrupamento hierarquico com o software Cluster.
Os mumeros nos indicam os coeficientes de correlagdo entre os grupos. Fonte: Adaptado de Ward et al. (2006).

Disponivel em: doi:10.1016/j.toxicon.2006.01.015.

Por fim, T. serrulatus € uma das principais causas de acidentes escorpiénicos no
Brasil. O numero de ocorréncias aumentou significativamente nos ultimos anos, com
mais de 180.000 casos notificados anualmente, sendo esta espécie responsavel pela
maioria dos incidentes graves e fatais (Pimenta et al., 2019; Oliveira et al., 2024).

1.2 Pegonha de escorpiao: Uma fonte rica de biomoléculas com potencial
aplicagao biotecnolégica

Peconhas de origem animal s&o misturas complexas de moléculas,
principalmente proteinas e peptideos, que sido capazes de induzir respostas
farmacoldgicas e imunologicas em seus alvos.

Conforme o boletim epidemiolégico de 2023 da Secretaria de Vigilancia em
Saude, do Ministério da Saude do Brasil, os escorpides sao 0s animais responsaveis
pelo maior numero de casos de envenenamento registrados no Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo (Sinan) desde 2004. Entre 2009 e 2019, o
numero de notificagbes de acidentes envolvendo escorpides aumentou
aproximadamente 150%. Estima-se que mais de 183.000 casos de acidentes com
escorpides ocorram anualmente no Brasil, com Minas Gerais sendo o segundo estado

com o maior numero de incidentes, registrando aproximadamente 20% dos acidentes
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do pais, onde a espécie T. serrulatus prevalece como a principal causadora de
envenenamentos (Pimenta et al., 2019).

A grande variedade de peptideos presentes na pegonha do escorpido se
manifesta pela existéncia de cerca de 400 polipeptideos, com ou sem ligacdes
dissulfeto. Peptideos com ligagbes dissulfeto desempenham diferentes fungdes
farmacoldgicas, afetando uma grande variedade de canais ibnicos. Em contraste, os
peptideos sem ligagbes dissulfeto pertencem a uma subfamilia composta por
peptideos com uma baixa homologia de sequéncia e que desempenham diversas
funcdes, como potencializacdo do efeito hipotensor do horménio bradicinina, agao
antimicrobiana e regulagao imunologica (Zhijian et al., 2006).

A peconha do escorpido T. serrulatus inclui neurotoxinas com ligagdes
dissulfeto que afetam canais de sodio e potassio, além de outras moléculas com
fungdes antimicrobianas, anti-hipertensivas e moduladoras do sistema imunolégico,
esses ultimos peptideos lineares (sem ligagdes dissulfeto) (Zhijian et al., 2006; Oliveira
et al., 2018; Dias et al., 2024). Essas toxinas, especialmente as neurotoxinas, s&o
responsaveis pelos sintomas graves de envenenamento, que podem incluir dor local
intensa, sudorese, taquicardia e, em casos graves, edema pulmonar e faléncia
multipla de 6rgaos (Oliveira et al., 2018; Pimenta et al.,2019).

Nas ultimas décadas, além das preocupacdes clinicas, as peg¢onhas de
escorpiao tém despertado interesse na pesquisa cientifica devido ao seu potencial
terapéutico. Componentes isolados da peconha podem apresentar propriedades
analgésicas e antitumorais, sugerindo que essas pegonhas podem ser uma fonte
valiosa para o desenvolvimento de novos farmacos (Srinivasan et al., 2002;
Kalapothakis et al., 2021). O conhecimento sobre as toxinas da pegonha ndo soé
contribui para a compreenséo de processos bioldgicos e patoldgicos, mas também
abre novas possibilidades na medicina, como o desenvolvimento de medicamentos
mais eficazes e especificos (Pimenta et al., 2003; Rates et al., 2008). Além disso,
Pimenta & De Lima (2005), afirmaram que ha um vasto repertorio de moléculas na
peconha do escorpidao que possuem alvos especificos, como os canais idnicos em
tecidos excitaveis e os sistemas cardiovascular e respiratério (Pimenta & De Lima,
2005).

Acredita-se que cada espécie de escorpido possua entre 50 e 100 toxinas
polipeptidicas, resultando em uma estimativa de aproximadamente 100.000 peptideos
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potenciais nas pegonhas de todas as espécies (Srinivasan et al., 2002). No entanto,
apenas cerca de 400 desses peptideos foram descritos até o momento, representando
menos de 0,4% do total (Zuo & Ju, 2004; Veja & Possani, 2005; Zhijian et al., 2006;
Dias et al., 2024).

Nascimento e colaboradores (2006) realizaram estudos proteémicos sobre a
peconha de Tityus serrulatus e determinaram a presencga de centenas de peptideos e
proteinas nessa peconha. As pesquisas descreveram uma peg¢onha mais complexa
do que a encontrada em outros géneros de escorpides, como é o caso de Leiurus, o
que sugere uma maior diversidade molecular dentro do mesmo género Tityus. As
toxinas presentes nas peconhas de escorpides podem ser classificadas em varias
familias, com base em diferentes critérios. Por exemplo, ha a distincdo entre toxinas
de cadeias longas ou curtas, que considera o tamanho da estrutura primaria, e a
separacao entre toxinas ativas em mamiferos, insetos e crustaceas, que se relaciona
com sua atividade em diferentes grupos animais. Além disso, essas toxinas podem ser
categorizadas em neurotoxinas e citotoxinas, levando em conta seu mecanismo de
acao, e ainda em toxinas com e sem pontes dissulfeto, como ja mencionado nesta
dissertagao (Zhijian et al., 2006; Oliveira et al., 2018; Dias et al., 2024).

Algumas toxinas foram especificamente caracterizadas como neurotoxinas e

citotoxinas que atuam em canais idbnicos. As toxinas de cadeia longa, por exemplo,
afetam os canais de sodio (Na*) dependentes de voltagem e contém entre 60 e 70
residuos de aminoacidos, estabilizadas por quatro pontes dissulfeto. Essas toxinas sao
subdivididas em toxinas a e 3, que se ligam aos sitios de receptores 3 e 4 dos canais
de sddio, respectivamente, impactando assim a excitabilidade celular.
As toxinas direcionadas aos canais de potassio (K*) sdo um pouco menores,
geralmente com cerca de 40 a 45 residuos de aminoacidos. Elas também incluem pontes
dissulfeto e frequentemente atuam bloqueando canais de potassio em células
excitaveis, linfocitos e eritrocitos. (Oliveira et al., 2024). O envolvimento de toxinas que
atuam em canais de cloro (CI7) e calcio (Ca**) também foi relatado (Kalapothaskis et
al., 2021). Este ultimo grupo parece ser mais relevante, especialmente por suas agdes
intracelulares nos canais de calcio; por exemplo, a toxina Maurocalcina foi isolada da
peconha do escorpido Scorpio maurus palmatus, que ativa os canais de calcio do tipo
RyR (Zhijian et al., 20006).

Na década de 2000, foi demonstrado que a peconha de T. serrulatus contém
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peptideos desprovidos de pontes dissulfeto. Esses peptideos apresentam tamanhos
variados, com 13 a 50 residuos, e baixa similaridade entre si. Segundo Verano-Braga
e colaboradores (2010), moléculas como TsHpt-l (conhecido atualmente como Ts14)
e o Peptideo T, isolados da pegonha de T. serrulatus, apresentam uma gama de
atividades bioldgicas, incluindo efeitos antimicrobianos e imunomoduladores, além de
potencializagdo da bradicinina (Pucca et al., 2016). Esses peptideos bioativos atuam
em sistemas celulares por meio de interagcdes que levam a sinalizacdo e a modulacao
das respostas imunoldégicas, prometendo ser candidatos importantes no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Pimenta & De Lima 2005).

Como as Hipotensinas sdo foco deste trabalho, existe um topico adiante
dedicado a sua introducao.

1.3 O sistema renina-angiotensina (SRA)

A descoberta do sistema renina-angiotensina (SRA) iniciou-se em 1898 com os
estudos de Tigerstedt & Bergman, que relataram o efeito pressor de extratos renais e
denominaram a substancia como renina (Tigerstedt & Bergman, 1898). Segundo Paul,
Poyan Mehr & Kreutz (2006), a descrigao classica do SRA €& de que se trata de um
complexo sistema endocrino peptidico que desempenha um papel crucial na
regulacédo da presséo arterial, equilibrio dos fluidos e eletrdlitos e em outras fungdes
fisiolégicas e patoldgicas, incluindo agbes cardiovasculares, metabdlicas e
musculares. O angiotensinogénio, produzido e liberado pelo figado (Deschepper,
1994), é clivado na circulag&o pela renina, uma enzima liberada pelos rins no aparelho
justaglomerular, para formar o decapeptideo angiotensina | (Ang I) (Hanna et al., 2002;
Persson, Skalweit & Thiele, 2004). A enzima conversora de angiotensina (ECA), uma
metaloproteinase associada a membrana, converte a Ang | no octapeptideo Ang II. A
ECA apresenta uma expressao constitutiva elevada na superficie das células
endoteliais dos vasos sanguineos, especialmente nos pulmdes. A Ang Il interage com
receptores especificos, como o receptor AT1R, desencadeando respostas como
vasoconstricdo nas células musculares lisas dos vasos sanguineos e aumento da
liberagdo de aldosterona pelo cortex adrenal (Reid, Morris & Ganong, 1978; Wollert &
Drexler, 1999; Santos, Campagnole-Santos & Andrade, 2000).
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Figura 3. O sistema renina-angiotensina em cascata: visdo atualizada. ACE, enzima conversora de
angiotensina; ACE2, enzima conversora de angiotensina 2; APA, aminopeptidase A; APN, aminopeptidase N;
PRCP, prolil endopeptidase; PCP, prolilcarboxi-endopeptidase; NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolil
endopeptidase; CP, carboxipeptidase; AP, aminopeptidase; Dcase, descarboxilase; THOP, oligopeptidase tima.

Recentemente, a compreensao do SRA expandiu-se para além do eixo classico
ECA/Ang II/AT1R, abrangendo um eixo alternativo envolvendo o heptapeptideo Ang-
(1-7), identificado como agonista endogeno do receptor Mas (Santos et al., 2003).
Esse eixo alternativo apresenta efeitos antagbnicos ao eixo classico, promovendo
acdes vasodilatadoras, anti-inflamatorias e antifibroticas, além de ser cardioprotetor
(Santos et al., 2018; Becker et al., 2019; Santos et al., 2019).

Em condigbes patoldgicas, como hipertensdo arterial sistémica (HAS) e
insuficiéncia cardiaca, a ativacdo excessiva do eixo classico contribui para
remodelamento cardiaco, disfuncdo endotelial e danos cardiovasculares, enquanto o
eixo alternativo atua de forma protetora, promovendo aumento na biodisponibilidade
de o6xido nitrico (NO), inibicdo de processos fibréticos e sensibilizacdo a insulina
(Marques et al., 2011; Sabharwal et al., 2014; Moura et al., 2021). A descoberta desse
eixo revelou novos alvos terapéuticos para o tratamento de doengas cardiovasculares,
hipertensao, insuficiéncia cardiaca e complicagdes metabdlicas, como a resisténcia a
insulina (Wu et al., 2018).

Além dessas propriedades cardioprotetoras, outro papel importante do sistema

SRA esta no metabolismo e no controle da massa muscular. A Ang-(1-7) atua no



23

receptor MAS para estimular a captag&o de glicose em resposta a insulina e prevenir
a perda muscular frente a estimulos como o estresse oxidativo e a resisténcia a
insulina. O SRA também influencia o musculo esquelético devido a regulagao do ténus
vascular e da microvasculatura. Evidéncias de estudos in vitro e in vivo sugerem que
a Ang-(1-7) aumenta a sensibilidade a insulina e promove a captag&o de glicose nos
musculos esqueléticos por meio da ativacdo do receptor MAS e do aumento da
biodisponibilidade de oxido nitrico, facilitando a perfusdo muscular e a entrega de
insulina ao tecido.

