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RESUMO

Esta tese descreve o0s efeitos do veneno da aranha Phoneutria
nigriventer sobre a pressao arterial media (PAM) e em coracbes isolados de
ratos. Para avaliacdo dos parametros in vivo, o método uiilizado consistiu
basicamente de monitorizagdo da PAM de ratos anestesiados atraves de
transdutor de pressdo. Os parametros in vitro foram avaliados em funcéo da
pressdo desenvolvida no ventriculo esquerde (PDVE), frequéncia cardiaca
{medidos através de um baldc inserido na cavidade ventricular) e fluxo
coronariano {coleta do efluente coronarianc} em intervaios de tempo pré-
estabelecidos. A administracdo endovencsa do veneno de Fhoneutria nigriventer
(0,1 mg/kg) produziu hipotensao rapida e reversivel. Na dose de 0.3 mg/kg, o
veneno evocou alteracCes bifasicas caracterizadas por hipotensdo transitdria
seguida por hipertensao proiongada e discreto aumento da freqliéncia cardiaca.
Tais alteracbes foram acompanhadas por fasciculagbes generalizadas, diurese,
defecacdo, sialorréia, cianose e dispnéia. Doses de veneno mais elevadas (0.6
mg/kg) produziram alteracGes mais intensas, dessincronizadas e determinou a
morte de 75 % (n=20) dos animais. O fratamento prévio dos animais com
atropina, propranciol ou fenoxiberizamina ndo aboliu as alteracdes induzidas pelo
veneno in vivo, excluindo o possivel envolvimento do sistema nervoso auténomo
nessa resposta. Posteriormente, investigamos o envolvimento de componentes
como cininas, PAF, neurocininas e NO na resposta hipotensora induzida pelo
veneno in vivo. O tratamento prévio dos animais com Hoe 140 (antagonista de
receptores B,), WEB 2086 (antagonista de PAF), SR 140333 (antagonista de
receptores NK;) au L-NAME (inibidor da sintese de dxido nitrico) n&o alterou de
modo significative a hipotensdo induzida pelo veneno sugerindo que tais
mediadores nac estdo envolvidos nessa resposta hipotensora. A auséncia de
efeito da indometacina sobre a resposta bifésica induzida pelo veneno sugere
que a hipotensdo e hipertensdio ndo sdo decorrentes da formagéo de PGl e
TXA;, respectivamente. Finalmente, a queda na PAM induzida pelo veneno foi
parcialmente inibida pelo blogueador dos canais de potdssio dependentes de
ATP (glibenciamida) indicando que a hipotensdo induzida pelo veneno &
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mediada, pelo menos em parte, da ativagéo de canais de potassio. A resposta
hipertensora induzida peio veneno ndo foi alterada nos animais tratados com
antagonista de receptores AT, de angiotensina Il (Losartan) ou com antagonista
de receptores de endotelina do tipo ETa (FR 139317} indicando que o veneno ndo
estimula o sistema renina angiotensina e nem promove a liberacio de ET-1 no
organismo. Contudo, esse aumento de PAM induzido pelo veneno de Phoneutria
nignventer foi marcadamente reduzidc de modo dose-dependente com
antagonistas de canais de Ca®* do tipo L (verapamil, diltiazem e nifedipina)
sugerindo que essa hipertensao arterial € dependente da ativag&o de canais de
calcio do tipo L. A administrag@o inta-adriica do veneno (50 pg) em coragBes
isolados produziu inotropismo positivo (aumento da PDVE) acompanhado por
discreto cronotropismo positivo (aumento da FC). Na dose de 100 ug, o venenc
produziu inotropismo positivo imediato seguido por blogueio atrio-ventricular
transitorio, bradicardia, aumentc da pressdo diastélica e queda do fluxo
coronarianco. Em coragdes isolados, a infusédo continua de propranolol foi capaz
de proteger os coragles das alteragbes induzidas pelo veneno em ambas as
doses. Entretantn, o tratamento dos coragbes com atropina ndo modificou
significativamente tais alleracOes, exceto, uma discreta protecdo sobre a
bradicardia observada com altas doses do veneno. Isto sugere que nesia
preparacdo in vitro, 0 veneno promove liberacio de noradrenalina e acetilcoling
das terminacGes nervosas simpaticas e parassimpaticas do musculo cardiaco.
Todavia, embora 0 veneno produza a liberacdo desses neurotransmissores in
vifro, concluimos que estes ndo0 s8o os responsavels pela hipotenséo e
hipertenséo observados in vivo em virtude dos resuitados negativos obtidos com

atropina, fenoxibenzamina e propranolol.
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1.1  Consideragdes Gerais

