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RESUMO
EFEITOS ANTIARRITMICOS DE UM PEPTIDEO (PHKV) PURIEIADO

DO VENENO DA ARANHA ARMADEIRA (PHONEUTRIA NIGRIVENTER)

Neste estudo avaliamos os efeitos da fragdo neucaté®hKv do veneno da aranha
Phoneutria nigriventef(PN) sobre a reperfusdo e taquiarritmias atriais emc¢éas e atrios
direitos isolados de ratos.

Os coragfes eram perfundidos de acordo com éc#de Langendorff, mantidos
aquecidos a (37£1°C) e continuamente borbulhados mastura carbogénica (95%,/6%
CO,) em uma solucao de Krebs-Ringer (K-R) a uma pressnstante (65 mmHg). Isquemia
local era induzida por meio da ligacdo da artéoi@maria esquerda (ACE) por 15 minutos.
Apés a isquemia, os coracdes eram reperfundido2@oninutos. Arritmias cardiacas eram
definidas pela presenca de taquicardia e/ou fig&daventriculares apos a liberacdo da
ligadura da ACE.

Atrios direitos de ratos eram submersos em um dartntendo solu¢do K-R,
mantidos aquecidos a (37+£1°C) e continuamente Hwatdios com mistura carbogénica (95%
0,/5% CQ). Taquiarritmias eram evocadas por meio de trengsdimulos elétricos (250
pulsos, 66.7 Hz).

A fracdo PhKv (240 nM) era injetada um minuto anda reperfusdo ou presente no
banho de 6rgdo contendo solucdo K-R (60 nM) redoria duracdo das arritmias de
reperfusdo e das taquiarritmias atriais. Em attiositos isolados foi capaz de aumentar a
tensao sistélica e diminuir a frequéncia cardiaes) alterar a tenséo diastolica.

Estes resultados mostram efeitos antiarritmogénda fracdo purificada PhKv da

aranha PN em ambos modelos de arritmias. VIl
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ANTIARRYTHMOGENIC EFFECTS OF PURIFICATED PEPTIDEPIKV)

FROM ARMED SPIDERIPHONEUTRIA NIGRIVENTER).

In this study we evaluated the effeafs PhKv neurotoxic fraction of the spidd?honeutria
nigiventervenom on arryhytmias reperfusion (R) and atriahyacrhytmias (AT) in isolated
rat hearts and in isolated rat right atrium. Ratrteewere perfused according to Langendorff
technigue and maintained in heated (37+1°C) andiraoously gassed (95% £6% CQ)
Krebs-Ringer solution (KRS) at constant presgGéemm Hg). Local ischemia was induced
by LCA (left coronary artery) ligation fd5 minutes. After ischemia, hearts were reperfused
for 20 minutesCardiac arrhythmias were defined as the presensemficulartachycardia
and/or ventricular fibrillation after the ligatiai the coronary artery was released. Rat right
atria were immersed in the bath KRS and maintainedeated (37+1°C) and continuously
gassed (95% £6% CQ). Tachyarrhythmia was evoked by trains of elecstienuli (250
pulses, 66.7 Hz). The PhKv fraction was (240nMgatgd one minute before reperfusion or
presented in organ bath (60 nM). PhKv reduced tiratibn of reperfusion arrhythmias and
atrial tachyarrhytmias. In rat right atria  PhKvre&éncrease the systolic tension and decrease
the cardiac frequency, without change the diast@itsion. These results demonstrate an
antiarrhythmogenieffect of the purificated fraction PhKv from PN Ipoth models of

arrhythmias.
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1- INTRODUCAO
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1- INTRODUCAO

1.1. AS ARANHAS

Existem registros fésseis de aranhas que datan®@en8hdes de anos, ou seja, do
periodo carbonifero e ja foram descritas aproximmemhde 40 mil espécies, das quais, apenas

trinta produzem venenos téxicos ao homem.

Entre as aranhas de importancia médica no Brasftadam-se a Loxosceles, ou
aranha marrom, descrita por Lowe em 183%#@neutrig ou aranha armadeira, descrita por

Perty em 1833 (BRAZIL & VELLARD, 1925)

1.2. A ARANHA PHONEUTRIA NIGRIVENTER

A aranhaPhoneutria nigriventer(PN) (figura 1) mostra-se endémica em algumas
regides brasileiras, especialmente no sudeste dosphis. No Brasil, entre as aranhas, € a
espécie prevalente em acidentes devido a sua aplade (LUCAS, 1988). E conhecida
popularmente como aranha armadeira devido a posledataque que toma ao sentir-se
ameacada.

Possui habitos noturnos e, durante o periodo dmkaraento, pode chegar ao interior
dos domicilios quando os machos estédo a procurigneesas. Acidentes, entdo, normalmente,
ocorrem na residéncia, ou préximo a ela, duranteanuseio de material de construcao,
entulhos, lenha, entre outros.

A sua classificacao taxondmica encontra-se naadbe
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E um aracnideo que n&do constroi teias e possug énér 3 cm de corpo coberto de
pélos curtos e uma envergadura capaz de atingiml5

O seu sucesso como predadora explica-se pela ot diversas toxinas presentes
em seu veneno (GOMEZ, et ,aR002). Entre os sintomas apresentados pelos pesient
agredidos, encontram-se caimbras, tremores, cdieajlsparestesias, paralisia espastica,
distarbios visuais, sudorese, priapismo, arritntasdiacas, hipertensdo, hipotensdo, edema
agudo de pulmao e insuficiéncia cardiaca. Em casyngs acidentes podem até levar a morte

(BRAZIL & VELLARD, 1926; BUCARETCHI et al., 2000).

1.3. ACOES DAS TOXINAS DA PHONEUTRIA NIGRIVENTER NO

SISTEMA CARDIOVASCULAR

Um dos principais motivos do interesse das acdsdakinas de aranhas no sistema
cardiovascular € o fato dos seus polipeptideosigiem com canais iGnicos.

Toxinas purificadas da PN destacam-se pela acamapais de sédio (ARAUJO et al.
1993), de potassio (KUSHMERICK et, d999; CARNEIRO et ak003), bem como em
canais de célcio (GUATIMOSIN, 1997; CASSOLA etE998; LEAO et al2000).

Em 1993 foi identificado um grupo de polipeptidetms veneno bruto denominado
PNV1 que gerava vasoespasmo em musculo liso vasteileoelhos (MARANGONI, et al,,
1993) . No mesmo ano, foi isolado outro grupo dippptideos, PNV2, que também era
capaz de provocar vasoespasmo em vasos isoladoglties (ANTUNES, et al., 1993).

Ja em 1994, Lopez-Matrtins et al., utilizando cragedfia de fase reversa, isolaram e

caracterizaram o polipeptideo PNV4 que, em estudabzados“in vitro”, era capaz de
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relaxar corpos cavernosos de coell®s 2008, Nunes et al. demonstraram que a fracao
denominada Tx2-6 € capaz potencializar a ereca@ers.

Ja em 1996, Costa et ,alitilizando ratos anestesiados, verificaram que jec@o
intravenosa de altas doses do veneno bruto era depgerar uma breve resposta hipotensora,
inibida parcialmente com o uso de inibidores deamsarde potassio, seguida de uma
hipertenséo persistente, que era atenuada com deubtbqueadores de canais de calcio, o
que sugere o0 envolvimento desses canais na géogsdeitos sistémicos.

Ja no ano de 1998, Costa et al., utilizando corigidados de ratos, observaram que
a infusédo de baixas doses do veneno bruto da Pbhpez de ativar a liberacdo simpéatica de
noradrenalina, que repercutia em aumentos de figgeontracdo e da frequéncia cardiaca.
Porém, altas doses do mesmo, levava a liberacdaceldcolina e, consequentemente, a

bradicardia.

Em 2000,Estato et al.verificaram que, em coelhos anestesiados, a injet#a-
cerebro-ventricular do veneno bruto era capaz dargema breve hipotensdo, seguida de
hipertenséo arterial persistente. Contudo, someemgecao de altas doses endovenosas eram
capazes de produzir os mesmos efeitos sistémicbgektensdo, em ambos 0s casos, podia
ser inibida parcialmente com o uso de antagonistadrenérgicos, o que demonstra, tanto

uma acao central, bem como uma acao periféricaioumve ativacdo simpatica sistémica.

Em revisdo recente, Gomez, et al., 2002, descnevajae as neurotoxinas da
Phoneutria nigriventeatuam em diversos canais idnicos, portanto, deviessa propriedade,

podem apresentar um potencial efeito antiarritmmgén
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FIGURA 1 —Fotografia da aranfrPhoneutria nigriventer



TABELA 1 - Classificacdo taxonémica

Super-reino

Reino

Filo

Subfilo

Classe

Ordem

Subordem

Superfamilia

Familia

Subfamilia

Género

Espécie

Eukaryota

Metazoa

Arthropoda

Chelicerata

Arachinida

Araneae

Labidognatha

Ctenidae

Phoneutrinae

Plectruroidea

Phoneutria

Phoneutria nigriventer

(KEYSERLING, 1891

22
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1.4. CLASSIFICACAO DE ANTIARRITMICOS E DROGAS

CLASSE Ill DE ULTIMA GERACAO

A classificacdo modificada de farmacos antiarritmiencontra-se na tabela 2.