Além disso, estudos em modelos animais demonstram que a administragao de
Ang-(1-7) durante exercicios intensos preserva a integridade muscular e reduz o
aumento de biomarcadores de dano muscular, como lactato desidrogenase (LDH) e
alfa-actinina, sugerindo um efeito protetor durante atividades de alta intensidade
(Becker et al., 2019; Santos et al., 2018). Esse efeito protetor tem sido investigado em
condigbes como distrofias musculares e durante exercicios intensos, com destaque
para a formulagdo encapsulada de Ang-(1-7), que tem demonstrado atenuar danos
musculares e melhorar a recuperagcao funcional, indicando seu potencial uso
terapéutico para preservar a fungdo muscular e prevenir atrofia em condigdes
patoldgicas (Fu et al., 2014; Becker et al., 2019).

A Ang-(1-7) também possui propriedades vasodilatadoras, via aumento da
producdo de NO pela ativagdo da enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), o
que contribui para a regulagdo do tdnus vascular e exerce agdes cardioprotetoras,
especialmente em modelos de infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca (Fu et al.,
2014). A utilizacdo de Ang-(1-7) na forma de complexos de inclusdo, como a
ciclodextrina, HPB-CD/Ang-(1-7), mostrou- se eficaz em melhorar a biodisponibilidade
do composto apds administracdo oral, potencializando os seus efeitos terapéuticos,
com reducado de areas infartadas e atenuagcé&o do remodelamento cardiaco (Marques
et al., 2011). O eixo alternativo do SRA, portanto, revela-se essencial ndo s6 na
protecdo cardiovascular, mas também na manutengdo da saude muscular e no
tratamento de condi¢des metabdlicas e patologicas.

Assim, o SRA deve ser visto como um sistema dinadmico que contribui para a
regulacédo da pressao arterial e do equilibrio hidroeletrolitico, mas que também atua
em diversos processos fisioldégicos em tecidos, como o coragéo, 0s vasos sanguineos

e 0s musculos esqueléticos. Essa dualidade de acido nos niveis dos eixos classico e
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alternativo do SRA abre novos horizontes para intervencgdes terapéuticas, destacando
o papel de componentes como a Ang-(1-7) e o seu receptor MAS na modulagado dos
efeitos negativos da Ang Il e na inducdo de respostas benéficas em condi¢des
cardiovasculares e metabdlicas (Reid, Morris & Ganong, 1978; Marques et al., 2011;
Santos, Campagnole-Santos & Andrade, 2000; Santos et al., 2019).

1.4 O sistema calicreina-cinina

O sistema calicreina-cinina (SCC) é um sistema enddcrino complexo envolvido
em diversos processos fisioldgicos e patologicos, desempenhando papéis essenciais
na regulacao da pressao arterial, na resposta inflamatoéria e na fungéo renal (Goto et
al., 1995; Campbell, 2000, Duka et al., 2006). Sua descoberta aconteceu em 1909,
quando Abelous & Badier identificaram uma substancia na urina humana que, ao ser
administrada intravenosamente em caes anestesiados, causava uma redugio
significativa da pressé&o arterial. Desde entdo, a compreens&o do SCC evoluiu com
importantes marcos cientificos (Colman & Schmaier, 1997, Hillmeister & Persson,
2012).

Em 1928, Kraut e colaboradores avangaram o conhecimento ao identificar que
a substancia vasodilatadora e hipotensora presente na urina era, de fato, um
composto enzimatico. Posteriormente, essa proteina ativa foi nomeada calicreina
(Bhoola, Figueroa & Worthy 1992). Werle & Berek (1948), demonstraram que a
calicreina atuava sobre um precursor inativo, liberando uma substancia capaz de
causar contragcao do ileo em cobaias e induzir hipotensdo. Essa substancia foi
chamada de calidina (KD, sigla do nome em inglés kallidin). Em um marco
subsequente, Rocha & Silva e colaboradores, em 1949, isolaram uma molécula
semelhante, que denominaram bradicinina (BK, sigla do nome em inglés bradykinin),
destacada por sua agéo lenta em induzir contragdes musculares (Rocha e Silva et al.,
1949, Bhoola et al., 1992).

A BK e a KD séao peptideos vasoativos derivados da hidrélise dos cininogénios
pelas calicreinas. Existem dois tipos de calicreinas, a plasmatica e a tecidual. A
calicreina plasmatica € formada a partir da pré-calicreina pela acéo do fator Xl ativado,
enquanto a calicreina tecidual € expressa em varios 6rgaos, como rins, testiculos e
gléandulas salivares (Fig. 4) (Marceau et al., 1997, Baxter & Ebrahim, 2002). Essas

enzimas clivam o cininogénio de alta massa molecular no plasma para liberar a BK;
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nos tecidos, a calicreina age sobre o cininogénio de baixa massa molecular para liberar
a KD (Bhoola, Figueroa & Worthy, 1992; Kaplan, Meier & Mandle, 2008; Pesquero &
Bader, 2006).
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Plasmaética . Tecidual
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Figura 4. Cascata de formacao e degradag@o das cininas (Adaptado de Silva, 2020)

Existem dois receptores principais para as cininas: B1 e B2. O receptor B2 é
expresso de forma constitutiva e responde preferencialmente a BK e KD, enquanto o
receptor B1 é induzido por inflamagé&o ou injuria tecidual e tem afinidade por formas
modificadas de BK e KD, respectivamente a des-Arg9-BK e a des-Arg10-KD (Regoli
& Barabe, 1980; Qadri & Bader, 2013). A ativagdo desses receptores resulta em
diferentes vias de sinalizagao celular, sendo a produc¢ao de NO e o aumento de calcio
intracelular processos centrais que desencadeiam respostas inflamatérias e efeitos
cardiovasculares (Blaukat, 2003).

O SCC esta diretamente envolvido em processos como a regulagao da pressao
arterial, inflamagcdo e, em alguns casos, cardioprote¢cdo. A BK €& um potente
vasodilatador que age relaxando o musculo liso vascular para reduzir a presséo
arterial, por meio da ligagao direta aos receptores B2 em varias partes do corpo,
incluindo vasos sanguineos, cérebro e coragao (Hess et al., 1992; Menke et al., 1994).
Essa ativagao leva a producéo de NO e outras moléculas, como prostaglandinas, com
efeitos como vasodilatagéo e protecdo contra lesdo isquémica (Blaukat, 2003).

Além da regulacdo cardiovascular, o SCC esta envolvido em respostas
inflamatorias e nociceptivas. As cininas sdo liberadas em tecidos inflamados,
promovendo dor, rubor, calor e edema (Campbell, 2000; Pesquero & Bader, 2006).

Esses efeitos sdo mediados principalmente pela agdo de prostaglandinas liberadas a
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partir de vias de sinalizacdo desencadeadas pela ativacdo dos receptores de cininas
(Marceau et al., 1997). Estudos demonstram que o SCC também possui um papel na
protecdo tecidual durante condigbes de estresse, como mostrado por Dong et al.
(2013), onde a administracao de BK reduziu o dano celular em cardiomiocitos de ratos
expostos a agentes oxidativos.

O metabolismo das cininas € complexo e envolve diversas enzimas conhecidas
como cininases. A ECA e a neprilisina (NEP) sdo exemplos de cininases que
degradam rapidamente a BK no plasma, o que explica a curta meia-vida desses
peptideos no sistema circulatorio (Qadri & Bader, 2018). A agdo dessas enzimas nao
SO regula a disponibilidade de cininas como também modula o equilibrio entre
vasodilatagao e vasoconstricdo, uma vez que a ECA também participa da conversao
de Ang | em Ang Il, esse ultimo um potente agente vasoconstritor (Yang et al., 1970;
Bhoola et al., 1992).

1.5 A enzima conversora de angiotensina (ECA)

A enzima conversora de angiotensina (ECA) desempenha um papel central no
sistema cardiovascular, sendo um ponto de convergéncia entre o SRA e o SCC. A
ECA regula a presséo arterial ao converter Ang | em Ang Il, que € um peptideo com
forte acdo vasoconstritora. A Ang Il exerce seus efeitos através dos receptores de
angiotensina |l do tipo 1 (AT1), presentes em varios tecidos, incluindo células
glomerulares da adrenal, endotélio e musculo liso vascular. Nas células adrenais, a
interacdo com AT1 estimula a sintese e a liberacao de aldosterona, o que, por sua vez,
aumenta a reabsor¢ao de sodio e agua nos rins, elevando indiretamente a pressao
arterial. Nas células do musculo liso vascular, a Ang Il causa vasoconstricao direta e
estimula a liberagdo de norepinefrina, contribuindo ainda mais para a elevacao da
presséao arterial (Cotton et al., 2002; Hayashi et al., 2003; Brew, 2003; Fernandez et
al., 2004).

Além de promover a produgao de Ang Il, a ECA também degrada a BK [BK (1-
9)], um peptideo que, como mencionado, promove a vasodilatacdo ao se ligar aos
receptores B2. Assim, a ECA induz um aumento da pressao arterial, tanto pela produc¢ao
de Ang Il quanto pela inativagado da BK (Brew 2003).

A ECA é uma dipeptidil carboxipeptidase dependente de Zn?*, existindo em

duas formas principais derivadas de um unico gene e geradas por meio de splicing
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alternativo: ECA somatica (SECA) e ECA testicular (tECA). A sECA é encontrada em
células endoteliais, epiteliais e neuroepiteliais e possui dois dominios cataliticos,
denominados N- e C-terminais. Embora ambos os dominios possam catalisar a
hidrolise de substratos, o dominio C-terminal € particularmente crucial na regulagéo
da pressao arterial devido ao seu papel na degradacao de BK e na formagéo de Ang
II. O dominio N-terminal, por outro lado, esta ligado a degradagado de um peptideo
especifico, acetil-Ser-Asp-Lys-Pro (Ac-SDKP), que tem fungdes na regulagdo da
proliferagdo e diferenciagcdo de células-tronco hematopoiéticas (Cotton et al., 2002;
Hayashi et al., 2003; Fernandez et al., 2004).

Por outro lado, a tECA é expressa principalmente nos testiculos e contém
apenas um dominio catalitico semelhante ao dominio C-terminal da sECA. Ambas as
formas séo proteinas de membrana do tipo 1, ou seja, suas regides N-terminais estéo
fora da célula, mas diferem na expresséao tecidual e na estrutura dos dominios. A maior
forma somatica possui dois dominios metaloproteinases (dominios N- e C-terminais),
cada um contendo um motivo de ligagdo candnico ao Zn2+: HExxH (His-Glu-x-x-His).

Dado o papel crucial da ECA na produgao de Ang Il e na regulagédo da presséo
arterial, ela foi alvo de varios medicamentos, incluindo inibidores da ECA, amplamente
utilizados no tratamento de hipertensao, insuficiéncia cardiaca e neuropatia diabética.
No entanto, esses inibidores podem causar efeitos colaterais como tosse, nausea,
vomito, colicas abdominais e 0 aumento do risco de angioedema, uma condigao rara,

mas potencialmente grave (Leru et al., 2021).

1.6 Hipertensao arterial

A hipertensao arterial (HA) € a doenga crbénica nao transmissivel com o maior
indice de prevaléncia no mundo e é caracterizada por niveis elevados e persistentes
de pressao arterial, comumente estabelecidos com valores = 140 mmHg de pressao
sistolica e/ou =2 90 mmHg de pressao diastolica (Hall et al., 2012; Malta et al., 2018;
Malachias et al., 2016; Mills, Stefanescu & He, 2020) (Tabela 1). Para se ter
conhecimento da sua gravidade, um aumento de 3 a 4 mmHg na presséo arterial pode
aumentar em 20% a mortalidade causada por acidente vascular cerebral (AVC)
segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e a Sociedade Internacional de
Hipertens&o (SHI), como mencionado por Jones & Hall (2007). Em 1990, estimava-se
que 650 milhdes de pessoas no mundo eram diagnosticadas com hipertensao arterial,
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de acordo com a OMS. Estudos projetavam que esse numero dobraria até 2025; no
entanto, tal previsao ja havia sido ultrapassada em 2019, atingindo cerca de 1,3 bilhdo
de individuos diagnosticados com HA. Além disso, proje¢des da OMS sugerem um
aumento cada vez mais expressivo para as proximas décadas. Esse crescimento é
atribuido ao envelhecimento populacional e a intensificacdo de fatores de risco
ambientais e comportamentais (Ribeiro, Furtado & Pereira, 2013).