Aproximadamente nove décimos de todos 0s animais que povoam a terra
pertencem ao filo dos Artropodos e séo assim denominados, em virtude do corpo,
extremidades bucais e ambulatdrias serem compostos de diversas pecas que
formam articulos méveis (BUCHERL, 1972; 1980; LUCAS & SILVA JUNIOR
1992). O filo artrépodo compreende as classes Arachnida, Crustéces,
Onycophora e Insecta. A classe dos aracnideos abrange dez ordens sendo que
as mais conhecidas s&o as dos araneideos, scorpiones e acarinas (BUCHERL,
1969; 1980; LUCAS & SILVA JUNIOR, 1992). A ordem dos aranefdeos (ou
aranhas) €& considerada de grande relevancia, pelo elevado numero de
espécimes, pela facil adaptacdo desses animais ao meioc ambiente e,
principaimente, pela letalidade dos venenos de aigumas espécies (BUCHERL,
1972; 1980; LUCAS & SILVA JUNIOR, 1992).

Estima-se que o numero atual de espécimes de aranhas varia em torno
de 35000 a 50.000, distribuidos em aproximadamente 47 familias ¢ 1000
géneros, espalhados nas regides de clima temperado e tropical, onde povoam
sglvas, florestas e campos. Quanto ac habitat, distinguim-se as aranhas
enterradas, domésticas, terricolas, lapidicolas, cavernicolas, dendricolas,
errantes e marinhas, e vivem em teias geométricas ou irreguiares assim como no
interior de residéncias humanas. Por outro lado, existermn as aranhas gue nac
constroem teias e s&c quase sempre errantes, cagadoras e costumam andar
sozinhas. A esse grupo pertencem quase todas as caranguejeiras, as
Phoneutrias, entre outras (BUCHERL, 1980; LUCAS & SiLVA JUNIOR, 1992).

Todas as aranhas sdo carnivoras, preferindo cagar sua presa viva, mata-
la e comé-la em seguida. Em geral, podem devorar tanta comida de uma s0 vez,
quanto o seu proprio peso. Por outro lado, conseguem viver meses (até 1 ano)
sem se alimentarem (BUCHERL, 1972). Aranhas, em geral, pfem ovos em

i
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grandes quantidades, os quais ficam protegidos numa bolsa de fios de seda
chamada ooteca. Algumas aranhas vivemn apenas poucos meses, enquanto
outras atingem até 25 anos (LUCAS & SILVA JUNIOR, 1992).

1.2 Morfologia dos aracnideos

As aranhas apresentaim © COrpo dividido em uma parte anterior, o
cefalotbrax, & uma parte posterior, ¢ abdome, unidos por um tubo estreito
denominado pedicélio. O conjunto & revestido externamente por uma camada
quitinosa formando um verdadeiro exoesgueleto (BUCHERL, 1972; 1980; LUCAS
2 SILVA JUNIOR, 1992). No cefalotérax, articulam-se 4 pares de pernas com 7
segmentos e uma depressdo transversal {(ou longitudinal), chamada fovea
tordcica que ora & circular, ora recurva ou em forma de fenda, Da févea, partem
as estrias torécicas, sendo que geralmente duas estrias bem acentuadas limitam
a regiao cefélica ou cabega (BUCHERL, 1972, 1980). A cabeca compreende 0s
olhos, dois pares de queliceras com um segmento basal e ferrdo inoculador de
veneno, labio, boca e dois pedipalpos com seis segmentos. Nos machos, o ultimo
segmento apresenta um 6rgéo copulador. O abdome nfo segmentado apresenta
formatos variados de sacos, triangulos e estrelas. Na regiéo posterior do abdome
situam-se estigmas pulmonares, até 3 pares de fiandeiras, & nelas estédo as
glandulas que segregam a seda. A produgio da seda destina-se a fabricagdo da
tpia, da ooteca e das teias espermaticas, que 0 macho usa para transferir seu
esperma para os bulbos copuladores (BUCHERL, 1972; LUCAS & SILVA
JUNIOR, 1992).