TABELA 2 — Classificacdo de antiarritmicos (Vaughan Wilkah®84)

Classe | Bloqueadores de canais de sodio
Classe Antagonistas beta-adrenérgicos
Classe Il Blogqueadores de canais de potassio
Classe IV Blogqueadores de canais de calcio

Entre os agentes antiarritmicos classe 11l denéltgeracdo destacam-se o AVE0118 e
0 AZD7009. O primeiro possui acao antiarritmicancefeito atrio-especifico, que, ao inibir a
corrente de transiente de saida de potassio voitalgpendent@to) via Kv4.3, prolonga o
potencial de acdo e consequentemente o periodaanedr absoluto (BLAAUW et gl2004).
J& o segundo, ao atuar sobre a mesma correntearsestomo um potente agente conversor

da fibrilacéo atrial (FA) (CARLSSON et a2006.
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1.5. ARRITMIAS DE REPERFUSAO

As arritmias de reperfusdo sdo definidas como aglfeds no ritmo cardiaco que
surgem em conseqiéncia da restauracéo parciatadultofluxo sanguiineo no tecido cardiaco
total ou parcialmente isquémico (MANNING, 1984).

Os eventos arritmicos aparecem devido a umadedteracoes miocardicas como as
decorrentes da acdo de radicais livres de oxigéviih et al.,1992), da acdo do sistema
renina-angiotensina, do fenbmeno do ndo-refluxs a#eracdes intracelulares de calcio
(DALY, 1984; NORDIN, 1989; MIURA & KIMURA, 1989; HARDING & DUNCAN,
1997), da necrose miocéardica (PABLA & CURTIS, 19%5itre outros (NEVES et Al997).

Elas podem ser induzidas em véarios modelos expetaisee, entre estes, o coracdo

isolado de rato tem se constituido em um model@ata estudo (LUBBE et all978).

1.5.1. LESAO DE REPERFUSAO

A lesé@o de reperfusdo € um termo usado para descasvalteracdes funcionais e
estruturais que se tornam aparentes durante detstanento do fluxo apds um periodo de
isquemia.

Relacionam-se a reperfusdo o atordoamento miocardi@acentuado edema celular
(cell swelling) a morte celular, a disfungcdo endotelial, o fendonee nédo-refluxo e as
arritmias de reperfusao.

Quando o fluxo sanguineo tissular € interrompinoa série de processos metabdlicos

e enzimaticos sdo afetados. As reservas de ATReafdamente depletadas. Nota-se um
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acumulo de lactato com a célula tornado-se aca@isdo ativadas proteases intracelulares
(HACKEL, 1988). Além disso, aumenta-se a permedddle capilar e gera-se edema tissular
(OGAWA, 1992). Somando-se a isso, a reversibilidatksse processo relaciona-se
diretamente com a duracdo da isquemia (STHAL et1289), porém a reintroducdo do
oxigénio em um meio isquémico inicia uma complexaente de eventos que levam a lesdes
tissulares adicionais e a um acumulo ou redisg@muiintracelular de calcio (KU, 1982;
BRAUNWALD & KLONER, 1985).

Atualmente, sabe-se que o comprometimento dealanto vascular observado apos
isquemia-reperfusdo afeta, primariamente, os relartos vasculares dependentes do
endotélio e que sequestradoressafengerns de radicais livres do oxigénio sdo capazes

delimitar a leséo de reperfusédo (SECCOMBE & SCHARR4).

1.5.2. ATORDOAMENTO MIOCARDICO

O atordoamento miocardico é uma manifestacao da lés reperfusdo. O fenébmeno é

definido como uma prolongada disfungéo pos-isquérpersistente mesmo na auséncia de

danos irreversiveis celulares (BRAUNWALD & KLONER985).

1.5.3. PARADOXOS DO CALCIO E DO OXIGENIO

A lesdo de isquemia-reperfusdo, em um passado tegcdora relacionada,

classicamente, a dois fenbmenos: o paradoxo dm @le paradoxo do oxigénio. Esses dois
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fendbmenos apresentam disturbios patologicos sentekh@lesdo de reperfusdo, acumulo do
calcio intracelular e um mesmo tipo de lesdo cel@gpodem estar relacionados entre si.

O paradoxo do calcio foi inicialmente observaddsapm periodo de perfusdo de
coracOes de cdes com uma solucdo que nao constéhéa. No momento da reperfusédo os
coracOes, apos periodo isquémico, ao restauralco citosolico, perdiam a contratilidade,
resultando uma extensa lesdo miocardica. ApOseaftesdio, ha um macico influxo de célcio
para dentro da célula, provavelmente por alteragdpermeabilidade de membrana. A lesao
de reperfusdo € proporcional ao tempo de perfusdida de calcio, entretanto ja é evidente
apos 3 min. As lesdes iniciais ocorrem na mitocdndrno sarcolema, com subseqiente
aparecimento de caracteristicas bandas de comtratique facilita o rompimento celular
secundario a contracao de cardiomiocitos adjac¢G#eSE, 1989).

O paradoxo do oxigénio foi constatado quando sergbs que a reperfusdao com
solucdo oxigenada, apoOs periodo de hipoxia miocdrdiesultou em lesdo maior, com
contratura, sobrecarga de calcio e necrose celifaroxigenacdo causa lesdo do sarcolema,
da membrana basal, desorganizacdo mitocondrialrasoailteracdes tissulares, indicando que
a reintroducao do oxigénio inicia um rapido e grpxecesso de lesédo celular. Consideraveis
informacgdes tém sido acumuladas mostrando queeéste paradoxal da re-oxigenagéo se

deva as ac¢0Oes de radicais livres do oxigénio (CASH9).

1.5.4. RADICAIS LIVRES

Os radicais livres sao lesivos através de umaedade de mecanismos: 1)
peroxidacdo dos acidos graxos das membranas esuldy oxidacdo de grupos sulfidrila

inativando uma variedade de enzimas; 3) alteraddeBNA inibindo a sintese de ATP e
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consumindo as reservas de dinucleotideos adenitiécogotinamida; 4) direta inativacao do
oxido nitrico (NO) comprometendo os relaxamentascubares dependentes do endotélio; 5)
formacdo de peroxinitrito, um anion instavel e tdxireagindo com o NO; 6) ativacdo de
citocinas como a interleucina-1. Dentro da luz dsog reperfundidos os anions superoxidos
estimulam a agregacédo plaquetaria e iniciam adgaer de variados fatores vasoconstritores,

incluindo o ADP, o PAF, a serotonina e o tromboxABdSECCOMBE, 1994).

1.5.5. DISFUNCAO ENDOTELIAL

Em 1982, surgiram evidéncias referentes a disfurgémtelial apés 90 minutos de
isquemia e 2 horas de reperfusdo. A disfuncdo ehaloé definida como perda de resposta
vasodilatadora dependente de endotélio (KU et982)l A disfuncéo inicia-se precocemente,
apos aproximadamente 2 minutos de reperfusdo eapen®e por um longo periodo de tempo
(LEFER & LEFER, 1991; TSAO et af1990).

O endotélio € o tecido mais vulneravel a reperfeséribe disfuncdo mesmo antes da
musculatura lisa vascular ou expressa lesdo migeaflCAFEE ET AL.,1990).

A disfuncdo endotelial pode levar a aumento do g6rascular e vasoespasmo apés
isquemia e reperfusdo. Sabe-se que o comprometingentiberacdo do EDRF/NO, ocorre
precoce e tardiamente apods isquemia regional efusge (PEARSON , et all990).

A disfuncdo endotelial também ocorre durante isgaeglobal e reperfusdo com
alteracdo do fluxo coronariano dependente do eholo& diminuicdo da producdo de
prostaciclina (HASHIMOTO ET AL.,1991).

Observa-se também que, na isquemia regional efusfe, precoce e tardiamente, o

endotélio coronariano apresenta vasoconstricdo Xitipd dependente do endotélio
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(PEARSON , et a).1990). Contracédo dependente do endotélio potenpieldaepoxi também
€ observada em um periodo precoce apés isquential gboreperfusdo. Um aumento da
producdo de fatores constritores dependentes dotéiad ocorre, também, apos leséo
traumatica da camada intima vascular (CARTIER |.atl891). O provavel mediador desta
atividade vascular exacerbada é o anion superopidoluzido pelo endotélio (LIN et
al.,1991).