Tabela 1. Classificagdo dos Niveis de Pressdo Arterial segundo parametros clinicos.

Categoria Presséao Presséao
Arterial Arterial
Sistélica (PAS) Diastoélica
(PAD)
Normal <120 <80
Pré-Hipertensao 121 -139 81 -89
Hipertensao Estagio 1 140 — 159 90 -99
Hipertensao Estagio 2 160 — 179 100 - 109
Hipertensao Estagio 3 =180 =110

A HA é considerada especialmente perigosa por ser, em grande parte dos
casos, uma condicdo silenciosa, sem apresentar sintomas claros. Isso faz com que
muitas vezes seu diagnostico ocorra apenas em fases avangadas. De acordo com o
estudo de Kearney et al., (2005), € crucial que os 6rgédos de saude priorizem agdes de
prevencao, deteccao precoce, tratamento e controle da hipertensao, visando reduzir
0s riscos associados a doenca.

A HA é um importante fator de risco para DCV e insuficiéncia renal cronica,
desempenhando papel significativo no desenvolvimento de complicagbes graves,
como AVC, infarto agudo do miocardio (IAM) e doengas cardiacas (Mills, Stefanescu
& He, 2020). Segundo Masson et al. (2014), 50% da populagdo com HA no a tem
controlada, mesmo com a utilizacdo de medicamentos, quadro denominado
hipertensao refrataria. No entanto, apesar dos avangos terapéuticos, o controle da
pressao arterial permanece insatisfatorio para uma parte consideravel dos pacientes,
especialmente nos paises em desenvolvimento (Campbell et al., 2022). Além disso,

comportamentos atuais como sedentarismo, excesso de ingestao de sodio e calorias,
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tabagismo e privacdo de sono continuam inalterados (La Rovere et al., 2002). A
resisténcia ao tratamento e a falta de ades&o a regimes medicamentosos contribuem
para a carga global da doenga, resultando em alto custo econdmico e social para os
sistemas de saude (Hering et al., 2017).

O estudo conduzido por Kearney et al. (2005) trouxe uma observagao
interessante sobre a incidéncia da HA, revelando que, apesar da distribuicao
relativamente igual entre os sexos, ha variagdes geograficas na prevaléncia entre
homens e mulheres. Em paises da América Latina, por exemplo, a prevaléncia € maior
entre homens, enquanto nas antigas economias socialistas observa-se um
predominio entre mulheres. Em termos de fatores de risco para o desenvolvimento e
a progressao da HA, estes se dividem em ndo modificaveis e modificaveis. Entre os
nao modificaveis, destacam-se a predisposi¢cao genética e o envelhecimento. Ja entre
os modificaveis, incluem-se habitos como o0 consumo excessivo de soédio,
sedentarismo, tabagismo e o consumo elevado de alcool, todos potenciais alvos de
intervengao para a redugao dos indices de HA (Sun et al., 2008; Oliveira et al., 2021).

Em carater fisiopatologico, o estresse oxidativo e a disfungdo endotelial sdo
elementos de progressdao da HA. As espécies reativas de oxigénio (EROs)
interagem com NO, diminuindo sua disponibilidade e prejudicando a vasodilatagao, o
que contribui para o aumento da resisténcia vascular periférica (Bai et al., 2009). Além
disso, a disfungéo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) é frequentemente
observada em pacientes hipertensos, impactando a resposta vasodilatadora e
promovendo a rigidez arterial (Sun et al., 2008). O SRA participa diretamente no
controle da presséo arterial e é fundamental para o aumento do ténus simpatico e a
modulacgédo inflamatéria associada a hipertensdo (Agarwal et al., 2011).

Compreender os fatores ambientais, sociais e fisiopatologicos da HA é
essencial para desenvolver intervengdes eficazes. A OMS recomenda estratégias
preventivas, como a redugcdo do consumo de sal e a promocao de atividade fisica
regular, para minimizar o impacto da HA na saude publica (Campbell et al., 2022).
Ademais, intervengbes comportamentais, aliadas a terapias farmacolédgicas
personalizadas, sao fundamentais para a prevengao de complicagcdes e para a redugao

do risco de eventos cardiovasculares graves (Barbosa et al., 2008).
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1.7 Peptideos potenciadores de bradicinina (PPB)

Os peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs) sdo compostos de baixa
massa molecular que amplificam a agao fisiolégica da BK. Sua principal caracteristica
€ a atividade hipotensora e a capacidade de contrair o musculo liso. Descritos
inicialmente por Ferreira (1965), esses peptideos foram identificados na pegonha das
serpentes Bothrops jararaca e posteriormente em outras pegonhas de animais, como
os de aranhas, escorpides e até secre¢des de anfibios. A descoberta dos PPBs levou
a avangos expressivos em biotecnologia, como o desenvolvimento do primeiro inibidor
comercial da ECA, o captopril, usado no tratamento da HA (Ferreira et al., 1965; Ondetti
et al., 1977; Cushman et al., 1979; Cushman & Ondetti, 1980; Cushman & Ondetti,
1991).

A maioria dos PPBs caracterizados atua inibindo a ECA, o que impede tanto a
formagdo de Ang Il quanto a degradagdo da BK, resultando em um efeito
vasodilatador e anti-hipertensivo prolongado. Essa caracteristica bioldgica se deve
principalmente a estrutura molecular tipica dos PPBs, geralmente apresentando um
residuo de acido p-aminobenzoico na extremidade N-terminal e um dimero de prolina
na extremidade C-terminal, juntamente com outros residuos que podem influenciar
suas propriedades farmacolégicas (Erdos, 1990; Cummins & O'Connor, 1998).

Frente a crescente compreensdo da diversidade estrutural e funcional dos
PPBs, destaca seu potencial na pesquisa biomédica. Peptideos de varias fontes
revelam que, apesar das diferencas na estrutura primaria, a presenca do dimero Pro-
Pro é essencial para suas atividades biologicas.

Assim, a pesquisa continua de novos PPBs de diferentes origens pode
contribuir para o desenvolvimento de novas terapias anti-hipertensivas e anti-
inflamatorias baseadas nos mecanismos desses peptideos (Ferreira et al., 1993, 1996;
lanzer et al., 2004; Pimenta & De Lima, 2005; Camargo et al., 2012; Jiang et al., 2014).

1.7.1 Hipotensinas: Estrutura e atividade biolégica
As hipotensinas sao peptideos bioativos identificados na pegonha do escorpiao
Tityus serrulatus (Verano-Braga et al., 2008). As hipotensinas apresentam uma
sequéncia especifica de 24 a 25 residuos de aminoacidos, com massa molecular entre
2600 e 2800 Da, além de dois residuos de prolina na regido C-terminal, que contribui
para sua atividade biologica (Tabela 2).



31

Tabela 2. Sequéncia primaria de peptideos isolados da pegonha do escorpido Tityus serrulatus e
pertencentes a familia denominada Hipotensinas. Os residuos destacados em vermelho foram as diferengas entre
as Tityus serrulatus Hipotensinas I a IV (Adaptado de Pimenta et al., 2001)

Nome Estrutura Primaria MM* (Da)
TsHpt-I AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA 2723,44
TsHpt-lI AEIDFSGIPEDIIKEIKETNAKPPA 272442
TsHpt-IlI AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPP 2652,40
TsHpt-IV AEIDFSGIPEDIIKEIKETNAKPP_ 2653,38

Diferentemente dos PPBs classicos, que atuam principalmente como inibidores
da ECA, o peptideo TsHpt-I ndo inibe a ECA, mas atua como um agonista do receptor
B2 da BK, promovendo uma série de respostas cardiovasculares de interesse
terapéutico, como vasodilatagdo por induzir o aumento de producado de NO (Verano-
Braga et al., 2008). Um residuo de lisina hidrofilico e carregado positivamente,
antecedendo os dois residuos de prolina C-terminas (Lys-Pro-Pro), na estrutura
primaria do TsHpt-l, € parcialmente responsavel por seu efeito hipotensor,
diferenciando-o estruturalmente dos PPBs de serpentes, que frequentemente contém
um residuo hidrofébico de isoleucina antes do dimero de Prolina (lle-Pro-Pro) (Verano-
Braga et al., 2008).

1.7.2 O peptideo KPP

Dentro do espectro das hipotensinas, segundo Verano-Braga e colaboradores
(2008), apdés um estudo sobre mimetizagdo estrutural do peptideo TsHpt-I
(AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA), patente numero BR0202157A, isolado da
peconha de escorpido T. serrulatus, o tripeptideo KPP (Lys-Pro-Pro) (Fig. 5) emerge
como um fragmento peptidico de interesse particular e alvo central desse trabalho.
Classificado como um peptideo criptico; peptideos biologicamente ativos formados
apos a protedlise de precursores nativos presentes em pegconhas de animais; retém a
capacidade de atuar sobre o sistema cardiovascular de maneira independente e
funcional (Gomez-Mendoza et al., 2020). Estudos demonstram que o KPP se liga e
ativa o receptor de bradicinina B2 (B2R), resultando em uma série de efeitos

bioldgicos que incluem a vasodilatagdo, a redugao transitoria da PA, além de outros
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mecanismos intracelulares, como modulagdo de vias associadas a apoptose e ao
metabolismo celular. Essa ac¢ao hipotensora depende de um mecanismo endotelial
mediado por NO, conforme apresentam os estudos farmacolégicos. Este peptideo
induziu vasorrelaxamento, em experimentos com anéis de aorta, o que foi
significativamente reduzido na presenca de L-NAME, um inibidor da sintese de NO,
indicando que o efeito vasodilatador desse peptideo esta intimamente relacionado a
producdo de NO (Fig. 6) (Verano-Braga et al., 2008; Verano-Braga et al., 2010).

Figura 5. Estrutura do peptideo KPP (Adaptado de Oliveira, 2019)

O KPP ativa a via de sinalizagdo da AKT e induz a fosforilagao de sua principal
proteina efetora, a sintase de 6xido nitrico (eNOS), resultando na produgéo de NO,
um fator chave para a vasodilatagado dependente do endotélio. Além disso, o peptideo
promove a desfosforilagdo da fosfolamban (PLN) nos cardiomidcitos, reduzindo a
contratilidade celular. Isso sugere um potencial papel cardioprotetor do KPP,
especialmente em situagdes de sobrecarga cardiaca (Gémez-Mendoza et al., 2020).
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Figura 6. Reatividade Vascular. A) KPP incubado em preparagdo de anel de aorta de rato com endotélio
(E+) e sem endotélio funcional (E-). B) KPP pré-incubado com o L-NAME, inibidor da enzima NOS. (Verano-
Braga et al., 2010)

Outro aspecto relevante do mecanismo de agao do KPP envolve o residuo de
lisina (Lys). A carga positiva na cadeia lateral desse residuo é crucial para a sua
interacdo com o receptor B2. Estudos de modificagdes estruturais, como a acetilagao
da cadeia lateral, visando neutralizar a sua carga positiva (ackKPP), mostraram que a
auséncia dessa carga positiva leva a perda da sua capacidade de ativar os receptores
B2, ressaltando a importéncia desse residuo para o desenvolvimento de analogos
terapéuticos (Verano-Braga et al., 2010).

A investigacdo dos efeitos moleculares e funcionais do KPP vai além do
entendimento dos mecanismos das hipotensinas, ele também propde este tripeptideo
como uma molécula modelo para o desenvolvimento de novos agentes

cardiovasculares.

1.8 Importancia do desenvolvimento de novos farmacos

O desenvolvimento de medicamentos inovadores a partir de biomoléculas
ocupa um papel central na vanguarda da biofarmacéutica, gragcas a sua elevada
especificidade, poténcia e diversidade estrutural. Essas moléculas, que

frequentemente tém como origem fontes naturais, como organismos marinhos,
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plantas, microrganismos e até mesmo animais, constituem metabdlitos secundarios
com uma ampla diversidade estrutural e quimica. Esse carater diversificado confere a
elas uma notavel gama de atividades biologicas, tornando-as ferramentas valiosas no
combate a diversas doencgas (Pham et al., 2019).