1.3 Classificacéo e distribuigao

De acordo com a disposi¢éo das queliceras e ferrdes inoculadores
de veneno, as aranhas séo divididas em dois grandes grupos gque

2
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apresentam interesse bioguimico e farmacolégico em virtude da toxicidade da
peconha que segregam (BUCHERL, 1972; 1980 LUCAS & SILVA JUNIOR,
1992):

¢ sobordem Labidognatha (aranhas verdadeiras) - na qual se encontram os
géneras Phoneutria, lLoxosceles e Latrodectus (apresenta ferrbes
perpendiculares ao eixo longitudinal do corpo).

e subordem Orthognatha (aranhas caranguejeiras) - representada
principaimente pelos géneros Gramosiola, Acanthoscuria e Lasiodors
(apresenta os ferrGes paralelos entre si e ao eixo longitudinal do corpo).

As aranhas consideradas de interesse médico, capazes de causar
acidentes graves (Phoneutria, Loxosceles e Latrodectus), totalizam
aproximadamente 20 espécies (LUCAS, 1988: LUCAS & SILVA JUNIOR, 1992).
Para identifica-las, podemos observar as dimensbes e o colorido do corpo, o
numero e a disposicao dos othos @ a regiio onde tais animais habitam (tabela 1).
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Tab. 1. Comparagéo das caracteristicas morfoldgicas dos géneros de
aranhas venenosas no Brasil, de interesse médico.

-Phoneutria.

. Nome 'Pé?!:ilér

Biménsées do corpo

N° de othos 8 (frontal) 8 (2 fileiras)
Habitat L moveis, casas  de
-Fest H_G?és,_ : 561805, zonas rurais
temenas o garagens e e plantagbes
':.bé:idiésf-_.;_ e folhas secas (trigo, linho)
Habitos _riqtu_mé_sr_ | noturnos diurmnos
Teia  n3ofaztela teia irregular teia irregular,
LY revestindo © suspensa
substrato entre a
vegetagao
Comportamento ._.-aﬁ_c.}ress.i#d- : -j'_;. calmo, ataca idem anterior
ST somente
guando
pressionada
contra 0
corpo
Adaptado: LUCAS. 8. & SILVA JUNIOR, Pl - Acidentes por aranhas

(araneismo). In: Schvartsman, S. - Plantas venenosas e animais peconhentos.
2.ed. 880 Paulo, Sarvier, 1992, p.193. 1992).
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No Brasii, as Phoneutrias s&o popularmente conhecidas como aranhas
armadeiras, devido a posicio que assumem guando se sentem ameacadas, pois
apbiam-se nas patas traseiras e erguem as dianteiras procurando picar a vitima
(BUCHERL, 1971, LUCAS, 1988, BUCARETCHI, 1992; LUCAS & SILVA
JUNIOR., 1992). Neste pais, quatro espécies do género Phoneutria foram
descritas, assim distribuidas (LUCAS & SILVA JUNIOR., 1992);

s Phoneutria fera - reQido Amazonica

* Phoneutria nigriventer - Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, S&o
Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sut

* Phoneutria reydi - regidc Amazénica

* Phoneutria keyserlingi - Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, 840

Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul

Em meados dos anos 70, dados relatados pelos Ceniros de Controle de
infoxicagBes (CCl) das diversas regides brasileiras demonstraram que os
acidentes por animais peconhentos represeniam a segunda causa de
atendimento, superada somente pelas intoxicagbes  medicamentosas
(CARDOSO, 1992). Desses acidentes, a especie Phoneutria nigriventer &
seguramente a responsavel pelo maior nimero de acidentes de araneismo
(LUCAS, 1988; BUCARETCHI, 19892). Em 1989, dados do Ministério da Saude
{MS) apontaram que 71 % dos 1.347 acidentes de araneismo no Brasil, ocorrides
nas regides Centro-Oeste e Sul foram atribuidos & Phoneulria nigriventer.
Reforcande essas estatisticas, dados da Secretaria de Esiado de Saude Séo
Paulo {SES-SP, 1893) demonstraram que de 3.226 acidentes registrados por
picadas de aranhas neste Estado, no pericdo de 1988 a 1980, 60.7 % foram
provocados pela aranha Phoneutria nigriventer. Felizmente, ocorreu apenas um
caso de Obito (SES-SP, 1993). De acordo com dados do CCl do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, 516 % dos 647
acidentes notificados no periodo de fevereiro de 1984 a julho de 1988 foram
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causados por essa especie (BUCARETCHI, 1992; 1994). Acredita-se, inclusive,
gue o numero de casos oficialmente notificados pode ser ainda maior, devido a
um elevado numero de casos subnotificados (CARDOSO, 1992; SES-SP, 1983).
Esse elevado numero de vitimas justifica o nome cientifico Phoneutria, o qual
significa “feroz matadora” (BUCHERL, 1980).