ApoOs isquemia miocardica global seguida de repadu sistema coronariano
epicardico perde a habilidade de expressar mediadda vasodilatacdo dependente do
endotélio, que atuam a nivel de receptores, aocopgss 0 relaxamento dependente do
endotélio mediado pelo ionoforo do calcio (A23187J)e ndo depende de estimulacdo de
receptores, encontra-se inalterado (PEARSON, €198D). Aléem disso, a vasodilatacao
dependente do endotélio produzida pela fosfoligasexdgena, também € normal, mas o
relaxamento produzido pelo fluoreto de sodio, d quuza através de G-proteina(s) sensivel a
toxina pertussis, encontra-se comprometido. Esseégsdindicam que o comprometimento da
producdo de EDRF/NO mediado por receptores apésaa lde reperfusdo possa ser devido a
uma disfuncéo de G-proteinas que liga os recepttaezlula endotelial a via da sintese de
EDRF/NO (EVORA et a).1994).

Estudos apontam que os antagonistas do célcio, acomerapamil e o diltiazem,
possam prevenir ou diminuir as consequéncias d lde reperfusdo por diminuigdo do
influxo celular do calcio. A habilidade da amiloiig, outro bloqueador de canal de calcio,
em limitar a lesdo da célula endotelial pode esti@cionada com a diminui¢cdo da formacéo
do ion peroxinitrito. Além disso, a via comum da N{tetase envolve a formacdo de
complexos célcio calmodulina. Assim, bloqueandasentrada do calcio extracelular, a
amilodipina pode diminuir a formagéo destes congdeinterferindo na liberacdo do NO que

em um meio rico em anions superéxidos pode lingitlormacgdo do ion toxico peroxinitrito,
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limitando a leséo tissular (SOBEY , et H992).

1.5.6 O FENOMENO DO NAO-REFLUXO

A combinacdo de disfuncdo endotelial, edema eessdr oxidativo pode gerar
disfuncdo microvascular e esta ser responsavehpatee celular e inducao de arritmias.

Uma grave disfuncdo microvascular pode limitar exfysdo apds a reperfusdo
miocardica e denominou-se este fendbmeno de naokeefl caracterizado pelo nédo
restabelecimento do fluxo coronariano miocéardiquesar da reperfusdo (KLONER et al.,

1974).

1.6 A FIBRILACAO ATRIAL

A fibrilacao atria | (FA), figura 2, é a arritmiaiaca sustentada mais prevalente na
pratica clinica e possui grande significado devadgua associacdo a morbi-mortalidade
cardiovascular, bem como por ser responsavel paoox@padamente um terco das
hospitalizagdes por disturbios do ritmo cardiac&NINEL, et al.,1998). Em humanos, &
caracterizada pela rapida e inefetiva ativacdalajtie varia de 400 a 600 pulsos por minuto
associada a contracdes ventriculares irregularmerggulares de aproximadamente 150

batimentos a cada minuto (FENELON, et al., 1996) .
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Atualmente, apesar dos avan¢os no conheciments exdensos estudos, que datam
de mais de um século, os reais mecanismos envelvean sua fisiopatologia ainda

permanecem desconhecidos (NATTEL, 1995).

FIGURA 2 - Eletrocardiograma (arquivo pessoal) demonstramaio ritmo em

fibrilacdo atrial. Observa-se auséncia de onda®m, espaco RR variaveis e complexo QRS

normal.

1.6.1 TEORIAS

Duas teorias sdo aceitas para explicar os mecasishatvofisioldgicos envolvidos na
FA, a da ativacao focal e a das multiplas ondaseietrada.

A teoria das multiplas ondas de reentrada sugeeevquos circuitos de reentrada
atrial sdo responséaveis pela ocorréncia da FA (M&E].,1959). Os autores sugerem que,
para a sustentacdo da arritmia, é preciso que us® r@inima de tecido atrial esteja
envolvida, a qual é denominada massa critica, cegpkcaria a maior ocorréncia da FA em

doencas que provocam a distensao ou hipertroftaaido atrial.

A teoria da ativacao focal surgiu por meio de essudbs quais a aplicagédo topica de

aconitina no atrio originava taquicardia atrialid®y que por sua vez, induzia a FA (SCHERF
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et al.,1948). Recentemente, evidenciou-se que a&@empga de presenca de tecido
endomiocardico do atrio esquerdo nos 0stios dass\milmonares favorece o surgimento de
focos ectopicos rapidos capazes de deflagrar arTBfmbém foi demonstrado que, além das
veias pulmonares, os focos ectépicos indutoresAdpodem ser encontrados no ligamento de

Marshall, veias cavasaista terminalisSHAISSAGUERRE et al.,1998).

Maiores conhecimentos foram recentemente agregam@®e analisar a sequéncia de
ativacdo na FA com o uso de mapeamento de multiplesodos. Demonstrou-se que
estimulos prematuros com bloqueio unidirecional r@co pela presengca de conducao
anisotrépica atrial ou pelas proprias caracteestibeterogéneas da refratariedade atrial

(ALESSIE et al.,1984).

Sabe-se também que as caracteristicas do ciregtrante dependem dos valores do
periodo refratario e da velocidade de conducdongniliso, e que o produto desses valores
define o comprimento de onda. Assim, a ativacdalaom um grande comprimento de onda
poderia gerar um Unico circuito macro-reentrante: fritter atrial), enquanto que a presenca
de comprimento de onda mais curto favorece a auociaé&le varios e pequenos circuitos de
reentrada, caso tipico da FA (CHEN et. al,2006liahkhente, acredita-se que as duas teorias
se completam. A presenca de focos ectdpicos, Umiganultiplos, ocasiona, em condigbes
especiais, alteragbes da refratariedade e da gafteide conducéo do tecido atrial, para, por

fim, favorecem a génese dos circuitos reentralteé\(RY & NATTEL, 2002).

1.6.2.ELETROFISIOLOGIA E O MECANISMO DE REENTRADA

O noé-sinoatrial apresenta-se como marcapasso cardievido a sua propriedade

intrinseca de formacdo e transmissdo rapida dedsaro ritmico. Correntes idnicas
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positivas para o meio intracelular sédo capazesedpdiarizar a membrana celular e correntes
contrarias a repolarizam.

A atividade marcapasso resulta do balanco ibniceemiado durante o periodo
diastolico do potencial de ac&do. Neste, progressigarentes de entrada ibnica induzem a
uma, também, progressiva despolarizacao diastglieapor fim, ao atingir um valor critico,
ou potencial de disparo, culmina com a despolaizacelular. Se a velocidade dessa
despolarizacao diastolica aumenta em um ponto iectdgria-se a condicao para a geracao de
potenciais ectopicos e com frequiéncia de dispanadh.

Focos ectopicos também podem aparecer na presengiegpolarizacoes tardias.
Durante o periodo sistolico (despolarizacdo) a eotmacao citoplasmatica de ions calcio
livres aumenta rapidamente; porém, durante a deagtepolarizacdo) esse ion € transportado
para o reticulo sarcoplasmatico, bem como paradare€lula. Este ultimo evento, realizado
pelo trocador NACa "(NCX), ocorre sob a agdo de mecanismos eletrogémios quais cada
ion de célcio é trocado por um ion de sddio. Asaientrada deste é capaz de criar um evento
de despolarizacdo tardia, que aparece, geralmsetendario ao aumento da atividade do
trocador NCX ou ao excesso intracelular de ionsaal

A reentrada (figura 3) surge da propagacéo de wogulnormais entre diferentes
areas do tecido miocardico atrial. Ap6s uma despalgdo inicial, canais de RNa
permanecem inativos durante um breve periodo dpaaetenominado periodo refratario no
qual o tecido miocéardico ndo pode se despolariZzda reentrada, quando um complexo
ectopico é gerado em uma zona secundaria e atipgato primario em refratariedade, este
nao ira se despolarizar, porém se propagara psmlternativas que, ao retornar para o ponto
primario, ja capaz de se despolarizar, um novoteveés reativacdo aparecera. Se o tempo de
retorno ao foco secundario é longo o bastante, gata ja ter ultrapassado, a sua

refratariedade, perpetua-se um processo de reabivpersistente denominada reentrada.
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Surgem, dessa forma, circuitos simples, com radidparo regular ou multiplos circuitos,
nos quais se observa atividade irregular. Finaleyentando uma zona transmissora de ondas
relacionadas ao mecanismo de reentrada mostrans® @zriodo refratario alargado, cria-se
a condicao eletrofisiologica para o evento se pisINATTEL, 2002)

Atualmente, todos os farmacos antiarritmicos passueficacia deficiente.
Geralmente, o bloqueio de canais ibnicos celulsggonsaveis pela propagacdo do impulso
no tecido miocardico possuem alguma propriedadearsdirica. Assim, drogas que
prolongam o periodo refratario efetivo sdo portadode poder anti-arritmogénico. Entre
essas, destacam-se 0s antiarritmicos de classgédllapresentam a capacidade de prolongar o
potencial de acdo por meio de bloqueio de canaipotiessio, envolvidos no processo de
repolarizacdo (BACANER, et al. 1986).

Ja que as subunidades Kv4.2 e Kv4.3 dos canaisotisgio sdo as grandes
responsaveis pela corrente do potencial de acdo miocéardico (ISBRANDT et 2000)
relacionado a repolarizacdo precoce do tecido aewdie que estudos com animais
transgénicos que ndo expressam Kv4.2 e Kv4.3 (BARRAI.,1998, HOPPE et al2000 )
demonstram um aumento da duracdo do potencial &g agentes especificos capazes de
bloquear essas correntes poderiam demonstrar gpateiecial antiarritmogénico.