As estratégias modernas, como a aplicagado da biologia sintética e o emprego
de abordagens quimicas avangadas, tém ampliado as possibilidades de modificagao
dessas substancias. Isso também tem permitido a criacdo de extensas bibliotecas de
compostos analogos a produtos naturais, acelerando significativamente o processo
de descoberta de agentes terapéuticos inovadores. A medida que os avancos
tecnoldgicos continuam, o potencial dessas moléculas na identificagdo de novas
terapias se expande, abrindo caminhos promissores para o tratamento de inUmeras
condigbes médicas (Zhang et al., 2020; Wright, 2018). Exemplos importantes incluem
toxinas extraidas de caracois marinhos, como o Ziconotide (comercializada como
Prialt), utilizado para o tratamento de dores severas e cronica (Mclintosh M et al.,
1982), e peptideos, como a semaglutida (comercializada como Ozempic), que tém
revolucionado o tratamento de condi¢bes metabdlicas (Lau et al., 2015; Peraire et al.,
2024). Nesse cenario, a pesquisa em torno de novas moléculas, como o KPP, abre
caminhos promissores para avangos terapéuticos, destacando-se especialmente por
sua aplicagcao potencial no tratamento da HA.

O tripeptideo KPP, objeto central deste estudo, apresenta propriedades
bioativas que a posicionam como uma candidata interessante para terapias
inovadoras. Sua estrutura unica e origem natural sugerem uma afinidade especifica
com receptores vasculares, essencial para o desenvolvimento de tratamentos
eficazes voltados a vasodilatagcao (Verano-Braga et al., 2010). Entretanto, a pesquisa
basica frequentemente negligencia as diferengas biologicas entre os sexos,
priorizando estudos em modelos masculinos. Investigagbes voltadas a fisiologia
feminina sao indispensaveis para preencher lacunas na ciéncia e promover terapias
mais inclusivas. Nesse contexto, avaliar as propriedades do KPP em um espectro
fisiologico diverso ndo s6 amplia as possibilidades terapéuticas, como também reforga
a necessidade de uma abordagem mais equitativa na pesquisa farmacolégica

No contexto da HA, os medicamentos desempenham um papel indispensavel
no controle da doenga, mas enfrentam desafios relacionados ao uso indevido no

esporte. Diversos farmacos anti-hipertensivos estdo listados como substancias
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proibidas pelo Comité Olimpico Internacional e pela Agéncia Mundial Antidoping
(WADA), devido ao seu potencial de melhorar o desempenho fisico ou mascarar o uso
de substancias proibidas. Desenvolver novos farmacos, como a KPP, exige uma
estratégia inovadora que equilibre eficacia clinica e conformidade regulatoria.
Ademais, a busca por alternativas mais seguras e especificas ressalta o potencial da
KPP como uma solucédo capaz de atender as demandas médicas e aos critérios de
regulagao.

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de medicamentos baseados em
moléculas naturais é superar limitagdes farmacocinéticas, como baixa solubilidade e
biodisponibilidade restrita. Estratégias tecnoldgicas, como o uso de excipientes
avancgados, tém sido essenciais para contornar essas barreiras [Wright, 2018]. Um
exemplo amplamente adotado é o emprego de ciclodextrinas, que aumentam a
solubilidade e a estabilidade de moléculas bioativas, como demonstrado na
formulag&o oral para a Ang-(1-7) (Fraga-Silva et al., 2011).

Os avancgos tecnolégicos na biofarmacéutica tém sido determinantes para a
criacdo de terapias disruptivas e solugdes personalizadas. Tecnologias como
biossimilares, plataformas de RNA e sistemas avancados de liberacdo de
medicamentos estdo transformando a pratica clinica e o mercado farmacéutico
(Coelho etal., 2010; Liu et al., 2016; Pei et al., 2024). Nesse cenario, o KPP se destaca
como uma oportunidade Unica de explorar biomoléculas para atender necessidades
meédicas ainda ndo supridas, como a demanda por vasodilatadores mais seguros e
eficazes. Além disso, o impacto econdémico gerado por patentes e o incentivo ao uso
de fontes naturais sustentaveis posicionam o KPP como uma molécula alinhada as
tendéncias emergentes da ciéncia e da inovagao.

Sendo assim, a molécula KPP apresenta um potencial significativo para
revolucionar o tratamento de condi¢des cardiovasculares, como a HA, enquanto
aborda lacunas importantes na pesquisa cientifica. A combinagao de estudos basicos
diversificados, tecnologias avangadas de formulagdo e inovagao biofarmacéutica
posiciona o KPP como um exemplo promissor de como as biomoléculas podem ser
integradas em terapias inovadoras. Essa abordagem n&o apenas expande as
fronteiras do conhecimento, mas também ressalta a relevancia de investir em ciéncia

inclusiva e sustentavel para atender as demandas da sociedade.
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2. OBJETIVOS
2.10bjetivos gerais
Investigar a influéncia de um peptideo sintético, analogo a uma toxina presente
na peconha de Tityus serrulatus, sobre a regulagdo da presséo arterial, explorando
seu potencial efeito anti-hipertensivo, além de avaliar o seu impacto na performance

fisica, visando assegurar que ndo tenha caracteristicas associadas ao doping.

2.20bjetivos especificos
¢ Avaliar o efeito hipotensivo do peptideo em ratos normotensos;

e Determinar se o peptideo induz um efeito anti-hipertensivo em ratos

hipertensos;
e Estudar possiveis diferengcas sexo-especificas da acido cardiovascular do
peptideo;

e Padronizar uma forma de administragéo oral do tripeptideo KPP;

¢ Avaliar se o peptideo induz melhora na performance fisica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Experimentos in vitro.

3.1.1. Avaliagao qualitativa do peptideo sintético por espectometria
de massa

Nesta analise, utilizou-se um espectrémetro de massa do tipo MALDI-TOF MS
AutoFlex IIITM (Bruker Daltonics, Billerica, USA). O peptideo sintético foi depositado
sobre uma placa metdlica, juntamente com uma matriz apropriada Acido 2,5-
Diidroxibenzoico (DHB), que facilitou a dessorgéo e ionizagao do peptideo.

Os ions gerados foram acelerados por um campo elétrico e atravessaram um
tubo de vacuo (tubo de voo), onde foram separados segundo a raz&do massa-carga
(m/z). Os espectros foram analisados em termos de intensidade e numero de ions
presentes na amostra. Também foi verificada a presenga do ion representando a
massa molecular monoisotopica monoprotonada calculada para o peptideo KPP:
[M+H]* = 341,2 Da.

3.1.2. Ensaio de atividade da enzima conversora de angiotensina
(ECA)

Para avaliar se o peptideo KPP atua como inibidor da ECA, conforme discutido
por Verano-Braga e colaboradores (2010), empregamos um ensaio especifico que
mede a atividade enzimatica da ECA na presenca do peptideo. Utilizamos um método
fluorométrico, que quantifica a liberagao de His-Leu a partir do substrato Hip-His-Leu,
permitindo quantificar a atividade da ECA.

Para o ensaio, o KPP foi utilizado na concentragao final de 0,005 mg/mL. Para
isso, uma aliquota de 10 yL de uma solugéo estoque de KPP a 1 mg/mL foi adicionada
ao plasma sanguineo, previamente obtido apds a centrifugacédo a 10.600 x g (RCF),
por 5 minutos a 4°C, do sangue de rato. Em seguida, ao plasma contendo KPP foi
adicionado o substrato especifico para a enzima conversora de angiotensina (ECA),
o Hip-His-Leu, na concentracdo de 5 mM, dando inicio a reagdo enzimatica.

A hidrolise do substrato pela ECA foi monitorada por espectrofluorimetria, o que
possibilitou a deteccdo direta dos produtos formados. A atividade da ECA foi
determinada com base na conversao do substrato em produto, medida pelo aumento
de absorbancia em um comprimento de onda de 365nm de excitagdo e 495nm de
emissdo. Um experimento controle foi utilizado sem a adicdo do KPP. Todos os
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experimentos foram realizados em duplicata.

3.2 Experimento in vivo
3.2.1 Experimentos com ratas e ratos
3.2.1.1. Animais

Foram utilizados 21 ratos, com 12 semanas de idade, espontaneamente
hipertensos (SHR) e 22 ratos Wistar (WI). O grupo Wistar incluiu machos (234g —
408g) e fémeas (172g — 245g), com idades entre 10 e 12 semanas. Os ratos SHR
(machos e fémeas) foram fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas-
2 (BICBIO-2) e os ratos Wistar (machos e fémeas) pelo Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Biologicas (CEBIO), ambos da UFMG.

Todos os animais foram mantidos sob condigdes controladas de temperatura e
ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso a ragao e agua filtrada ad libitum. Os
procedimentos experimentais seguiram as diretrizes aprovadas pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG),
sob o protocolo n° 141/2023.

3.21.2. Grupos experimentais utilizados para avaliar a

atividade pressora do peptideo KPP
Nos experimentos realizados com ratos, os animais foram divididos em grupos
conforme o sexo, a linhagem e o tipo de farmaco administrado durante o teste,

formando os seguintes grupos experimentais:
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Tabela 3. Grupos experimentais utilizados para avaliacao da atividade pressora do peptideo KPP.

LINHAGEM SEXO FARMACO DOSE VIA DE VOLUME
ADMINISTRAGAO  ADMINISTRADO

WISTAR Macho NaCl 0,9% Intravenoso 0,2ml

WISTAR Macho KPP 33 ou 330 Intravenoso 0,2ml
Hg/kg

SHR Macho NaCl 0,9% Intravenoso 0,2ml

SHR Macho KPP 33 ou 330 Intravenoso 0,2ml
Hg/kg

WISTAR Fémea NaCl0,9% Intravenoso 0,2ml

WISTAR Fémea KPP 33 ou 330 Intravenoso 0,2ml
Hg/kg

SHR Fémea NaCl 0,9% Intravenoso 0,2ml

SHR Fémea KPP 33 ou 330 Intravenoso 0,2ml
Hg/kg

3.2.1.3. Avaliacao do ciclo estral

A avaliagao do ciclo estral (CE) foi realizada por meio da coleta de esfregacos
vaginais que ocorreram sempre no mesmo horario, entre 13 e 14h (Horario de
Brasilia), durante um periodo de 15 dias, a fim de certificar-se a regularidade do ciclo,
antes do inicio dos experimentos. Com uso de pipeta Pasteur contendo 0,5 ml de
solugédo de NaCl 0,9%, a ponta da pipeta era introduzida no orificio vaginal das ratas
e uma gota da solugao salina coletada, aspirada e gotejada em Iaminas de vidro para
a observagdo em microscopio 6ptico comum (Fig. 7). O objetivo dessa avaliagao foi
verificar se havia diferenga na pressao arterial sistélica (PAS) basal entre as fases do
ciclo estral. A PAS basal e a fase do ciclo foram avaliadas no mesmo dia e nos
mesmos animais. Neste estudo, foi considerado apenas o ultimo dia da avaliacdo do

ciclo, correspondente ao dia do registro da PAS.
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Figura 7. Representagdo esquematica do método de avaliagdo e da caracteristica celular nas diferentes

fases do ciclo estral através de coleta do esfregaco vaginal

3.2.1.4. Cirurgia para canulagao da artéria e veia femoral

Os animais foram anestesiados com uma solucdo contendo Cetamina
(80mg/Kg) e Xilazina (8mg/kg), que foi injetada por via intraperitoneal (0,1mL/100g),
no quadrante inferior direito. As canulas utilizadas foram confeccionadas a partir da
polimerizagao por aquecimento de tubos de polietileno PE10, que eram introduzidos
nos vasos (4cm na artéria; 3cm na veia), e PES0 (17cm), que foi direcionado pelo
subcuténeo até o dorso do animal. As canulas foram preenchidas previamente com
salina estéril 0,9% contendo heparina (5000Ul/ml) a fim de prevenir a formagao de
coagulos de sangue em seu interior. Apds a preparagao da sala cirurgica, os animais
foram posicionados em decubito dorsal sobre a mesa cirurgica, onde teve a regido
inguinal delimitada e tricotomizada, e uma pequena incisdo na pele (~ 1cm) foi
realizada. Apés a incisdo de divulsdo do tecido adjacente, o feixe vasculo-nervoso
femoral foi localizado, e a artéria e a veia femoral foram cuidadosamente isoladas.
Primeiro, a canula foi introduzida na veia femoral para futura administracdo de
farmacos. Na sequéncia, uma segunda cénula foi introduzida na artéria aorta
abdominal, através da artéria femoral, para o registro da presséo arterial pulsatil
(PAP). Por fim, apds a canulagdo dos vasos, as canulas foram direcionadas pelo

subcutaneo para serem exteriorizadas e fixadas ao dorso do animal na regido entre
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as escapulas com fio de sutura cirurgico. Todas as incisées foram entdo suturadas.
Ao término da cirurgia, foi realizada a inje¢cdo intramuscular de antimicrobiano de
amplo espectro (Pentabiotico veterinario Ford Dodge 2.400 Ul/ 0,1 ml; dose unica) e
0s animais eram colocados em gaiolas individuais proximo a lampadas infravermelhas
para ajudar a manter a temperatura corporal dos animais durante o periodo de

recuperacéo (Fig. 8).
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Figura 8. Representagdo esquematica do método de canulagdo de veia e artéria femoral

3.2.1.5. Medida direta de parametros cardiovasculares
Para medir os parametros cardiovasculares, como pressao arterial sistolica
(PAS), diastdlica (PAD), média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), utilizou-se um
transdutor de pressao conectado a um amplificador de sinal, integrado a um sistema
de aquisi¢cado de dados (Biopac® Systems, CA, USA). A pressao arterial foi registrada
e a administracdo da droga em potencial realizada, respectivamente, via cénula

introduzida na artéria femoral e veia femoral.