1.4 Sintomatologia do envenenamento por Phoneutria
nigriventer

As primeiras observagdes sobre o efeito toxico da pegonha da Phoneutria
migriventer deveram-se a VITAL BRAZIL & VELLARD (1925, 1926), os quais
descreveram as manifestagdes clinicas predominantes do envenenamento. Estas
incluem principaimente sinais locais, acompanhados de dor local intensa, que o
sintoma mais fregilente e normalmente surge imediatamente apds a picada.
Associadas as manifestagfes iocais, podem aparecer alteracbes sistémicas, tais
como sudorese, hipotermia, fasciculagao muscular generalizada, vomitos,
sialorréia, priapismo e distlrbios hemodindmicos caracterizados COmo
taguicardia, arritmias cardiacas, hipertenséo arterial e edema pulmonar agudo,
que raramente evoluem para © dbito (VITAL BRAZIL & VELLARD, 1926;
FLEURY, 1964; SCHENBERG & PEREIRA LIMA, 1971; ALBUQUERQUE, et al,,
1990, BUCARETCHI, 1990, 1992).

15 Efeitos farmacolégicos do veneno de Phoneutria nigriventer

Inicialmente, BARRIO (1955) demonstrou gue © veneno de Phoneutria
nigriventer contém dois polipeptideos capazes de promover blogqueio neuro-

muscular ermn musculo gastrocnémico de rato.

6
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Posteriormente, o Professor C. R. Diniz revelou a existéncia no veneno
da Phoneutria nigriventer de histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) e dois
polipeptideos capazes de contrair fleo isolado de cobaio e Utero de rata (DINIZ,
1963).

Em 1966, SCHENBERG & PEREIRA-LIMA estimaram o peso molecular
do veneno bruto na faixa entre 5,000 a 6,000, além de revelarem que o veneno
poderia conter 14 componentes farmacolégicos ativos, incluindo a histamina e a

5-hidroxitriptamina.

FONTANA & VITAL BRAZIL (1985) demonstraram que O veneno de
Phoneutria nigriventer ativa canais de sodio dependentes de voltagem em
preparacdes de nervo-frénico diafragma de rato. Isto resulta em aumento na
frequéncia dos potenciais de placa terminal em miniatura e descargas repetitivas
de potenciais de agdo acarretando finaimente o blogueic neuromuscuiar.
Reforcando estes achados, CRUZ-HOFLING et al. (1985) observaram que a
injeciio intraneuronal do veneno no nemvo cigtico de camundongos induz a
formagdo de edema no axoplasma nodal e paranodal, associado ao
desenvolvimento de vacuolos no espago periaxonal. Estas alteragtes fisioldgicas
e estruturais sdo resultantes do sumento do influxoc de sodio nos nddulos de
Ranvier, visto que nos animais pré-tratados com tetrodotoxina, tais alteracbes
nao foram encontradas (LOVE & CRUZ-HOFLING, 1986). Complementando
estes resuitados, ENTWISTLE et al. (1982) demonstraram previamente gue o
veneno contém um polipeptidec capaz de evocar potenciais de aglo repetitivos
no nervo crural e contragdes dos masculos esqueléticos de preparacdes

neuromusculares de fémur de gafanhoto.

Ha quase uma década, resultados importantes observados por VITAL-
BRAZIL et al. (1988) séc ainda bastante citados. Nesse trabalho, 0s autores
mostram que, em atrio isolade de cobaia, o veneno ativa canais de sodio
dependentes de voltagem promovendo, dessa forma, efeitos inotropicos e
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cronotropicos negativos e positivos decorrentes da liberagdo de acetiicoling e
noradrenalina das terminacdes nervosas autonbmicas. Tais efeitos foram
potencializados pela neostigmina, abolidos pela atropina e reduzidos peio
hemicolinio. O propranolol e o bretilio bloquearam o aumento da freqiéncia e da
tensdo das contragbes nas auriculas atropinizadas, enquanto a tetrodotoxina
aboliu os efeitos da peconha sobre o inotropismo e cronotropismo. Segundo os
autores, a liberaco de acetilcolina e noradrenalina das terminagbes nervosas
autondmicas pode ser a causa dos distGrbios cardiovasculares (taquicardias e
arritmias} observados apds o envenenamento em seres humanos.