A partir do momento que PhKyv, fracédo purificadaveoeno bruto da PN, foi capaz
de inibir correntes de potassio do tipo A em célUEH3 (CARNEIRO et al.,2003) e que
outros estudos apontam que estas correntes saadagdior canais do tipo Kv4.3 e Kv4.2 ,
gue também sdo expressos em tecidos miocardicagadee de humanos, essa toxina poderia
apresentar importante acéo antiarritmogénica.

Por tudo isso, é nosso objetivo estudar o possiedtio antiarritmogénico da fracdo
purificada PhKv daPhoneutria nigriventerem arritmias atriais e de reperfusédo utilizando

atrios e coracdes isolados de ratos.
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B C

FIGURA 3 — Desenho esquematico do mecanismo de reentrada alouopa onda de

propagacéo (A), ao encontrar um bloqueio na pragagéem preto), que reflete o estimulo,
adquire um caminho acessorio (C) para atingir &oefinal (B) e retornar a A em um circuito

reentrante (CHEN, et. al., 2006).
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar possivel efeito antiarritimico do pe@tdPhKv purificado do veneno

da Phoneutria nigriventeem coracdes isolados e atrios direitos isoladoatds.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar o efeito do peptideo purificado PhKv admtrado 1 minuto antes da

reperfusdo em coracgdes isolados de ratos;

» Avaliar o efeito do peptideo purificado PhKv emdalm de taquiarritmias em atrios

direitos isolados de ratos;

» Validar o método descrito por Bassani et al., 198 ando acetilcolina, neostigmina

e atropina;

* Avaliar uma possivel participacédo de canais desgaiéem modelo de fibrilacao atrial
utilizando uma abridor de canais para potassigodido (Karp) € um bloqueador

para canais de potassio, 4-aminopiridiria) (I

* Avaliar efeito do peptideo purificado PhKv nas fiess sistolica e diastolica, bem

como na frequiéncia cardiaca em atrios direitoadss de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1.ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar, macpesando 240-310 g, com ciclo
claro-escuro (14h/10h), mantidos em gaiolas casticom temperatura variando entre 25 +
2,0°C e com livre acesso a agua e ragddibitum. Os animais foram fornecidos pelo Centro

de Bioterismo do ICB-UFMG.

3.1.2. EQUIPAMENTOS

- Sistema de Langendorff para coracéo isolado coss@ceconstante;
- Banho aquecido para preparacao de atrios isolados;

- Transdutor de forca (modelo FT 0,03, Grass);

- Microcomputador contendo o software ACQKNOWLEDGE;

- Balanca analitica PRECISION PR-100(SPEC);

- Bomba de vacuo Q-355 B (QUIMIS);

- Agitador magnético (FISATOM);

- Agitador de tubos (QUIMIS);

- Bala de carbogénio (WHITE MARTINS);
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- Filtro EXPRESS - 0,22 MILLIPPORE

- Material cirargico: tesouras, pincas anatomicasggidente de rato, porta agulha e
fio de sutura monoagulhado (BIODINAMICA Seda 4.0);

- Guilhotina manual;

- Vidraria e material de laboratorio: balGes voluneél, béqueres, provetas, pipetas
graduadas, pipetas automaticas, placas de Peirigae de plastico, eppendorf,

ponteiras e tubos de polietileno.

DROGAS E REAGENTES

- NaHCQ; PM 84,01 (Sigma, Brasil );

- CaCh. 2H,0 PM 147,02 (Sigma, Brasil);
- KCL PM 74,55 (Sigma, Brasil);

- NaCl PM 58,44 (Merck, Alemanha);

- KH2PO, PM 136,09 (Sigma, Brasil);

- MgSQ,. 7TH,O PM 246,47 (Sigma, Brasil)
- Dextrose anidra (glicose) PM. 180,16 (Sigma, B)asil
- Heparina (Roche, Brasil);

- Neostigmina (Roche, Brasil);

- Atropina (Roche, Brasil);

- Acetilcolina (Roche, Brasil);

- 4-aminopiridina (Sigma, Brasil);

- Diazoxido (Sigma , Brasil);
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3.1.4. TOXINAS

O peptideo purificado PhKv do veneno bruto daféidedido, gentilmente,pelo Prof.
Marcus Vinicius Gomez do Departamento de Farma@I&@B/UFMG.
A purificacado do peptideo PhKv a partir do venenad (GOMEZ et al., 2002) esta

representada na figura 4.

Veneno bruto

!

PNV1 PNV2 PNV3 PNV4
TxA1 Tx2 Tx3 Tx4
4
Tx-3-1
( PhKv

FIGURA 4 - Desenho esquematico da purificacdo do peptideo RhKartir do veneno

bruto da PN.



41

3.2 METODOS

3.2.1. SISTEMA DE PERFUSAO

O sistema de perfuséao utilizado (figuras 5 e 6)gresséo constante, € uma adaptacéo
do Sistema de Langendorff, primeiramente describo @scar Langendorff em 1895
(DORING,1990). Este sistema foi constituido por tulmo de vidro de aproximadamente 1,0
cm de diametro e 1,0 m de altura. Na extremidaderian, o tubo foi conectado a uma
pequena canula, na qual existe uma entrada paex@orde uma seringa utilizada para
injecdo de drogas, bem como toxinas. Na parte supexistia uma entrada para a solucao
nutridora a uma pressao de perfusdo constantenf@3d20). O tubo de vidro foi envolto por
uma jaqueta de agua em circulacdo e aquecida a0OF °€. A oxigenacdo era feita
diretamente no tubo de vidro por meio do borbulh@mede uma mistura carbogénica (5% de

CO, e 95% de ©).

3.2.2. SOLUCAO NUTRIDORA

A solucéo nutridora usada na perfuséo dos coraedkslos foi a de Krebs-Ringer
(K-R) (tabela 4). Cada litro dessa solucao foiofet partir de 50 ml de uma solugdo mée
(tabela 3),
2,2 g de bicarbonato de sodio (NaH{® 2,1 g de glicose, preparado e filtrado antesada

experimento. O volume é completado com agua deidaiz



TABELA 3 - Solucdo mae utilizada no preparo da solucéo raugid

42

COMPOSTO QUANTIDADE
NaCl 138,49
K ClI 7,09
KH,POy 3,29
MgSOy 5,8
CaGl 7,49
H,O deionizada 1000 ml
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Reservatério com
Solucéo Nutridora

Jaqueta de agua aquecida
Seringa para
infusdo de drogas
drogas e toxinas

t:arbogénio I

N

Transdutor
de Forca

FIGURA 5 — Desenho esquematico do sistema de perfusdo dengorffepara coracdes

isolados de ratos.
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FIGURA 6 — Fotografia do sistema de Langendorff para preparagicoracoes (A) e do

banho para preparacao de atrios isolados (B).
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TABELA 4 - Composicao final , em mM, da solucdo Krebs-Ringer

COMPOSTO CONCENTRACAO EM mM

NacCl 118,41
KCI 4,69

KH,PO, 1,17

MgSO, 1,17

CaCL 2,51

Dextrose anidra (glicose) 11,65
NaHCGO; 26,24

3.2.3 PREPARACAO DO CORACAO ISOLADO E CANULACAO

Os animais foram heparinizados (400 U.l de Heparirp.) e 10 minutos apés
sacrificados por decapitacdo. Em seguida, procedeatorocotomia. As cartilagens costais
foram abertas em ambos os lados e o esterno relpatrd cima. Uma vez exposta a cavidade
toracica, seccionou-se sucessivamente a veia oéemor, a veia cava superior, as artérias
aorta e pulmonar, a traquéia, o esdfago, partgdimsdes e retirou-se o cora¢cdo em bloco.
Depois de retirado, o coracdo foi colocado em umguégé contendo solugcdo nutridora
oxigenada a4C na qual foi realizada leve pressdo sobre o &ragm os dedos para a saida
do sangue contido nas camaras cardiacas. O resfriantinha por objetivo diminuir o
metabolismo do miocérdio e o consumo dg r@s instantes anteriores a canulagdo do
coracgao. Depois de transferido para uma placa Retriestos de tecidos vascular e pulmonar,

da traquéia e do esb6fago que acompanhavam o cdmagéo removidos.
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Em seguida, a aorta ascendente foi seccionadaipmartesoura cirdrgica na altura de
sua primeira bifurcacdo (tronco braquiocefaliconpfeccionando-se, assim, um coto de 0,5 +
0,1cm. A aorta foi, entdo, fixada por meio de uondé sutura a uma agulha de acgo inoxidavel
ou ponteira de vidro, que ja se encontrava suspamseonexdo com o sistema de perfusédo
(figura 7). A seguir, procedeu-se com retirada ffegmentos teciduais remanescentes
aderidos a superficie cardiaca com uma tesouraegtanta fina. O tempo entre o sacrificio e
a perfusdo girava em torno de 3 minutos. ApOs mité da montagem, aguardava-se 20-30
minutos para estabilizacdo da funcédo cardiaca. A&gées periodo, inicia-se o protocolo do
estudo.