3.21.6. Avaliagdo da resposta cardiovascular a

administragao de KPP
Nesse método, os animais foram submetidos a injegao intravenosa (0,2 ml em
bolus) de dose de KPP (33 ou 330 ug/kg), apés um periodo de 60min de adaptagao

no sistema de monitoramento Biopac, visando obter resposta pressora a
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administragdo do peptideo. Durante o periodo de adaptagcdo, os parametros
cardiovasculares, como PAM e FC, foram estabilizados a fim de garantir a obtengao
de valores basais consistentes. A solugdo contendo a droga em potencial foi
preparada a partir de aliquotas (mantidas a -20°C) de uma solug¢ao estoque contendo
2mg/mL. Apdés a administragdo do KPP (33 ou 330 pg/kg), os animais foram
monitorados por um periodo adicional de 6 horas, durante o qual os registros
continuos de PAM e FC foram realizados com o objetivo de avaliar o potencial efeito
do KPP em reduzir a pressao arterial e a frequéncia cardiaca. Essa administragao do
KPP juntamente com o monitoramento prolongado permitira observar tanto o efeito
imediato quanto os sustentados do farmaco, proporcionando uma analise detalhada
de sua eficacia (Fig. 9).

Salina
KPP
Adaptagao Parametros cardiovasculares continuos
60min g monitorados por 6h
CANULAGAO / iNICIO DOSE 6 HORAS DE REGISTRO FIM
t /—
Depois
de 24h

Rato consciente

Figura 9. Protocolo de medida de PA no sistema de aquisi¢do de dados (BIOPAC System), em animais

conscientes.

3.2.2. Experimentos com camundongos machos
3.2.2.1 Animais

Neste estudo, foram utilizados dois grupos de animais. O primeiro grupo foi
composto por 44 camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idades entre 10
e 12 semanas (16,5 g — 20 g), provenientes do biotério do Laboratoério de Fisiologia
do Exercicio (LAFISE) da Escola de Educacdo Fisica, Fisioterapia e Terapia
Ocupacional (EEFFTO) da UFMG.

Os animais foram mantidos sob condicbes controladas e todos os
procedimentos durante o periodo de treinamento com intervencéo (TCl), descrito
adiante, foram realizados entre 7 e 14 horas. Apos a concluséo do protocolo de TCl,
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as amostras de tecidos foram coletadas e armazenadas em freezer a -80°C para

analises subsequentes no Laboratorio de Hipertensdo da UFMG.

3.2.2.2. Grupo experimental
Os animais foram divididos de forma balanceada quanto ao peso em trés
grupos experimentais, que receberam o mesmo volume de solugao por gavagem (via

oral) durante um periodo de 10 dias apds a realizagao da primeira rodada de testes:

Tabela 4. Grupos experimentais utilizados para avaliagdo dos tratamentos por gavagem.

Grupo Tratamento Volume Dose
administrado administrado
Grupo 1 Solugao Salina 0,2 mL -
(0,9%)
Grupo 2 Angiotensina (1-7) 0,2mL 0,143 mg/kg
Grupo 3 Peptideo KPP 0,2 mL 0,82 mg/kg

Essa divisdo permitiu avaliar o efeito especifico de cada substéncia nos

parametros analisados ao longo do experimento.

3.2.2.3. Instalagao dos sensores de telemetria

Os animais foram anestesiados com solugao anestésica contendo Cetamina
(84mg/kg de peso corporal) e Xilazina (8mg/kg de peso corporal) por via
intraperitoneal do lado direito. Apos, foi realizada uma pequena incisao na linha alba
do musculo abdominal, e a cavidade foi exposta. Assim, um transmissor de telemetria
(seérie G2 E-Mitter, Mini Mitter, Bend, OR) foi implantado na cavidade e fixado na
parede abdominal lateral esquerda utilizando suturas e, por fim, o musculo abdominal
e as camadas superiores suturados (Steiner et al., 2007), com o objetivo de medir a
temperatura interna.

Os camundongos passaram por um periodo de recuperagao de 7 dias apos a
cirurgia, antes de serem introduzidos ao processo de familiarizagdo na esteira. Esse
tempo foi suficiente para garantir a recuperagdo completa dos animais e o retorno a
massa corporal anterior a cirurgia. Os sensores telemétricos tinham uma massa média
de 1,1g.
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3.2.2.4. Analise Térmica dos Animais por Termografia

A avaliagédo da temperatura dos animais foi realizada por meio de uma camera
térmica pontual infravermelha E8-XT [Teledyne FLIR LLC, Wilsonville, OR, USA),
apresentando sensibilidade de 320 x 240 (76800 pixels), com uma faixa de
temperatura de -20 a 550° C, uma faixa espectral de 7,5 a 13 um e preciséo + 2° C ou
+ 2%] para avaliar as variagdes térmicas nos diferentes grupos experimentais. O
ensaio foi realizado em sala vazia e os animais foram adaptados uma hora antes da
captacdo das imagens. Durante este tempo, os animais foram mantidos em caixas
apropriadas com maravalha e a sala manteve uma temperatura constante de 24°C. A
camera termografica foi usada para captar imagens térmicas mantendo uma distancia
padréo de 1 metro das caixas. Os animais foram divididos em trés grupos distintos:
Salina, KPP e Ang (1-7), foi realizada a mensuragao da temperatura em trés animais
por grupo experimental (n=3). As concentragdes e volumes administrados foram os
mesmos citados anteriormente. As imagens térmicas foram obtidas em diferentes
tempos, sendo: 0 h, 2 h, 3 h, 4 h e 6 h de intervalo da gavagem das solugdes. A
temperatura dos animais foi avaliada pelo software Apollo (caracteristicas do software)
que permitiu a mensuracdo da Regides de Interesse (ROls) e avaliagcdo das
temperaturas. Os dados obtidos foram usados para verificar a temperatura de

resposta dos animais em relacido ao tratamento administrado.

3.2.2.5. Teste de Forga

O teste de forga foi realizado em camundongos utilizando o método de “grip
strength”, modelo de teste usado para as patas anteriores (2 patas) quanto para as
quatro patas (4 patas). O equipamento utilizado foi um dinamémetro (Grip Strenght
Meter, BONTHER, Ribeirdo Preto, SP) especifico para pequenos roedores, no qual
mede a forga exercida pelos animais ao segurar a barra horizontal. Os animais foram
familiarizados ao teste a fim de padronizar a posi¢do da pegada na barra e em seguida
foram suavemente puxados pela cauda, de modo a medir a forca maxima exercida
antes se soltarem.

Cada animal realizou 6 tentativas em cada uma das posigdes (2 ou 4 patas),
com um descanso de 1 minuto entre as sessdes, para evitar fadiga muscular. Ao fim,
foram feitas duas analises, média da forca maxima exercida pelos animais e média da

forca exercida pelos animais.
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3.2.2.6. Familiarizagao a corrida na esteira rolante

O experimento foi realizado com todos os animais em uma esteira rolante
(Panlab/Havard Apparatus, Cornella, Espanha), mantida com inclinacdo de 5°,
durante cinco sessdes consecutivas, conforme descrito na Tabela 5. O protocolo
consistiu em trés estagios: o primeiro estagio sempre foi de repouso, com duragao de
3 minutos, com os animais posicionados na baia da esteira desligada. No segundo
estagio, a duragao foi fixada em 5 minutos, com a intensidade da corrida aumentando
progressivamente de 5 para 6 m/min ao longo dos dias. O terceiro estagio apresentou
aumento progressivo tanto da duragdo quanto da intensidade, variando de 3 a 5
minutos e de 6 a 8 m/min, respectivamente (adaptado de Wanner et al., 2014). No
quinto dia, os animais foram submetidos a familiarizagdo com o teste de carga
incremental, com critério de interrupgdo atenuado (5 segundos na zona de fadiga;
Tabela. 5) (Dougherty; Springer; Gershengorn, 2016).

Tabela 5. Protocolo de familiarizagao planejado para ensinar o camundongo a correr na esteira rolante™.

Dia Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
1 3 min de repouso 5 min a 5 m/min 3 min a 6 m/min
2 3 min de repouso 5 min a 6 m/min 3 min a 8 m/min
3ed 3 min de repouso 5in @ 6 m/min 5 min a 8 m/min

Familiarizagao ao teste de carga incremental

5 (na mesma esteira do teste)

*, ainclinagéo da esteira rolante foi sempre configurada em 5°

E importante destacar que os animais foram submetidos aos testes tanto antes
quanto apos o tratamento com o farmaco, permitindo que cada individuo servisse
como seu proéprio controle. Esse delineamento foi adotado para minimizar possiveis
vieses relacionados a diferencas intrinsecas na aptidao fisica dos animais,
principalmente no desempenho durante a corrida.

Os camundongos foram incentivados a correr por meio de estimulagéo elétrica
leve (0,5 mA), aplicada de forma continua e intermitente por uma grade localizada na

extremidade posterior da esteira.
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3.2.2.7. Protocolo de teste de carga incremental em esteira
rolante
Utilizado como parametro do desempenho fisico, o TCl em esteira rolante (AVS
projetos®, S&do Carlos, SP, Brasil; Fig. 10) foi executado por todos os animais em
ambas as temperaturas (22 e 32 °C) em dois momentos, i.e., pré-tratamento e apds 7
dias de tratamento, a fim de determinar as variaveis de desempenho fisico, tais como
tempo até a fadiga, distancia percorrida e velocidade maxima atingida. O teste foi
iniciado na velocidade de 10 m/min, com aumento de 3 m/min a cada 3 min (inclinagéo
em 5°). A fadiga foi determinada quando os animais eram incapazes de acompanhar
o ritmo da esteira, permanecendo na grade de choque ( Fig. 10) por 5 s (Ayachi et al.,
2016).

Zona de
fadiga

Grade de
choque

Figura 10. Ilustragdo representativa da esteira utilizada no protocolo de familiarizagdo a corrida e teste de

carga incremental (Adaptado de Panlab/Havard Apparatus, Cornella, Espanha).

Ambos os testes, em ambiente quente (Q, 32 °C) e temperado (T, 22 °C), foram
conduzidos em uma camara (model WMD 1150-5, Russells Technical Products,
Holland, MI, USA) de controle de temperatura localizada no laboratorio LAFISE
(UFMG). A camara foi projetada para manter o ambiente interno com temperatura
rigorosamente controlada, garantindo condigdes experimentais estaveis e precisas
durante todo o periodo de realizagao dos testes. Os testes em ambiente T e Q foram
separados por pelo menos 48 h e realizados entre 7h e 14h para minimizar influéncias

cronobioldgicas.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados in vitro
4.1.1. Analise qualitativa do peptideo sintético KPP purificado por
espectrometria de massa

Os graficos apresentados (Fig. 11) revelam os espectros de massa das
amostras analisadas utilizando a técnica de ionizagao/dessorcao a laser assistida por
matriz acoplada ao espectrometro de massa utilizando um analisador de massa por
tempo de voo (MALDI-TOF MS). Os espectros obtidos demonstram a separagéo dos
ions com base em suas razdes massa-carga (m/z), permitindo a identificacdo de
padroes especificos para cada amostra.