A partir de 1988, foi revelada a existéncia de trés fragbes purificadas do
veneno da Phoneutria nigriventer (PhTx1, PhTx2 e PhTx3), com peso molecular
entre 6,000 e 9,000 (CORDEIRO et al., 1988). Das fragbes isoladas, duas (PhTx1
e PhTx2) causam ativagdo de canais de sddic dependentes de voltagem,
enquanto a fragdo PhTx3 apresenta agéo neurotdxica, porem sem atividade
contratil em ileo isolado de cobaia (CORDEIRO et al., 1988; 1993, DINIZ et al,
1890; REZENDE-JUNIOR et al, 1991). E importante salientar que a toxina
neurotéxica Tx1 foi clonada e os estudos revelaram que a mesma e sintetizada
como uma pré-protoxina (DINIZ et al., 1993). Recentemente, foi demonstrado que
a PhTx2 inibe o fechamento de canais de sodio dependentes de voltagem, sem
causar despolarizacéo significativa da membrana (REZENDE et at., 1991,
ARAUJO et al., 1993). Em células de sinaptosomas corticais de rato, esta mesma
toxina promove rapido aumento do influxo de Ca™, com posterior liberagdo de
glutamato (ROMANO-SILVA et al.,1993).

O veneno de Phoneulria nigriventer contém ainda polipeptideos,
denominados PNV1 & PNV2, capazes de contrair tecidos vasculares isolados de
coelhos (veias cava, mesentérica e jugular e artérias pulmonar e mesentérica) e
promover aumento da permeabilidade vascular na microcirculagdo cutanea de
ratos e coelhos, intdependentes da ativagdo de canais de sodio. Tais
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polipeptidecs sdo bioguimicamente distintos daqueles relatados anteriormente
(ANTUNES et al., 1992, 1993a, MARANGONI, et al., 1993b; BENTO et al., 1983,
1995).

A partir de 1992, ANTUNES et al. demonstraram que O veneno de
Phoneutria nigriventer apresenta propriedades inflamatorias. Tais autores
observaram que a injecéo intradérmica do veneno na pele dorsal de ratos ¢
coelhos promove aumento da permeabilidade vascular independente do
conterido de histamina e 5-HT presentes no veneno (ANTUNES et al., 1992,
MARANGONI et al., 1993a). A semelhanga de outros agentes inflamatdrios
{bradicinina, histamina, fator de ativagao plaquetdria e outros) (PERNOW, 1983),
o aumento da permeabilidade vascular induzido peio veneno & marcadamente
potencializado por vasodilatadores tais como CGRP e PGE; {Antunes et al,
1992).

Em pele de coelhos, observou-se que 0 veneno ativa o sistema de
calicreina tissular levando & formagdo local de cininas (caliding), produzindo
extravasamento plasmatico e, consequentemente, formagéo de edema local
(MARANGONI et al, 1893a). Tais achados foram baseados em resultados
mostrando que & aprotinina (inibidor inespecifico de proteases), mas n&o o SBT!
(inibidor de calicreinas plasméticas), inibe o edemna local induzido pelo veneno.
Além disso, 0 antagonista especifico de receptores B, de bradicinina (Hoe 140)
praticamente abole a atividade edematogénica do veneno, ao passo que O
inibidor de cininase 1l (captopril) potencializa a formagao do edema. Dados
recentes sugerem que, ao contrario do coelho, a formacgdo de edema local em
ratos induzido por esse veneno & parcialmente dependente da ativacdo de
receptores NK; de taguicininas, indicando UM MEcanismo  neurogenico
{(PALFRAMAN et al., 1996). Embora, investigaces continuam sendo realizadas
no sentido de identificar se 0 veneno contém substancias semelhantes &
neurocininas ou se o veneno atua direta ou indiretamente ativando fibras

9
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nervosas sensoriais, promovendo a liberagdo de mediadores vasoativos
responsaveis pelo processo edematogénico (PALFRAMAN et al, 1996).
Curiosamente, recentemente foi isolado e parcialmente seqlienciado um dos
polipeptideos responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular em pele de
coelho (ANTUNES et al, 1993b; BENTO et al., 1995). Esse polipeptideo
apresenta peso molecular aproximado de 14,475, e a seguéncia de seu N-
terminal o distingue de outros peptideos anteriormente descritos.