A injecao da PhKv foi realizada pela seringa ctexda ao sistema (volume maximo
de 0,2 ml). Apos a infusdo a concentracao findPlldv era de 240 nM.

Quando o coragdo apresentava-se arritmico ou tguma area avermelhada em sua

superficie, durante a montagem da preparacéao, arimgnto era descartado.

FIGURA 7 — O coracao canulado conectado ao sistema de perfusao
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3.23.1 REGISTROS

Os seguintes registros foram realizados:

A. Forca de contracéo

A forca de contracdo era captada por meio de umepeganzol de ago inoxidavel
fixado ao apice do coragcdo que por sua vez cosecta- transdutor de for¢a por meio de uma
linha que passa através de uma roldana. Aplicavanse tensdo diastélica de
aproximadamente 1 + 0,2 g ao coracgdo (tenséo Ha@gtda qual era ajustada durante todo o

periodo de estabilizacéo (figura 8).

Tensao (g

8,0
7,0
6,0
5,0
4,0

3,0

2,0

1,0

0

Basal | Isquemia Reperfusao

FIGURA 8 — Registro padrédo da tensdo cardiaca (g) de coragOkslos antes (basal),

durante e ap0s isquemia.
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B. Atividade elétrica

A atividade elétrica do coracgéo (figura 9) erastgda utilizando-se dois eletrodos de
superficie, onde um eletrodo era colocado no dtrato e outro no ventriculo esquerdo.
Para a aquisicdo dos sinais, utilizava-se ummsateonversor analogico-digital. Os
sinais a partir do transdutor de forca eram enwadam amplificador (Biopac System, Santa
Barbara, USA) e em seguida registrado em um mieonpatador contendo ursoftwarede

aquisicao de dados (Acknowlodge) com uma frequéei@mostragem de 1000 ciclos/min.

Analisou-se o intervalo QT (figura 11) no eletrageade coracdes isolados de ratos
apos a infusédo de 240 nM de PhKv.

Voltagem (mV)
1,0

g EEER

o

Basal — 280bpm Oclusédo —250 bpm Reperfuséo - taquicardia

FIGURA 9 — Registro padréo do ECG antes (basal), durantegis@) e apos (reperfuséo)

C. Medida do fluxo coronariano

A medida do fluxo coronariano (ml/min) foi detemada colhendo-se o perfusato
durante 1 minuto e definindo o volume em mililitraem o auxilio de uma proveta graduada

(10 mli).

Esta medida foi utilizada como parametro de coag@r para a determinacdo do

sucesso da ocluséo de artéria coronaria esqueia)(A
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3.2.3.2 PROCEDIMENTO PARA A OCLUSAO DA ARTERIA CORO NARIA

ESQUERDA

A oclusédo da ACE foi realizada de acordo com mitécde Johns & Olson, 1954 e de
Lubbe et al 1978. Utilizando um porta-agulha, passa-se unddéicutura monoagulhado em
volta da ACE (figura 7).

A ocluséao foi mantida por 15 minutos e a reperfuséifeita cortando o fio com uma

lamina de bisturi o que liberava a artéria oclidgeriormente.

3.2.4. PREPARACAO DE ATRIO DIREITO ISOLADO

3.2.4.1 PREPARACAO

Os procedimentos desde o sacrificio até a colocdgamoracdo em placa petri com
solugéo nutridora resfriada foram 0os mesmos desaitteriormente.

A seguir, dissecou-se o atrio direito que era namtgerticalmente em um banho de
orgéo (figura 5) contendo 10 ml de solucdo de K-8&#®° + 1° C, sendo borbulhado com
carbogénio (95% & 5%CQ).

A porgdo proximal do atrio fixava-se a um anzol guee conectado a um transdutor de

forca (modelo FT 0,03, Grass) e a outra por¢cadieada em um par de eletrodos de platina
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conectados a um estimulador elétrico provenienteistema de aquisicdo de dadoBazpac
System.

Eletrogramas eram obtidos pela captacédo de itiscos por meio de eletrodos de
platina alocados proximo ao atrio perfundido.

Apos aplicacdo de 0,5 £ 0,1 g de tenséo diastadicrio direito era deixado por um
periodo de estabilizacdo (30 min), com trocas derh010 minutos da solucéo de K-R. A

tensao diastdlica era ajustada durante todo oqmede estabilizacéo.

3.2.4.2 ESTIMULACAO ELETRICA

As taquiarritmias atriais (TA) eram obtidas conmsrele pulso, utilizando a técnica de
Godoy et al., 1999, ligeiramente modificada, ist@@icava-se um triplo trem de 66,7 Hz,

250 pulsos, a 7-8 mv, durante 5 segundos, atéugdiodde TA (figura 10).

Inicio do estimulo

I
111 |||l|"]I TA
66,7 Hz/ 7-9 mv ﬁ’/

o 5s -

!J 250 pulsos

FIGURA 10 — Desenho esquematico da estimulacio elétrica

As tentativas operavam-se com intervalos de 30 r&kgue, caso ndo houvesse

inducéo de taquiarritmias, interrompia-se na dédengativa e descartava-se o experimento.



51

Episddio de taquiarritmia atrial era considerad@mrglo o atrio direito iniciava a
arritmia apos o término da estimulacdo. Calculguese segundos, a partir de entédo, o tempo
das taquiarritmias que, quando excediam 600 seguedam consideradas irreversiveis.

Comparava-se, entdo, a duracdo das TA em segundogresenca e auséncia do
peptideo PhKv ou drogas como: acetilcolina (Adepstigmina (NEO) , atropina, diazoxido

(DIA), 4-aminopiridina (4-AP).

3.2.4.3. REGISTROS

Os seguintes registros foram realizados:

A. Forca de contragao

A forca de contracdo era captada por meio de uragmeganzol de aco inoxidavel
fixado a porcdo proximal, anteriormente, ligadatam esquerdo, que por sua vez conectava-

se ao transdutor de forca por meio de uma linha.

B. Atividade elétrica

A atividade elétrica atrial era registrada comsctiéo anteriormente.
Para a aquisicdo dos sinais, utilizava-se ummsateonversor analogico-digital. Os

sinais a partir do transdutor e dos eletrodos enaviados a um amplificador (Biopac System,
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santa Barbara, USA) e em seguida registrado em ignocomputador contendo usoftware

de aquisicao de dados (Acknowlodge).

Analisou-se os intervalos PPi em atrios direisdados de ratos submetidos ao

banho de 6rgao contendo 60 nM de PhKv.

Denominamos intervalo PPi, ou ciclo PPi, o indémentre duas ondas P (figura 12).

Corresponde a frequéncia de despolarizacéo atuaimplesmente frequéncia atrial.

R
- A )
—— N /L
Q
s

FIGURA 11 —Intervalo QT no eletrograma

PPi

FIGURA 12 —Intervalo PPi em atrios isolados.
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3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.3.1. ARRITMIAS DE REPERFUSAO

No modelo de arritmia de reperfuséo, o tempostigbdizacéo, de ocluséo da
ACE e de reperfusédo eram iguais para todos os greggoerimentais, ou seja, 20 minutos de
estabilizacdo, 15 minutos de oclusdo da artérianéoia esquerda, injecdo de PhKv 1 min
antes da reperfuséo, desoclusdo coronariana, alggerde inicio de fendbmeno arritmogénico

e 30 minutos de reperfusdo do miocéardio (figurgs 13

Canulacao PhKv ou salina

i PERELSA 0 I IS LENA I REPER FLUSAD

| X -R oxigenado | | X-A oxigenado |

FIGURA 13 - Protocolo experimental de arritmias de repedus@grupo controle durante a
estabilizacao, ocluséo e reperfusao em gruposatergrsubmetidos a injecao de PhKv (240
nM) ou solucéo salina no grupo controle.

O tempo de duracao das arritmias foi cronometraggmaque elas iniciam, ou seja,
logo apds a desoclusdo da ACE. Para expressartesape de duracdo das arritmias foi
atribuido um escore correspondente ao tempo eno goeacdo permaneu arritmico, quando
o escore foi igual a 12 as arritmias foram considas irreversiveis.

A esse sistema de quantificacdo das arritmiasgef@) aos escores, da-se o nome de

indice de Severidade das Arritmias (BERNAUER & ERNEJTSCH, 1988) (tabela 5).



TABELA 5 - Relacado entre o tempo de duracao das arritmiaesseare utilizado

DURACAO DAS ARRITMIAS (MIN)
ATE 3
3A6
6 A 10
10 A 15

15A 20
20A 25
25A 30

Os grupos foram divididos da seguinte maneira:

Grupo Controle

ESCORE

10
11

12 (irreversivel)

Os coragdes eram submetidos ao protocolo de odtlesowlusao descrito

anteriormente.