Na Fig. 11A, esta representado o espectro da matriz DHB utilizada como
controle, sem a presenca do peptideo KPP. Esse espectro apresenta picos
distribuidos ao longo do intervalo de m/z 310 a 370, com destaque para os ions com
m/z 324,549 e 360,636, que correspondem a ions proprios da matriz. Importante
destacar que nao foi observado nenhum pico no intervalo de m/z ~341, o que confirma
que a matriz DHB nao interfere na deteccéo do peptideo KPP.

A Fig. 11B, por sua vez, apresenta o espectro do peptideo KPP cocristalizado
a matriz DHB, com um pico predominante em 340,717 m/z, que corresponde ao ion
protonado do peptideo KPP ([M + H]+ = 340,717). O outro ion predominante, em
362,763 m/z, corresponde ao aduto de sodio do ion KPP ([M + Na]+ = 362,763). Sendo
assim, podemos concluir que o peptideo KPP foi detectado intacto, sem contaminagao
significativa e com pouca degradacgéo.
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Figura 11. Espectros de massa obtidos utilizando um instrumento do tipo MALDI-TOF MS. A) Espectro
de massa da matriz utilizada (DHB), correspondendo a um branco, ou seja, uma analise sem a adi¢ao do peptideo.
B) Espectro de massa da amostra contendo o KPP, com pico predominante em m/z 340,717, correspondendo ao

ion do peptideo KPP [M + H]+.

4.1.2. Ensaio da Atividade da Enzima Conversora de Angiotensina

(ECA)
O grafico abaixo (Figura 12) mostra o impacto da adigdo do peptideo KPP (0,02
mg/mL) na atividade enzimatica da ECA, medida em termos da taxa de liberag&o do
dipeptideo His-Leu (em nmol/mL/min). Os resultados indicam que a presenca de KPP

ndo alterou a atividade da ECA em comparacao ao controle (sem KPP).
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Figura 12. Efeito do KPP sobre a atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). A atividade
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enzimatica foi quantificada pelo ensaio colorimétrico, expressa em His-Leu/ml/min. Os grupos avaliados
correspondem a condigdo controle (0 mg/ml) e a presenca de KPP (0,02 mg/ml). Os valores representam a média
+ desvio padrao (0 mg/ml: 102,3 + 4,1; 0,02 mg/ml: 94,7 &+ 3,5). A analise estatistica foi realizada por teste t de

Student pareado, indicando que ndo houve diferenga significativa entre os grupos (P =0,12).

No grupo controle (sem KPP), observou-se uma atividade da ECA levemente
superior, mas dentro da variagao esperada (0 mg/ml: 102,3 £ 4,1; 0,02 mg/ml: 94,7 +
3,5). No grupo com KPP (0,02 mg/mL), a atividade da enzima manteve-se
praticamente igual a do controle, indicando que a adicdo do peptideo KPP néao
interferiu significativamente na hidrélise do substrato Hip-His-Leu.

Esses resultados sugerem que, na concentragdo avaliada, o KPP né&o

apresentou efeito inibitorio relevante sobre a atividade da ECA no plasma de ratos.

4.2 Resultados in vivo
4.2.1. Resultados dos animais murinos
4.2.1.1. Ciclo estral

A avaliagao do ciclo reprodutivo, como o ciclo estral em ratas, desempenha um
papel fundamental na pesquisa cientifica devido as flutua¢gées hormonais que ocorrem
ao longo de suas quatro fases distintas: proestro, estro, metaestro e diestro. Essas
variagbes hormonais provocam mudangas significativas na mucosa vaginal, que
podem ser identificadas por meio da analise de esfregago vaginal. Essa técnica
examina a presencga de diferentes tipos celulares, incluindo células epiteliais, células
queratinizadas e leucdcitos. Reconhecer essas especificidades é especialmente
importante, visto que fémeas tém sido historicamente sub-representadas na pesquisa
biomédica. No entanto, as caracteristicas sexuais sdo variaveis bioldgicas essenciais,
e a inclusado de fémeas em numeros iguais aos de machos nos estudos cientificos tem
sido cada vez mais recomendada. Isso é crucial, pois machos e fémeas podem
apresentar respostas completamente diferentes a uma mesma tarefa
comportamental. A adogdo dessa abordagem garante resultados mais robustos e
amplamente aplicaveis, respeitando as caracteristicas unicas de cada sexo (Becegato
M, Silva RH, 2022).

A Figura 13 representa a pressao arterial sistélica (PAS) das ratas em funcao
do ciclo estral (CE). As médias obtidas para as fases diestro, proestro, estro e
metaestro foram, respectivamente, 155.3 + 16.0 mmHg, 168.7 £ 4.2 mmHg, 139.0
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mmHg e 140.0 mmHg (P = 0.2106). Dessa forma, ndo se observou influéncia
significativa da fase do ciclo estral sobre a PAS no dia do registro, sugerindo que esse
fator ndo teve impacto significativo na medida da pressdo arterial. Contudo,
considerando o tamanho reduzido do tamanho amostral, esses achados ainda
requerem investigacao adicional. Estudos futuros com uma amostragem mais ampla

poderao oferecer maior robustez estatistica para confirmar ou refutar essa tendéncia.

PAS em diferentes fases do CE
190

. ® Diestro
180 ®  Proestro
%’170- . - A Estro
E 160 o ™ * Metaetro
§ 150 - :
140 ® -

130 T

Figura 13. PAS basal em diferentes fases do CE. A figura apresenta a distribui¢do da pressdo arterial
sistolica (PAS) em diferentes fases do ciclo estral (CE), com valores individuais para diestro, proestro, estro e
metaestro. O eixo Y exibe a PAS em mmHg, variando entre 130 ¢ 190 mmHg, enquanto os pontos representam os
dados de cada animal, com a linha horizontal indicando a média do grupo. One-way ANOVA seguida pelo teste

de Tukey; P > 0,05.

4.2.1.2. Avaliagao da fungao cardiovascular

Os resultados apresentados nas figuras 14 e 15 demonstram os efeitos do
peptideo KPP, em doses de 33 ug/kg e 330 pg/kg, sobre a presséo arterial média
(PAM) de ratos hipertensos espontaneos (SHR) e normotensos (Wistar), separados
por sexo. O grupo controle foi tratado com solugao salina, e a hipétese do estudo era
que o KPP fosse capaz de reduzir a PAM, com maior eficacia esperada em SHR
devido ao perfil hipertensivo desses animais.

Na figura 14, que representa os resultados obtidos nos machos, observa-se
que o tratamento com KPP reduziu significativamente a PAM nos SHR em
comparagao ao grupo controle tratado com salina. Na Fig. 14.A, os valores de PAM
no grupo controle permaneceram elevados ao longo das 6 horas de avaliagao,
apresentando ainda variagdes positivas da PAM durante esse periodo. Em contraste,

o tratamento com KPP, especialmente na dose de 330 pg/kg, causou uma redugao
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constante e sustentada da PAM a partir de aproximadamente 3 horas apds a
administragdo, variando em valores proximos a 10 mmHg. A dose de 33 pg/kg também
promoveu uma diminuicdo da PAM, embora de forma menos pronunciada e
acompanhada de grandes oscilagdes ao longo do periodo de registro. Essa diferenca
é reforgcada na Fig. 14.C, que mostra a variagdo média da PAM (APAM) em cada
grupo. A reducao foi mais acentuada no grupo tratado com 330 pg/kg (-15 mmHg),
apresentando diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao controle,
indicando que os efeitos do KPP sao dose-dependentes e consistentes em SHR.
Nos Wistar machos, representados nos painéis B e D, os efeitos do KPP foram
mais discretos. Os valores de PAM permaneceram estaveis no grupo controle tratado
com salina, enquanto os grupos tratados com KPP apresentaram redugdes leves e
transitorias da PAM, mais evidentes na dose de 330 ug/kg. Contudo, a variagdo média
da PAM, apresentada no painel D, mostra que essas reducdes foram mais variaveis
entre os individuos e ndo alcangaram significancia estatistica em relagéo ao controle.
Esses resultados sugerem que o efeito do KPP sobre a PAM é mais pronunciado em
animais hipertensos, possivelmente devido a caracteristicas fisiopatoldgicas
especificas da hipertensdo, caracterizando este peptideo como uma molécula anti-

hipertensiva.
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Figura 14. Efeito do peptideo KPP sobre a pressdo arterial média (PAM) em ratos machos hipertensos
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(SHR) e normotensos (Wistar). As imagens A ¢ B mostram a variagdo da PAM ao longo de 6 horas nos grupos
tratados com salina (controle) ou com KPP nas doses de 33 pg/kg e 330 pg/kg, em machos SHR e Wistar,
respectivamente. Na figura A, observa-se que nos animais SHR o tratamento com KPP, especialmente na dose de
330 pg/kg, promoveu uma reducdo constante e significativa da PAM a partir de 3 horas, enquanto o grupo controle
manteve valores elevados com variag¢des positivas ao longo do tempo. A dose de 33 pg/kg também reduziu a PAM,
mas de forma menos pronunciada e com maiores oscilagdes. Ja na figura B, os valores de PAM em Wistar
permaneceram estaveis no grupo controle, e o tratamento com KPP resultou em reducdes leves e transitorias, sem
diferengas significativas entre os grupos. As figuras C e D apresentam a variagdo média da PAM (APAM) ao longo
do periodo experimental em machos SHR e Wistar, respectivamente. Na figura C, observa-se que nos SHR a dose
de 330 pg/kg promoveu a maior reducdo média da PAM, seguida pela dose de 33 pg/kg, ambas com diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao controle. Na figura D, nos Wistar, embora o KPP tenha promovido
uma leve tendéncia de redugdo com a dose de 330 pg/kg, as variagdes médias ndo foram estatisticamente
significativas em relacdo ao controle. Os dados sdo apresentados como média =+ erro padrao da média (EPM). O

teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de Tukey. **P < 0,01.

Na figura 15, que representa os resultados obtidos nas fémeas, observa-se
que, ao contrario do observado nos machos, o tratamento com KPP ndo promoveu
diferencas estatisticamente significativas na PAM, tanto em ratas hipertensas (SHR)
quanto em normotensas (Wistar), em comparagdo ao grupo controle tratado com
salina. No painel A, os valores de PAM no grupo controle permaneceram elevados
(~180 mmHg) nas SHR ao longo das 6 horas de avaliagdo, enquanto os grupos
tratados com KPP, embora apresentassem uma tendéncia de reducéo, especialmente
com a dose de 330 pg/kg, ndo alcangaram uma diferenga significativa em relagdo ao
controle. No painel C, a analise da variagdo média da PAM (APAM) refor¢a a auséncia
de significancia estatistica, mesmo com uma leve maior redu¢do observada na dose
de 330 pg/kg. Esses resultados sugerem que, diferentemente dos machos, as fémeas
SHR e Wistar n&o apresentaram uma resposta ao KPP com significancia estatistica,
0 que pode indicar uma diferenca sexual na sensibilidade ao peptideo. Contudo, ha
de se destacar que o tamanho amostral utilizado para as ratas foi menor, o que pode
ter influenciado os experimentos. Sendo assim, é importante realizar novos
experimentos para determinar se o KPP realmente n&o induz uma resposta anti-
hipertensiva em ratas SHR.