A ativacdo do sistema de calicreina tissular e a subsequente geragdo de
cininas (provavelmente calidina) e liberagéo de Gxido nitrice (NO), € também o
mecanismo pelo qual o veneno promove relaxamento da musculatura lisa de
corpo cavernoso de coelho (LOPES-MARTINS et al., 1994). Esse mecanismo
proposto & sustentado pelos resultados onde a aprotinina {mas néo o S8BTl e o
inibidor especifico de calicreina tissular (KiZD-6) reduziram marcadamente 0
ofeito relaxante do veneno. Reforcando esses achados, 0 inibidor de cininase i
{captopril) potencializa o efeito relaxante, ao passo que o Hoe 140 o inibe.

£m estudo recente, BUCARETCHI & COLLARES (1996) observaram que
o veneno é capaz de induzir retarde do gsvaziamento gastrico de liquidos em
ratos, de maneira dependente da dose. O pré-tratamento dos animais com
propranolol reduziu parcialmente © efeito da pegonha sobre o esvaziamento
gastrico de liquidos, sugerindo que este efeito nos animais envenenados se
deve, pelo menos em parte, a um aumento da liberacdo de catecolaminas, que
podem inibir as contracdes musculares gastricas por ativagdo de receptores B

adrenérgicos localizados nas células musculares lisas (BURKS, 1987).

As acbes farmacolégicas decorrentes do veneno da aranha Fhoneutria
nigriventer sdo complexas € 0s componentes presentes No veneno continuam
sendo investigados e caracterizados. Embora as manifestagbes clinicas do

envenenamento ja tenham sido largamente descritas, pouco se sabe sobre os
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mecanismos de aclo envolvidos nas diversas respostas farmacoldgicas,
principalmente no que se refere aos distlrbios hemodinamicos, que constituem
provavelmente importante papel no desencadeamento de casos graves e fatais
(BUcherl, 1980; Lucas, 1988; Bucaretchi, 1992). Neste sentido, em vista da
escasser de estudos experimentais sobre a fisiopatologia das alteragbes
cardiovasculares decorrentes do envenenamento por Phoneutria nigriventer, 0s
objetivos deste trabathor foram:

11
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1.6  Objetivos

1 investigar os efeitos pressdricos produzidos pela inje¢éo endovenosa do

veneno da aranha Phoneutria nigriventer em ratos anestesiados;

2 Caracterizar farmacologicamente os receptores e mediadores envolvidos

nas alteraces cardiovasculares induzidas pelo veneno;

3 investigar as agbes do veneno na dinamica cardiaca (pressao
desenvolvida no ventriculo esquerdo, freqiiéncia cardiaca e fluxo coronario) do

coracdo isolado de rato.
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2.1 Monitorizac¢do da presséo arterial média (PAM)

2.1.1 Animais

Neste estudo, foram utilizados ratos machos WISTAR (12 a 15 semanas
de idade, 250-300 gramas), provenientes do Biotéric Central da Universidade
Estadual de Campinas. Os animais foram mantidos em caixas plasticas, no
sistema coletivo, com seis ratos por caixa, sendo estes alimentados com racdo

purina® e agua "ad libitum’.

Os animais foram inicialmente anestesiados com pentobarbital sddico
(Sagatal, 40 mg/kg) pela via intraperitoneal {ip) e, quando necessario, doses de
manutengao foram administradas no decorrer do experimento. Os animais foram
ent@o fixados na mesa cirugica, em decubito dorsal. Em seguida, foi realizada
pequena incisdo fongitudinal na pele {(aproximadamente 2 c¢m) na linha mediana
expondo-se assim a traquéia do animal, na qual foi infroduzido um tubo
endotraqueal a fim de facilitar-lhes a respiracdo. A cardtida direita fol entdo
isolada da giandula tireoide, musculatura paratraqueal e nervo vago. Ambas as
extremidades da cardtida foram clampeadas, isolando-se a porgao distal com fio
de algoddo. Com o auxilic de uma tesoura oftdimica, fez-se pequena inciséo na
parede anterior da cardtida, na qual foi inserido e fixade uma canula heparinizada
{scalp 23). Para medida da PAM, o scalp foi acoplado a um transdutor de pressao
{70186, UGO BAS!LE,. ITALIA) e os sinais da PAM amplificados e registrados em
um poligrafo de dois canais (Gemini 7070, Ugo Basile, ltalia), previamente

acoplado ao transdutor de presséo e calibrado.