Grupos Experimentais

54
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Os coracgdes eram submetidos ao protocolo de odtlestwlusao descrito
anteriormente, mas administrava-se 1 minuto argespgkerfusdo apés o inicio de
taquiarritmias ventriculares a PhKv na concentrdigéd de 240 nM ou solucéo salina no

grupo controle (Figura 13).

3.3.2. TAQUIARRITMIAS ATRIAIS

ApoOs adequado posicionamento da preparacédo, iaisawm periodo de 30 minutos
de estabilizacdo, com troca de solucédo a cadaid@es, no grupo controle, seguidos de 10
minutos de imersdo em solucdo de KR contendo drodeszéxido (100 pM), 4-
aminoperidina (4-AP) (1 uM) , acetilcolina (Ach)0('ImM), neostigmina (NEO) (1mM),
atropina (10mM) e PhKv 60nM nos outros grupos experimentais ji#stituir a estimulagéo

e manter a preparacdo por mais 30 minutos apés TA.

estimulo
Inicio Trocal Troca2 Troca3 ﬂ TA
— e =
10 min ﬁlo min 30 min

KR/Ach/NEO/DIA/Atropina

FIGURA 14 - Protocolo experimental de TA.
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3.4. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo das médias entre os gruposlitado o Teste t de Student. O
teste One-aeay ANOVA Ewo-away ANOVAoram usados para a comparacao entre médias
de valores distintos de um grupo com as médiasiees de um segundo grupo. O nivel de

significancia é de P< 0,05.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DA PhKv EM ARRITMIAS DE REPERFUSAO EM

CORACOES ISOLADOS DE RATOS

A incidéncia das arritmias de reperfusdo ocorreul®0% dos coracdes isolados de
ratos apos a desoclusdo da ACE, entretanto ess#wiag taquicardia e/ou fibrilagdo
ventricular, apresentaram variacdes quanto a Sl

A figura 15 demonstra experimentos padroes doopobd de arritmias de reperfuséo
no grupo controle e no grupo submetido a injeca®llév (concentracdo final — 240nM).
Observou-se uma queda da tensdo sistdlica aposgiueniga. No grupo controle, apos
reperfusdo, ilustrou-se com um experimento padmiécamitmias irreversiveis. No grupo
submetido a infusdo de PhKv (240 nM), um minuteearma reperfusdo, ilustrou-se com um
experimento padrdo com retorno ao ritmo sinusal.

A figura 16 mostra a duracdo das arritmias de fep@o apOs isquemia miocérdica
em coracOes isolados de ratos no grupo controfel(®) e no grupo submetido a infusdo da
PhKv um minuto antes da reperfusdo. Como podeist@r, 0 grupo controle apresentava um
tempo maior de arritmias. Os valores do tempo diéméas dos grupos controle e apds
injecéo de PhKv foram de 16,2 + 1,3 min e 4,88in, respectivamente.

A figura 17 mostra o ISA de coragdes isolados tlesrao grupo controle e no grupo
submetido a infusdo da PhKv um minuto antes darfiegi®. Como pode ser visto, 0 grupo
controle apresentava um maior Indice de Severidkde Arritmias (ISA), em relacdo ao

PhKv. Os valores do ISA dos grupos controle e ap@gao de PhKv foram de 8,0 +1,1 e
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3,0£1,1, respectivamente. Houve diferenca estadistntre os grupos reperfundidos apos
infusdo de PhKv em relacdo ao grupo controle.

A queda do fluxo coronariano durante a oclusdo @& Aoi de aproximadamente
50%. Desse modo, a reducéo do fluxo coronarianandeira manobra de oclusdo da ACE
prestou-se como um indicador do sucesso da técnica.

A figura 18 demonstra que houve prolongamento mesvalos QT no grupo
submetidos a injecdo de PhKv em relacédo ao grupwate. Os valores desse intervalo nos

grupos PhKv e controle foram 63,08 + 1,86 ms e®%,8,53 ms respectivamente.
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! PERFUSA( | ISQUEMIA I REPERFUSA !

| K-Roxigenado | | K-R oxigenado |

1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

’l—-—m

Tempo ( min)
8.0

4.0

0.0
Tenséo (g
Canulagéo Toxina
L PERFUSA( 1 ISQUEMIA 1 REPERFUSA! I
| K-R oxigenado l ! K-R oxigenado |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tempo (min)

8.0

Tensao (g

FIGURA 15 - Arritmias de reperfusdo no grupo controle e ngpg submetido a injecéo de

PhKv (concentracéao final — 240nM) um minuto ani@seperfusao.
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Duracéo das arritmias (minutos)
|_\
T

Controle PhKv
p <0,05

FIGURA 16 — Duracgdo das arritmias ap0s a oclusdo da ACEaat@es isolados de ratos
perfundidos com solugéo K-R no grupo controle (N=eL8rupo reperfundido apds injecdo de
PhKv (240nM), n = 11. Os dados estdo expressos coéttias + EPM. p< 0,05 em relacéo

ao grupo controleTieste T de Studgnt
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0

Controle PhKv
p<0,01

FIGURA 17 — ISA de coragdes isolados de ratos perfundidos ssmucdo K-R pertencentes
ao grupo controle (n=13) e grupo reperfundido apfezdo de PhKv (240nM), n = 11. Os
dados estdo expressos como médias + ERM.0,01 em relacéo ao grupo contrdleste T

de Student
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70+
654

604

Intervalo QT (ms)

Controle
*p<0,01

FIGURA 18 —Intervalos QT do eletrocardiograma dos cora¢c@aadss de ratos controle e
infundidos com 240 nM de PhKv (n=5). Os dados esetgmessos como médias + EPM<

0,01 em relacdo ao grupo controlesgte T de Studgnt
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4.2 EFEITO DA PhKv EM MODELO DE FIBRILACAO ATRIAL EM ATRIOS

ISOLADOS DE RATOS

A figura 19 demonstra experimentos padrdes do pottode inducdo de TA em
grupos controle e submetidos incubacdo com AchkesPlBm A observa-se um experimento
padrdo de TA. JA em B observa-se um prolongamenterdpo de TA apods incubacdo com
Ach em C.

A incubacdo com Ach (16nM) por 10 minutos, ap6és o periodo de estabiliadoé
capaz de aumentar a tensao sistélica (TS), (0,80L& g ), com diferenca estatistica em
relacdo ao grupo controle (0,7 = 0,03 g), semaitartenséo diastdlica (TD) (0,50 = 0,01 g)
em relacdo ao mesmo (0,45 + 0,01 g), (figura 20).

J& neostigmina gera efeito semelhante (figura(®183 £0,12 g) em relacdo ao grupo
controle (0,7 + 0,03 g). Contudo, mostrava-se swatia no periodo pés-TA (1,1 + 0,01 g) e
(0,9 £ 0,02 g) no controle, analisados no primeirouto.

A figura 22 demonstra que tanto a acetilcolina (2000 bpm) como a neostigmina
(150 + 20 bpm) gerava a bradicardia sustentadaénpano grupo incubado com Ach,
apresentava-se com maior intensidade no primeinntmiem relagéo ao grupo controle (360
+ 10 bpm).

Quando adicionamos atropina ao banho contenda&wloutridora ndo observava-se
inducdo de TA e quando adiciona-se Ach ou NEO,vaet® um prolongamento no tempo de
TA, (350 + 51 s) e (350 + 50 s) respectivamente,relacdo ao controle (250,0+90,0 s).

Percebe-se que o tempo de duracdo das TA moseaamansentado quando se incubava com
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Ach e NEO (555 £ 50 s). O mesmo efeito era evidalwiquando a inducdo da TA acontecia
apos 30 segundos de incubacdo com acetilcolinaf®®0s) (figura 23).

Quando incubavamos com a PhKv (60 nM), observagnesexistia um aumento na TS
(0,79 £ 0,02 g) e (0,82 £ 0,03 g) em relacdo apgrmontrole (0,7 £ 0,03 g), que permanece
significativamente diferente no periodo pos-TA (1,0,01 g) em relacdo ao mesmo (0,9 *
0,02 g), sem diferencas na TD (figura 24). Em @ag frequéncia cardiaca, observamos,
uma diminuicdo apos o periodo de incubacédo. A dirpEo da frequéncia cardiaca foi dose-
dependente (dados ndo mostrados). No entantegnimdp pés-TA, observa-se um aumento
em relacéo ao grupo controle (200 + 22 bpm vet80st 20 bpm) (figura 25).

Quando utilizamos, o diazoxido, um abridor de carm® potassio, que atua no na
correntelkayp, NAO Se observava alteragdo do tempo de TA (280000 s), portanto, sem
diferencas estatisticas em relacdo ao grupo centPalr outro lado, um inibidor de canais de
potassio, que atua na correfttea 4-aminoperidina, diminuia significativamenteempo de
TA (30,0 £20,0 s) em relacao ao grupo controle (@580,0 s) (figura 26).