No mesmo sentido, as fémeas Wistar, representadas na figura 15.B , os efeitos
do KPP foram semelhantes aos observados nos machos normotensos. A PAM no
grupo controle permaneceu estavel ao longo do tempo, enquanto as redugdes
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observadas nos grupos tratados com KPP foram leves e transitérias. Na figura 15.D,
que representa a variagdo média da PAM (APAM), observa-se que a dose de 330
Mg/kg promoveu uma maior redugdo em comparagéo a dose de 33 pg/kg, mas sem
diferengas significativas em relagdo ao controle. Assim como nos machos, os efeitos
do KPP em Wistar normotensos foram menos marcantes, reforcando sua maior

eficacia em modelos hipertensos.
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Figura 15. Efeito do peptideo KPP sobre a pressdo arterial média (PAM) em ratas hipertensas (SHR) e
normotensas (Wistar). As figuras A ¢ B mostram a variagdo da PAM ao longo de 6 horas nos grupos tratados com
salina (controle) ou com KPP nas doses de 33 pg/kg e 330 pg/kg, em ratas SHR e Wistar, respectivamente.
Observa-se que, nas SHR (A), o tratamento com KPP reduziu a PAM de forma mais pronunciada com a dose de
330 pg/kg, enquanto a dose de 33 pg/kg apresentou maior variabilidade ao longo do tempo. Nas Wistar (B), os
valores de PAM foram mais estaveis e apresentaram leve redugdo ap6s o tratamento com KPP, sem diferengas
significativas. Os painéis C e D representam a variagdo média da PAM (APAM) ao longo do periodo experimental
em ratas SHR e Wistar, respectivamente. Embora as SHR tratadas com KPP tenham apresentado tendéncia de
reducdo da PAM em ambas as doses, nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas em relagao
ao grupo controle. De forma semelhante, nas Wistar, as alteragdes na PAM também ndo foram significativas,

apesar da tendéncia de redug@o observada na dose de 330 pg/kg. Os dados sdo apresentados como média + erro
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padrido da média (EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey.

4.2.2. Resultados dos animais camundongos
4.2.21. Alteragdoes termorregulatéorias induzidas pelos
tratamentos ao longo do tempo

Os graficos apresentados (Fig. 16) ilustram a variagao da temperatura corporal

(ATemp) ao longo do tempo em quatro regides especificas dos animais: (A) Corpo,

(B) Tecido Adiposo Marrom (TAM), (C) Tronco e (D) Olhos. Cada grafico reflete o

comportamento térmico dos grupos experimentais (Salina, KPP e Ang-(1-7)-CD) em

relagdo ao momento inicial (Oh), com medicdes realizadas em 2, 3, 4 e 6 horas apos
a administracao do peptideo.
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Figura 16. Alteragdes Termorregulatorias Induzidas pelos Tratamentos ao Longo do Tempo.
A) Variagdo da temperatura corporal total dos animais ao longo do tempo. B) Variagdo da temperatura corporal
total dos animais ao longo do tempo. C) Variagdes na temperatura do tronco. D) Variagdo na temperatura da regido
dos olhos. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias (two-way ANOVA), seguida pelo teste de

comparagdes multiplas de Tukey. As letras "a" e "c¢" indicam os tempos em que foram observadas diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os tratamentos e os respectivos grupos controles.

Os dados revelam mudancgas significativas (P < 0,05) de temperatura causadas
pelo tratamento oral com os peptideos KPP e Ang-(1-7)-CD em comparagéo ao grupo
controle (Salina), particularmente em intervalos de tempo especificos. Notavelmente,
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o grupo Ang-(1-7) exibiu a queda de temperatura mais acentuada cerca de 2 horas
apos a administragdo, enquanto o grupo KPP atingiu seu efeito maximo entre 3 e 6
horas apos a sua administragdo. Esses achados sugerem que o impacto fisioldgico
das moléculas investigadas, incluindo a Angiotensina-(1-7)-CD e o KPP, é mais
evidente nesses periodos e, aparentemente, reflete as caracteristicas de suas
formulagdes, enquanto a Ang-(1-7) esta incluida em ciclodextrina, para aumentar a
sua estabilidade no trato gastrintestinal (TGI) e a sua absorc¢éo (Lula et al., 2007), o
KPP esta apenas em solugao salina. De toda forma, estes resultados indicam que o
KPP ¢ absorvido pelo TGlI, além de ser resistente a agdo de enzimas proteoliticas.

As reducgdes de temperatura observadas provavelmente decorrem dos efeitos
fisiologicos dos farmacos, incluindo modificagdes nos mecanismos de
termorregulagdo. Essas mudangas podem envolver ajustes no fluxo sanguineo
periférico e na atividade metabdlica, impulsionados pela agao de peptideos
vasodilatadores e hipotensores. O efeito de resfriamento pode indicar uma
redistribuicdo do fluxo sanguineo, redirecionando a circulagdo da superficie corporal
para o nucleo, ou uma redugao na taxa metabolica (Souissi et al., 2024).

Com base nessas observagdes, foi feito um ajuste importante no protocolo
experimental: a administracdo das moléculas por gavagem 2 horas antes dos testes
de atividade fisica para a Ang-(1-7)-CD e 3 horas antes para o KPP. Esse cronograma
alinha o efeito termorregulatéorio maximo de cada tratamento com o teste
comportamental, garantindo maior preciséo e relevancia nos resultados.

Ao sincronizar o pico do efeito dos farmacos com a execugao dos testes, o
protocolo maximiza a probabilidade de capturar comportamentos influenciados pelas
condigbes térmicas especificas induzidas por cada tratamento. Essa abordagem
aprimora a confiabilidade dos achados e assegura que os dados reflitam o impacto
completo dos farmacos.

4.2.2.2. Analise da forga muscular em resposta aos

tratamentos
Os graficos mostram os resultados do teste de forga grip strength realizado em
camundongos, comparando as médias e os valores maximos de for¢ca nas condigbes
pré e pos-tratamento. Os testes foram conduzidos em duas configuragdes: 2 patas
(patas anteriores) e 4 patas (todas as patas). Os grupos experimentais incluem
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camundongos tratados com Salina (controle), KPP e Ang-(1-7).
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Figura 17. Analise da forca muscular em resposta aos tratamentos.

A) Média da forga exercida com as patas anteriores (2 patas) antes e apos o tratamento. B) Média da forca exercida
com todas as patas (4 patas) nos momentos pré e pos-tratamento. C) For¢a maxima medida nas patas anteriores (2
patas) antes e apds o tratamento. D) Forca maxima exercida com as quatro patas (4 patas) antes e apds o tratamento.
Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias (two-way ANOVA), seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Sidak. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre as condigdes pré e pds-tratamento para

Salina, KPP e Ang-(1-7)-CD.

A Fig. 17 A e B representa a forgca média desenvolvida pelos animais. No grafico
A, que mede a forga média nas patas anteriores (2 patas), e no grafico B, que mede
a forca média nas quatro patas (4 patas), ndo foram observadas diferengas
significativas entre os valores de forga pré e pds-tratamento em nenhum dos grupos.
Todos os grupos (Salina, KPP e Ang-(1-7)) mantiveram a forgca média relativamente
constante, sugerindo que os tratamentos n&o influenciaram a forgca muscular média
de maneira significativa.

A Fig. 17 C e D representa a forga maxima desenvolvida pelos animais. Assim
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como observado na forga meédia, ndo houve mudancas significativas na forgca maxima
entre as condigdes pré e pos-tratamento em todos os grupos experimentais. Isso
sugere que as substancias testadas (KPP e Ang-(1-7)) n&o alteraram a capacidade
dos animais de exercer forca maxima, tanto nas patas anteriores quanto em todas as
patas.

Esses resultados indicam que os tratamentos com KPP e Ang-(1-7) ndo tém
um efeito relevante sobre a forga muscular nos camundongos, conforme avaliado pelo
método de “grip strength”. Portanto, as substancias testadas ndo afetaram o

desempenho de forgca muscular nos parametros observados.

4.2.2.3. Efeito do ambiente quente na temperatura interna
de camundongos em atividade
A analise da temperatura corporal dos animais em condicdes de ambiente
temperado e quente revelou uma diferenca estatisticamente significativa entre os dois
grupos (p < 0,05). Conforme ilustrado na Fig. 18A, a temperatura corporal média dos
animais foi maior em condigdes de ambiente quente (39,6°C £ 0,36) comparado ao
ambiente temperado (38,79°C + 0,52). Essa diferenga sugere que a exposicdo ao
ambiente quente aumenta a temperatura corporal dos animais, provavelmente devido
a maior necessidade de dissipagcdo de calor e limitagdes dos mecanismos de
termorregulagédo durante a atividade fisica. Na Fig. 18B nossos achados mostram um
aumento significativo da temperatura dos animais do grupo Salina (38,41°C £ 0,32) e
no grupo KPP (38,70°C = 0,75). No entanto, os animais que receberam Ang-(1-7)
mantiveram uma temperatura corporal estavel (36,81°C + 1,37), independentemente
do ambiente. Os graficos C e D mostram que ndo houve diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos (Salina, KPP e Ang-(1-7)) em nenhum dos dois
ambientes, seja temperado ou quente.
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A) Temperatura Corporal durante o exercicio (°C) B) Temperatura Corporal durante o exercicio (°C)
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Figura 18. Variagdes de Temperatura Corporal em Ambientes Temperado e Quente e Efeitos dos
Tratamentos. A) Mostra que a temperatura corporal dos camundongos foi significativamente maior no ambiente
quente do que no temperado, independentemente do tratamento administrado (analisada por teste t de Student para
amostras pareadas). B) Exibe diferengas estatisticas entre os tratamentos nos dois ambientes, exceto para o grupo
Ang-(1-7), que manteve uma temperatura mais consistente entre os ambientes. C) Demonstra que ndo houve
diferenga significativa na temperatura corporal entre os diferentes tratamentos no ambiente temperado. D) Mostra
que ndo foram observadas diferencas estatisticas na temperatura corporal entre os tratamentos no ambiente quente.
As andlises das imagens B, C e D foram realizadas por ANOVA de duas vias (two-way ANOVA), seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey. *P < 0,05.

4.2.2.4. Impacto dos tratamentos e da temperatura
ambiente no desempenho fisico

A Fig. 19 representa os dados obtidos a partir dos testes de desempenho fisico

em esteira rolante realizados em condigbes de ambiente temperado (22 °C) e
ambiente quente (32 °C), nos momentos preé e pos-tratamento com Salina, KPP e Ang-
(1-7). As variaveis analisadas foram: tempo até a fadiga e velocidade maxima atingida.
Nos dois ambientes, temperado e quente, o tempo até a fadiga (A e B) e a velocidade
maxima atingida (C e D) ndo apresentaram diferencas significativas entre os
momentos pré e pos-tratamento nos trés grupos experimentais (Salina, KPP e Ang-

(1-7)). Isso sugere que os tratamentos nao alteraram de forma relevante a resisténcia
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e performance dos camundongos.
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Figura 19. Impacto dos tratamentos e da temperatura ambiente no desempenho fisico. A) Exibe o tempo
até a fadiga nos momentos pré e pos-tratamento em ambiente temperado. B) Apresenta o tempo até a fadiga nos
momentos pré e pods-tratamento em ambiente quente. C) Mostra que a velocidade maxima atingida no ambiente
temperado foi semelhante entre os tratamentos ¢ os momentos pré e pds-tratamento. D) Indica que a velocidade
maxima atingida no ambiente quente foi semelhante entre os tratamentos ¢ os momentos pré e pos-tratamento. Os
dados sdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM) e analisados por ANOVA de duas vias, seguida

pelo teste de comparagdes multiplas de Sidak.
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5. DISCUSSAO

A crescente valorizacdo da pratica de exercicios fisicos tem levado um
numero cada vez maior de pessoas a adotar um estilo de vida ativo e saudavel, em
consonéancia com a definicdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que
entende saude como um estado de completo bem-estar fisico, mental e social, e
nao apenas a auséncia de enfermidades. Paralelamente, a expansédo de eventos
esportivos e a popularizagdo de novas modalidades tém impulsionado politicas
publicas focadas na promogao de estilos de vida saudaveis. Entre os inumeros
beneficios da atividade fisica, destacam-se a melhora da saude cardiovascular, o
controle de peso, a reducio de ansiedade e depressao, bem como o fortalecimento
do sistema imunolégico (Warburton, Nicol, and Bredin, 2006; Miller et al., 2016;
Warburton and Bredin, 2017).