A veia femoral esquerda (ou direita) foi canulada para administragéo

endovenosa do veneno e outros agentes em estudo.
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Apbs a cirurgia, aguardou-se um periodo de estabilizacdo da pressaog
arterial de aproximadamente quinze minutos, quando entdo os protocolos foram
iniciados. Considerou-se adequada a PAM basal dos animais em torno de 75 a
115 mmHg. Animais-controle que apresentaram valores basais de PAM acima ou
abaixo desta média foram descartados.

Na maioria dos protocolos experimeniais; a pegonha em estudo e os
agentes-teste foram injetados via endovenosa em bolus de 100 ul, seguidos da
administracdo de 100 ul de salina, para lavagem da cénula. Em outros
protocolos, foram utilizadas as vias oral (vo), intaperitoneal (ip), ou endovenosa
{ev) sob infusdo continua de drogas. Cada protocolo experimental durou em
média de 15 a 120 minutos, guando entdo os animais foram sacrificados,

injetando-se ar na corrente circulatéria.

Os mesmos registros de PAM permitiram também a obtencéo da
freqliéncia cardiaca (FC). Os valores de FC foram representados pela frequéncia

de batimentos cardiacos por minuto.

2.1.2 Protocoios experimentais na monitorizagao da PAM

A tabela 2 resume as principais drogas utlilizadas neste estudo, bem
como as concentragies e vias de administracéo empregadas
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Tab. 2 Drogas utilizadas nos protocolos experimentais efetuados in vivo.

AGENTES MECANISMO DE ACAC DOSEE PRE- CONTROLE
VIA DE TRATAMENTO
ADMINISTRAGAD {min)
Atropina antagonista de  receptor| 10 mg/kg: ip 30 ACh 1 pa/kg
muscarinico
Diltiazem antagonista dos canais dejd40, 80 e 120 10 BAY K 8844 1 pg/kg
calcio do tipo L pgfkg/min; ev NA 1 ugikg
Fenoxibenzamina bloqueador « adrenérgico | 100 mg/kg; ip 30 NA 1 pg/kg
nao-seletive
FR 138317 antagonista de receptor ETa}30 mo/kg; ev 19 ET-1 3 uglkg
de endotelina
Glibenclamida antagonista de canais de|50 mg/kg; ip 30 CKM10 pg/kg;
potassic dependenies de SNP 1 pg/kg
ATP
HOE 140 antagonista de receptor B, | 0.6 mg/kg; ip 30 BK 1 ug/fkg
indometacing inibidor da ciclooxigenase 4 mg/kg; ip 30 -
§-NAME inibidor da sintese de NO 10 mgikg, ev 10 -
Losartan antagonista de receptor ATy | 10 mo/kg, ev 10 Atl 10 ng/kg
Nifedipina antagonista dos canais dej0.3, 10 e 10 30 BAY K 8844
calcio do tipo L ma/lkg: vo 1 ug/kg
NA 1 Hg/kg
Propranciol blogueador § adrenérgico
nao-selativo
SR 140333 antagonista de receptor NK;{0.5 mg/kg; ev 10 substancia P
1de taquicininas 1 porkg
Yerapamil {antagonista de canais de{10, 30 e 100 10 BAY K B644
calcio do tipo L. wg/kgimin; ev 1 glkg
NA 1 pgfkg
WER 2088 antagonista de receptor dej20 mg/gk; ev 10 PAF 0,25 ug/kg

PAF
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2.4.3 Contagem de hematocrito

Foram empregados 10 animais, anestesiados com Sagatal® (40 mg/kg,
ip} divididos em dois grupos, com cinco animais cada, O primeiro grupo recebeu
solucdo salina (100 ul) e o segundo grupo recebeu o veneno de Phoneutria
nigriventer {0,3 mg/kg; ev).

A contagem dos valores de hematocritos foi efetuada pelo metodo
convencional, utilizando-se amostras de sangue venoso (50 ul) coletadas através
de uma das veias caudais nos intervalos de 20 e 120 minutos apés a injecéo da
solugdo salina ou veneno. As amosiras sanguineas foram centrifugadas (5.000
r.p.m., durante 5 minutos) e 0s resultados comparados entre si.