A neurotoxina da PN, PhKv, foi capaz de diminuitempo de TA (6,2 +1,4s),
estatisticamente significativo, em relacao ao gregntrole (250,0+£90,0 s) ( figura 27 )

A figura 28 demonstra que houve prolongamento tenalo PPi quando os atrios
eram perfundidos em banho contendo PhKv 60 nM éaqéae ao grupo controle, com 30 s
(0,180 £ 0,105 ms), 1 min, pés-TA (0,210 £ 0,108,r08,222 +0,106 ms) e (0,180 + 0,105

ms), respectivamente.
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FIGURA 19 - Inducdo da TA em é&trio direito isolado apds eskatdo elétrica. Tragcado do
eletrograma e da tensao sistélica/diastolica. Aaparece apos a aplicacdo do estimulo. O
protocolo esta apresentado no grupo controle (&ybacdo por 10 min com Ach 1M

(B) e incubacao por 10 min com PhKv 60 nM (C).
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FIGURA 20 — Efeito da acetilcolina (IGmM) na tens&o sistélica (g) e tenséo diastéli¢a (g
em atrios isolados durante tratamento e pés-tagoia atrial. Os dados estdo expressos

como média + EPM. P< 0.05 quando comparado commtvate. (Two-away ANOVAeguido

pelo pbs-teste ddonferron).
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FIGURA 21 — Efeito da neostigmina (I®M) na tens&o sistélica (g) e tensdo diastéli¢a (g
em atrios isolados durante tratamento e . pddaadmia atrial. Os dados estdo expressos

como média + EPM. P< 0.05 quando comparado commtvate. (Two-away ANOVAeguido

pelo pbs-teste ddonferron).
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FIGURA 22 — Efeito da neostigmina (M) e da acetilcolina (1tmM), presentes na
solucéo nutridora, na frequéncia cardiaca duram@amento. Os dados estdo expressos como
média £+ EPM. * P< 0.05 e ** P<0,001 quando comparadm o controle. T\wo-away

ANOVAseguido do pés-teste 8anferron).
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FIGURA 24 - Efeito da PhKv (60nM) (n = 5) na tensao sistoligh € tensao diastdlica (g)
em atrios isolados durante tratamento e pos-tagméa atrial em relacdo ao grupo controle

(n = 5). Os dados estdo expressos como media £ BPRM.05 quando comparado com o

controle. Two-avay ANOVAseguido pelo pés-teste Benferron).
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FIGURA 25 — Efeito da PhKv (60nM) na freqiéncia cardiaca (bgm) atrios isolados
durante tratamento e pds-taquiarritmia atriald@dos estdo expressos como média + EPM.
P< 0.05 quando comparado com o controlavd-avay ANOVA seguido pelo pds-teste de

Bonferron).
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FIGURA 26 — Duracdo das TA em atrios direitos isolados de ratmgrole (n=5), grupos
incubados com DIA (10pM) (n=5) e 4-AP (IuM) ( n =5 ). Os dados estdo expressos

como médias + EPM.p< 0,05 em relacdo ao controle (TeBtee Studeit
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FIGURA 27 — Duracdo das TA em é&trios direitos isolados de retwdrole (n=5) e grupo
incubado com PhKv (60 nM) n =5 ). Os dados est§messos como médias + EPMp<

0,001 em relacdo ao controle (TeEtde Student
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FIGURA 28 —Intervalos PPi em atrios direitos isolados de ratogrole (n = 5) e grupo
incubado com PhKv (60 nM), n =5, apos 30 s, 1 derincubacéo com PhKv e apds TA. Os

dados estdo expressos + EPM, * P<0,05 em relacgoupo controle. (Tesf€ de Studeit
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5 - DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

O veneno bruto da aranRaoneutria nigriventeé composto de um grande namero de
peptideos neurotdxicos capazes de atuar em canass (GOMEZ et al., 2002) e entre eles,

destacam-se alguns canais presentes no tecidordigra

E certo que a populacdo mundial esta envelhecendoneando-se isso, nota-se um
aumento da sobrevida dos pacientes vitimas de dseamagdiovasculares, porém, percebe-se
um aumento do numero de casos de taquiarritmidg@isatPor outro lado, associado as
mudancas de estilo de vida da sociedade, mesm® @umento da sobrevida, percebe-se um
aumento da morte subita de origem cardiovasculae, ¢ associa a doenca coronariana

isquémica e, consequentemente, as arritmias ddusge.

Contudo, apesar do avanco de pesquisas em busta/oe agentes antiarritmicos, o
tratamento, bem como a prevencao das taquiarritrainda, permanecem como um grande
desafio a pratica clinica, pois a maioria dos f@wsgpossuem certa ineficacia, bem como um

poder arritmogénico (NATTEL,1995).

Assim, diante desse problema, no presente estatiotes a acédo da fracdo purificada
PhKv da PN em modelos experimentais de taquiaagnairiais induzidas por acetilcolina
(modelo ligeiramente modificado de ZAFALON Jr et 2004) e em modelo de arritmia de

reperfusdo em coragodes isolados de rato (DORIN®),IPERREIRA et al, 2001).

Em ambos os modelos, observamos que a fracdo Ploudia a geracdo de TA ou
de reperfuséo, além de possuir a capacidade deédas espontaneamente ao ritmo sinusal

com diminuicéo do tempo de arritmias (figuras 16,2% 27).
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A média da queda do fluxo coronariano durante aoima@nde oclusdo da ACE
(isquemia) neste trabalho foi de aproximadament&(dé, entretanto, houve uma variacéo
para mais ou para menos. Apesar disso, ndo fonam# nenhuma correlacdo entre o valor
da diminuicdo do fluxo e da incidéncia e duracée alsitmias. Deve-se levar em conta que
esses resultados foram obtidos utilizando um tedepoclusdo constante de 15 minutos para
todos os coracdes, o que elimina o fator de durdogmeriodo isquémico na variabilidade da
severidade das arritmias. Entretanto, a duracdosevaridade do periodo precedente de
isquemia € apontado como um dos maiores deterresmalat vulnerabilidade do miocardio a
arritmias de reperfusdo. Em humanos relacionatsenpo de duracdo da isquemia ao tempo

ocorréncia de arritmias ventriculares (OPIE, 1984).

Qualquer tecido cardiaco da zona de isquemia-negirfé potencialmente vulneravel
a lesdo de reperfusdo e sabe-se que um period@iggu pode gerar arritmias cardiacas
(MANNING, 1984). As arritmias de reperfusao, vistasn a restauracdo parcial ou total do
fluxo coronariano , representam uma resposta dautmisardiaco ao retorno dos nutrientes,
e, principalmente do oxigénio, a um tecido previai@asquémico. Durante a isquemia o
suprimento de ATP diminui, a concentracado de hiéinggy de soédio e calcio aumentam no
citoplasma. Tudo isso cria um ambiente favoraveldasenvolvimento de fragilidade no
sarcolema e leséo celular (GARCIA-DORADO & RUIZ MBA, 2000). Com a reperfuséao,
0 aporte de oxigénio é prontamente restauradontam® a normalizacdo das concentracdes
intracelulares de ions € mais lenta. Dessa formaser um estado de hipercontratura
secundaria ao aumento de calcio e oxigénio inarels, percebido pela lenta recuperacao
da tenséao sistolica apds o periodo de reperfugdqud informacfes acerca de resultados
preliminares do laboratério de eletrofisiologiautet, da Professora Dra. Silvia Guatimosim,
demonstram que, em modelo de cardiomidcito isoladoesma toxina € capaz de aumentar o

transiente intracelular de calcio, bem como a foke@ontracdo e que o veneno bruto € capaz
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de abrir canais de célcio do tipo L voltagem-depetes (COSTA et al.,1996), podemos
inferir que o aumento da for¢ca de contracdo no inode atrios isolados, justifica-se pelo
acumulo intracelular de ions calcio. Por outro Jagdlma possivel inibicdo de corrente Ito, a
ser discutido a sequir, seria capaz de prolongatencial de acdo gerando efeito semelhante

(BASSANI, et al, 2006)

Durante o periodo isquémico, as alteracbes dasripdagles da membrana do
cardiomiocito, gerada pelo metabolismo anaerélideterminam um acumulo extracelular de
potassio que, inicialmente, gera uma diminuicdodueacdo do potencial de acdo. Essa
diminuicdo na duracdo do potencial cria um ambiéateravel ao inicio e perpetuacdo de
uma arritmia de reperfusdo. (JANCE & WIT, 1989;HI&L GETTES, 1980). Da mesma
forma, qualquer evento capaz de diminuir a dural@otencial de acéo, também é capaz

determinar uma TA.

Assim, na busca de um modelo de TA, padronizamopmatocolo experimental de
estimulacao elétrica (figura 14), levemente moddiz e ja utilizado anteriormente (EULER
& SCANLON, 1987;WATANABLE et al., 1996).

Apesar da dificuldade para a geracdo de TA em pepas isoladas (WATNABLE et
al., 1996), no modelo utilizado, obtevivemos-sem@étodo eficaz, com protocolo simples e
de facil reprodutibilidade, sem a necessidade ileagéio de agentes arritmogénicos.