Nesse cenario, a HA destaca-se como uma preocupagao significativa, sendo
o fator de risco mais prevalente para doencas cardiovasculares em atletas de elite
(Berge et al., 2015). Apesar de a pratica moderada e regular de esportes trazer
beneficios para o sistema cardiovascular, atividades intensas e prolongadas, como
o triatlo e o ciclismo de estrada, podem resultar em hipertensao sistolica de esforgo
e remodelagbes cardiacas patoldgicas, incluindo fibrose miocardica e arritmias
ventriculares, observadas com frequéncia em atletas veteranos (Hilken et al., 2023).
Além disso, a hipertensdo do jaleco branco, recorrente durante avaliagbes pre-
participagcédo, destaca a importdncia de medigbes fora do consultoério para uma
avaliacao mais precisa da pressao arterial (Leddy & 1zzo, 2009). Medicamentos anti-
hipertensivos tradicionais, como diuréticos e beta-bloqueadores, apresentam
limitagdes no uso por atletas devido ao impacto no desempenho fisico e ao fato de
serem classificados como substancias proibidas por regulamentag¢des antidopings
(Leddy & Izzo, 2009; Cadwallader et al., 2010).

Nesse contexto, o presente estudo analisou os efeitos do tripeptideo KPP (H-
Lys-Pro-Pro-OH), um analogo do peptideo TsHpT-l derivado da pegonha do
escorpidao amarelo Tityus serrulatus (Thiago Verano-Braga et al., 2010), como uma
abordagem terapéutica inovadora para controle da pressao arterial em praticantes
de atividades fisicas intensas. Diferentemente de medicamentos convencionais, o
KPP demonstra um perfil promissor, sem efeitos ergogénicos ou ergoliticos,
alinhando-se as regulamentagdes do Comité Olimpico Internacional (COIl) e da
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Agéncia Mundial Antidoping (WADA) (WADA, 2009). Além disso, o KPP destaca-se
por sua seguranga cardiovascular potencial, ajudando a mitigar riscos associados
ao overtraining, como o estresse oxidativo e a perda da hemostasia, ambos entre
os principais desafios enfrentados por atletas de alta intensidade (Ferreira et al.,
2007). A relevancia deste estudo é ampliada pelo aumento de atletas amadores e
profissionais que buscam alternativas seguras para otimizar desempenho e saude
cardiovascular, em um contexto em que a hipertensdo e suas complicacdes
frequentemente s&o subdiagnosticadas e subtratadas em populagdes atléticas.

Nossos resultados demonstram que o KPP possui um efeito anti-hipertensivo
sem inibir a ECA, como relatado por Verano-Braga et al. (2010) e confirmado neste
estudo; o que o diferencia dos inibidores convencionais de ECA, como o Captropil e
Enalapril, que frequentemente causam efeitos adversos, como tosse e angioedema
(Vasconcelos et al., 2007). Esse efeito foi corroborado por estudos prévios que
indicam que peptideos de origem animal, especialmente de pegonhas, possuem
propriedades farmacologicas vantajosas, incluindo a modulagdo do sistema
vasodilatador (Verano-Braga et al., 2008; Verano-Braga et al., 2010). Diferente dos
inibidores tradicionais de ECA, o KPP atua potencializando a bradicinina e é agonista
do receptor B2R, o principal mediador da Bradicinina, induzindo a vasodilatagdo por
meio da sintese de NO (Gomez-Mendonza et al., 2020). Esse mecanismo sugere que
o KPP pode oferecer uma alternativa mais segura e eficaz para individuos hipertensos
e atletas, que precisam manter o equilibrio hemodindmico sem efeitos colaterais,
ergogénicos ou ergoliticos que interfiram na performance (Ferreira, 1965; Soffer,
1976).

Nos experimentos realizados em ambiente quente, observou-se que o exercicio
fisico elevou significativamente a temperatura corporal dos animais, conforme ja
descrito por Zanetti et al. (2024). No entanto, a administracdo do composto KPP néo
comprometeu a capacidade dos animais de responder ao estresse térmico, indicando
gue esse composto ndo impediu 0 aumento natural da temperatura corporal associado
a exercicios com alta demanda energética, conforme ilustrado na Fig. 18B.

Estudos prévios, como o de Martins e Santos (2012), ja demonstraram que
atividades fisicas intensas em ambientes quentes aumentam a carga cardiovascular
e o fluxo sanguineo cutaneo, ajustes fisioldgicos essenciais para a termorregulagao.

Embora o KPP ndo tenha sido capaz de modular diretamente essa resposta
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termorregulatoria, foi possivel observar um efeito protetor nos animais que receberam
Ang-(1-7). Esse efeito sugere que a Ang-(1-7) possui propriedades vasodilatadoras e
anti-inflamatérias que podem facilitar a dissipacéo de calor, reduzindo o impacto do
estresse térmico sobre os animais em condi¢des de calor intenso.

Esses achados indicam que a Ang-(1-7) pode desempenhar um papel
importante na protegcédo contra o aumento excessivo da temperatura corporal durante
exercicios em ambiente quente, enquanto o KPP ndo afeta significativamente esse
mecanismo de adaptacgao térmica.

Nesse contexto, a acdo do KPP em reduzir a pressao arterial sem afetar o
desempenho sugere que ele pode beneficiar atletas de resisténcia, mantendo a
pressdo dentro de faixas seguras, sem comprometer a resposta cardiovascular
necessaria para a termorregulagado durante o exercicio em ambiente temperado ou
quente (Verano-Braga et al., 2010; Castro et al., 2014).

Os testes de forga (Fig. 17) ndo mostraram alteragdes significativas no
desempenho muscular, reforcando que o KPP nao apresenta efeitos ergogénicos ou
ergoliticos que possam interferir negativamente em esportes que exigem forgca e
resisténcia. Essa auséncia de impacto ergogénico é relevante, considerando que o
uso de substancias que alteram artificialmente a forga muscular é proibido em
competigdes esportivas, segundo regulamentag¢des antidopings (WADA, 2020). Além
disso, a manutengéo da for¢a sugere que o KPP respeita o processo de simpatélise
funcional, um mecanismo que redistribui o fluxo sanguineo aos musculos durante o
exercicio. Segundo (Gliemann et al., 2019), a simpatdlise funcional ajusta o controle
do fluxo sanguineo sem gerar vasoconstricdo desnecessaria nos musculos ativos.
Esses achados confirmam o potencial do KPP como uma alternativa segura para
manejo da hipertensdo, sem prejudicar a fungdo muscular ou o desempenho em
atividades fisicas de alta demanda.

Um ponto relevante para o uso do KPP em contextos esportivos é justamente
sua auséncia de efeitos ergogénicos e ergoliticos, que possibilita sua aplicagdo como
uma alternativa pratica e ética para o controle da pressdo arterial em atletas
hipertensos. Essa seguranga em termos de performance reforga a viabilidade do KPP
como opcao terapéutica, promovendo estabilidade cardiovascular sem o
comprometimento do desempenho fisico, e representando uma inovagao

biofarmacéutica para o tratamento da hipertensao.
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Além disso, os resultados sugerem que o KPP possui um perfil de acdo
uniforme em diferentes estados hormonais das fémeas, conforme a Fig.13, sem
variagao de efeito associada ao ciclo estral, o que amplia seu potencial de uso para
populagdes femininas que possam apresentar flutuacdes hormonais. Estudos
anteriores apontam que fases distintas do ciclo estral podem alterar a resposta
cardiovascular, o que n&o foi observado com o uso do KPP neste estudo (Lebrun et
al., 1995; Conti et al., 2011; Julian et al., 2017; Ayala-Méndez et al., 2023). Isso
ressalta o potencial do KPP como agente anti-hipertensivo para mulheres hipertensas
que praticam atividades fisicas intensas, sugerindo efeitos consistentes
independentemente de variagdes hormonais. Contudo, € importante destacar que,
nas doses testadas, o KPP n&o induziu um efeito anti-hipertensivo nas fémeas
comparavel ao observado em machos.

Em comparagdo com outros peptideos bioativos, o KPP se destaca pela
segurancga e auséncia de efeitos colaterais dependentes da ECA, e esses achados
apoiam a viabilidade de estudos em modelos mais préximos ao humano, com
possibilidade de ensaios clinicos que abordem potencial toxicidade e perfis adversos
ainda nao investigados (Gomez-Mendonza et al., 2020).

Concluindo, os resultados deste estudo posicionam o KPP como um candidato
promissor para desenvolvimento de novos tratamentos anti-hipertensivos,
especialmente em contextos que envolvem atividade fisica intensa. Aplicar essas
tecnologias na formulagdo do KPP pode potencializar o seu uso clinico, garantindo
uma liberagdo mais eficiente e controlada no organismo. Essa abordagem reforca a
importancia de integrar biotecnologia e inovagéo farmacéutica para superar desafios
inerentes as propriedades fisico-quimicas de moléculas naturais. Estudos futuros
poderdo aprofundar a investigagdo dos efeitos do KPP em diferentes condi¢des
fisiologicas, buscando também avaliar o impacto em biomarcadores e vias de
sinalizagcdo cardiovascular. Esses achados indicam que o KPP tem o potencial de
ser uma alternativa biofarmacéutica segura para o controle da hipertenséo,
promovendo a qualidade de vida de hipertensos fisicamente ativos e oferecendo uma
opgao inovadora e segura na medicina esportiva. A originalidade e a relevancia dos
dados contribuem para o avango da pesquisa sobre peptideos de pegonhas como
agentes terapéuticos, destacando seu potencial em novas abordagens para doencgas
cardiovasculares e na promogao de seguranga em praticas esportivas.
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6. CONCLUSOES

Os achados deste estudo sugerem que o peptideo KPP possui um efeito anti-
hipertensivo significativo em um modelo experimental de hipertensdo em ratos
machos, sem afetar negativamente o desempenho de forga ou resisténcia durante
o exercicio fisico em camundongos. Esses resultados destacam o potencial
inovador do KPP como uma alternativa biofarmacéutica para o manejo da
hipertensdo em populagdes especificas, como atletas, que frequentemente
enfrentam limitagdes com medicamentos tradicionais, como inibidores da ECA,
beta-bloqueadores e diuréticos.

Além disso, o KPP se destaca como uma solugdo potencialmente segura,
livre de efeitos colaterais como tosse ou angioedema, e sem representar risco de
violagdes de doping. Essa vantagem tecnoldgica posiciona o KPP como uma opgéo
estratégica para atletas hipertensos, proporcionando um controle eficaz da pressao
arterial sem comprometer o desempenho fisico.

Por fim, este trabalho representa uma importante contribuic&o inicial para o
entendimento dos efeitos do KPP, mas ressalta a necessidade de pesquisas
adicionais para avaliar seu impacto em protocolos de treinamento, e ndo apenas em
exercicios agudos. Estudos clinicos em humanos serdo essenciais para confirmar
sua aplicabilidade e seguranga, ampliando suas implicagdes nos campos da

fisiologia do exercicio e da farmacologia esportiva.
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7. LIMITACOES DO TRABALHO E PERSPECTIVAS

Ao interpretar os resultados deste estudo, é essencial considerar algumas
limitagbes. Primeiramente, o efeito anti-hipertensivo do KPP mostrou-se menos
pronunciado em ratas, 0 que sugere a necessidade de investigar possiveis
diferencas sexuais na resposta ao peptideo. Além disso, a auséncia de testes com
outras doses restringe a compreenséo da relagdo dose-resposta e da otimizagéo
dos efeitos terapéuticos.

Outro ponto relevante diz respeito aos modelos experimentais adotados:
enquanto os testes cardiovasculares foram realizados em ratos com administragao
intravenosa, os experimentos de exercicio fisico utilizaram camundongos com
administragdo oral. Essa diferengca metodoldgica pode influenciar a interpretagao
dos achados. Apesar de a administracdo oral ter demonstrado efeito, feita apenas
com KPP diluido em solugdo salina, indica a necessidade de desenvolver
formulagdes especificas para futuras aplicagdes clinicas.

Ainda assim, € importante destacar que, como o peptideo foi capaz de induzir
algum efeito vascular, evidenciado pela alteragdo na temperatura corporal apos a
sua administracdo, o KPP parece ser resistente a acdo de enzimas proteoliticas
encontradas no trato gastrintestinal e ser capaz de ser absorvido pela sua mucosa
intestinal, reforcando seu potencial terapéutico.
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