Agonistas enddgenos ou exdégenos de receptores nmisos possuem propriedades
facilitadoras ou perpetuadoras de TA (EULER & SCANN, 1987; ALESSIE et al., 1984,
WATANABE et al., 1996; LOOMIS & KROP, 1955, GEDDES al., 1996; HIROSE et al.,
1997) e o provavel mecanismo envolve o aparecommimultiplos circuitos de reentrada de
origem no tecido atrial (ALESSIE et al., 1984) didinuicdo do periodo refratario absoluto

(ZHANG, et al., 2002).
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Estudos prévios demonstram que a inervacao vagdbpina em densidade no atrio
direito, comparativamente, em relacdo ao esquer@FFELHOLZ & PAPPANO,1985).
Assim, na preparacao atrial esquerda, nao foi ypelssiduzir eventos arritmicos.

Ja que a inducdo depende da inervacdo vagal, ssgetgna participacdo da
acetilcolina, confirmada pela auséncia de TA no®msadireitos incubados com atropina e
pelo prolongamento do tempo de TA na presenca dstigmina (inibidor da colinesterase)
(figura 23).

Como a Ach atua na abertura de canais de pota¥8&oTANABE et al., 1996;
SAKMANN et al., 1993) e que a mesma é liberada sstimulacdo elétrica em alta
freqUéncia, sugere-se encurtamento do perioddae&rabsoluto do cardiomiocito atrial.

Ja que um periodo refratario encurtado reduz o domepto de onda dos impulsos
cardiacos e que 0 mesmo associa-se a uma re-éxcitafular prematura, relacionada a
heterogeneidade de refratariedade na massa tecichilse o substrato para o evento
arritmogénico (HOFFMAN & ROSEN, 1981). Por consegej no modelo em estudo, uma
liberacdo de Ach sob estimulo de alta frequéncitRQBE et al.,1997) relacionada a
estimulacao varidvel de receptores muscarinicosdéaerentes em partes do tecido, gera de
circuitos de reentrada atrial. A partir do momegt® a incubacédo isolada com ACh gera
bradicardia sem gerar TA, demonstra-se que o maddiependente de estimulacdo elétrica,

capaz de estimular a liberagéo de Ach (LITOVSKY BPZELEVITCH, 1990).

Quando utilizamos um abridor de canal de potassiiazoxido (NOMA,1983), nota-

se que nao existe alteracdo no tempo TA (figura 26)

Na figura 22 demonstramos a diferenca de acaoeteipca de Ach e NEO no banho,
onde a primeira perde acdo no decorrer do tempgerstse a participacdo da
acetilcolinesterase atrial que fica corroborado cmrdado que o tempo de taquiarritmia

mostra-se prolongado na presenca de uma inducdd®Adeapds um breve periodo de
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incubacdo com Ach (30s). Aléem do mais, evidenciames o acrescimo de NEO ao banho,

acentua o periodo de TA (Figura 23).

Outro possivel mecanismo arritmogénico gerado petgenca de Ach foi descrito
anteriormente por Wang et al.(1997), que demorstraque pos-despolarizacbes tardias
causadas por ativacdo de uma quinase dependeatidesina monofosfato ciclico (AMP
que é mediado pelo influxo celular de"GMARBAN et al., 1986; BASSANI, et al., 1997),

também ocorre sob a estimulacdo vagal.

Dessa forma, fica evidente o papel da Ach e doetaade atrios direitos isolados para

o estudo de TA (HOFFMAN & ROSEN, 1981).

Uma vez que informacBes acerca de resultados [melies do laboratério de
eletrofisiologia celular, da Professora Dra. Sil@aatimosim, demonstram que, em modelo
de cardiomidcito isolado, a mesma toxina é capaauteentar o transiente intracelular de
calcio, bem como a for¢ca de contracdo e que o webrrio é capaz de abrir canais de calcio
do tipo L voltagem-dependentes (COSTA et al.,1996pdemos inferir que o aumento da
forca de contracdo no modelo de atrios isoladas$ifiza-se pelo acumulo intracelular de ions
calcio, bem como ao efeito Bowditch (efeito escapls correlaciona-se com a diminui¢cao da

frequéncia cardiaca (figura 25).

Ja que nos dois modelos em estudo sugerem umtamemto do periodo refratario e
que o mesmo é um dos fatores determinantes ddmiagj qualquer agente capaz de
prolongar 0 mesmo periodo e concomitantemente, tenpial de acdo, poderdo possuir

propriedades antiarritmogénicas.

Na atualidade, entre esses agentes, destacambdeqogadores de canais de soédio,
calcio, antagonistas beta-adrenérgicos e os bldgues de canais de potassio. Em relacdo a

estes Ultimos, recentemente, surgiram pesquisaspoomissoras drogas capazes de exercer
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um efeito anti-arritmogénico e com poucas propdedgro-arritmicas ao atuar no transiente

de saida de potassiba) (CARLSSON et al.2006).

Vérias correntes estdo envolvidas no mecanismep@arizacdo miocardica e entre

elas encontra-se a correitie (NERBONNE & KASS, 2005).

Ito € uma importante corrente repolarizante no corgo@&caparece na fase (1) precoce
de repolarizac&dOUDIT et al, 2001)

Anormalidades nessa corrente sdo detectadas emarmadade de cardiopatias como
insuficiéncia ventricular (NABAUER & KAAB 1993) e fibrilacdo atrial cronica (VAN
WAGONER et al. 1997). Também, diferencas regionais na expressabodmostram-se
importantes na geracdo da onda T e explica a resplatrofisiolégica a isquemia miocérdica
em reacglOes pro-arritmicas de drogas antiarritmegéni bem como a resposta
eletrocardiogréfica fisioldgica a hipotermia (NERBRE & GUO, 2002)

A corrente IA expressa por células GH3 é geradaspe&lanais Kv1.4/Kv1.5
(LEVITAN et al., 1995) surge como um possivel appara a PnTx3-1 (PhKv), uma nova

classe de inibidores de canais de ¢om provavel poder antiarritmogénico.

Correntes de potassio no tecido cardiaco sdo delgnaariabilidade dependendo da
espécie ou regido do coracdo (NERBONNE et al., R00Ba delas € denominadi@ ou
transiente de saida de potassio que surge na tiseepolarizacao precoce do tecido cardiaco
(SANGUINETTI & JURKIEWICZ 1991). Varias espécies demmiferos possuelito, entre
eles 0 homem e o rattio tem sido divida em dois distintos transientesaldasde potassio,
lios € lio,s que se distribuem por todo o tecido miocérdigq.aparece devido a abertura de
canais Kvl1l.4 (PETERSEN & NERBONNE999). Ja di ¢ tem sido caracterizada pela
abertura de canais da familia Kv4.x (DIXON et A996) e que 0s mesmos estao presentes

em tecidos cardiacos humanos e de caes.
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Qualquer droga, capaz de gerar um bloqueidigle sera capaz de prolongar o
periodo refratario e, por conseguinte, o potend@lacdo que se associa a um poder
antiarritmogénico (BACANER et al., 1986). No modele atrios direitos isolados, o 4-AP,
um inibidor dalto (KENYON, et al., 1979; BAIARDI, et al., 2002), ntosu-se efetivo como

agente antiarritmogénico (figura 23).

Ja que PhTx 3-1 (PhKv) blogueou previamente cagsedé K, via bloqueio de canais
Kv1.4, com caracteristicas semelhantes aos canads2ke Kv4.3 (Carneiro et al.,2003),
presentes no cardiomiécito, sugere-se que a neumatdhkv, provavelmente, apresenta a

propriedade de bloquear as mesmas correntes idnicas

Em vista dos dados apresentados, infere-se qui tenmodelo de arritmias de
reperfusdo, como no modelo de TA em atrios isoladmspossivel bloqueio da correrite,
pela PhKv, estaria relacionado a prolongamento dtengial de acdo por meio do
prolongamento do intervalo QT em coracdes isolad®sratos e RPem atrios direitos
isolados de ratos (figuras 18 e 28). Possivelmésumehyém podera atuar no bloqueio de canais
de potassio Ach dependentes, ativos no mecanisnreetdrada, a partir do momento que
observamos uma freqiiéncia cardiaca maior no pepddeTA em atrios incubados com

PhKv (figura 25).

Por tudo isso, de acordo com nossos dados, a pgur@tPhKv daPhoneutria
nigriventer apresenta um provavel efeito antiarritmogénicorpeio de bloqueio de canais
ibnicos de potassio. Novos experimentos eletrdfigioos e de biologia molecular deveréo
ser realizados para comprovar completamente essesnsmos referidos no nosso trabalho;
porém, a PhKv d®. nigriventerestara incluidas no arsenal terapéutico das aastern um

fututo ndo muito distante.



85

6 - CONCLUSAO




86

6. CONCLUSAO

A fracdo purificada PhKv d®honeutria nigriventepossui efeito antiarritmogénico
tanto em arritmias de reperfusdo em coracoes i3sldd ratos , bem como em taquiarritmias

de atrios direitos isolados de ratos.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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