2.1.4 Avaliagdo de edema pulmonar

0Os mesmos animais empregados na contagem do hematdcrito foram
sacrificados e os pulmdes cuidadosamente retirados. Os puimbes foram entdo
imersos em solucdo de Krebs e enxugados em papéis absorventes. Em seguida,
estes foram pesados (peso umido) e colocados na estufa durante 24 horas para
obtencdoe do peso seco. A razdo entre o peso seco /peso Umido forneceu o indice
para determinagdo do edema puimonar ({ZUM} & BAKHLE, 1889).

2.1.5 Observagdo dos sinais do envenenamento

As manifestactes de envenenamento por Phoneutria nigriventer, tais
como dispnéia, sialorréia, diurese, defecag@o, secrec@o nasal, straub
(levantamento de cauda), priapismo, piloereggo, fasciculagao muscular,
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contratura do trem posterior, cianose e morte foram avaliados nos intervalos de 1,
5, 15, 30, 45, 60 e 80 minutos apés a injecéo de 0,1, 0,3 ou 0,6 mg/kg do veneno:

2.2 Coracdo isolado de rato pelo método de Langendorff

QO principio deste método consiste em perfundir o coracdo através de um
sistema de pressio de perfusdo, conectado a uma canula inserida na aoria (fig.
1; DORING & DEHNERT, 1988).

A perfus@o refrégrada resulta no fechamento da valva adrtica
{semelhante ao coragdo in vivo duranie a didsiole) e o liquide de perfusdo é
deslocado através das artérins coronarianas. Apos passar pelo sistema
coronariang, o fluido de perfus&o sai pelo sinus coronariano e atrio direito. As
cavidades cardiacas permanecem vazias durante o experimento. Neste sistema,
a pressédo de perfusdo adequada para ratos varia de 60 a 70 mmHg e a
fregléncia cardiaca ndo deve ser inferior a 200 bat/minuto. Para evitar o
surgimento de tromboses nas artérias coronarianas durante a retirada do
coragdo, 0s animais sdo tratados previamente com heparina (500 U/100 gramas
de peso corpdreo, ip) aiguns minutos antes da toracotomia (DORING &
DEHNERT, 1988).

Para perfusdo do coracdo isolado nestes experimentos, foi utilizada a
solucao de Krebs-Henseleit (K-H) com a seguinte composi¢cdo em {mM). NaCl
188, NaHCO, 25, Glicose 11,1, KCI 4,7, KH,PO, 1,2, MgS04.7H0 1,17 e
CaCl,8H,0 2.5 continuamente aerada com 0, : C0; (95:5 %).
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2.2.1 Procedimentos cirargicos

Ratos Wistar, machos (250~ 300 g) foram anestesiados com Sagatal® (50
mg/kg, ip) e fixados em mesa cirurgica. Cinco minutos apds a injecdo
intraperitoneal de heparina, os animais foram submetidos a uma toracotomia
bilateral, os coracBes rapidamente removidcs com aproximadamente 1 ¢m de
aorta, montados no sistema de perfusao Langendorff através da aorta e fixados
com fio de algodao (fig. 1). O liquido de perfusao introduzido na aorta foi mantido
sob pressdo constante de 65 mmHMg. Em seguida, foi realizada pequena inciséo
no atrio esquerdo, pela qual uma canula (PE 160, NY., EUA) com o bal&o de latex
foi introduzida, cruzando o orificio mitral até atingir o ventriculo esquerdo (fig. 2).
A canula foi entdo acoplada ao transdutor de presséo (7016, Ugo Basile, Halia) e
0s registros de presséo no ventriculo esguerde (PDVE) e FC foram amplificados
em um poligrafo de dois canais (Gemini 7070, Ugo Basile, Italia).

A pressdo diastdlica inicial foi estabelecida em 0 mmHg e, atraves do
baldo de latex inserido dentro da cavidade do ventriculo esquerdo, fol possivel
avaliar a PDVE e FC do coragéo isolado de rato (fig. 2). O fluxoe coronariano (F.
Cor.) foi medido coletando-se o efluente coronariano em intervalos de tempo
reguiares. Tais parémetros cardiacos (PDVE, FC e F.Cor.) foram avaliados antes
da injecdo (tempo 0) & nos intervalos 0.25, 1, 5 e 10 minutos apds a inje¢do do
veneno e agonistas (acetilcolina 20 ug e noradrenalina 0,1 pg). Estes agentes
foram injetados em bolus diretamente na canula (5 mm proximo & aorta),
enquanto 0s antagonistas (atropina 1 UM e propranciol 3 uM) foram dijuidos na

solucdo de perfusdo Krebs-Henseleit.
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Fig. 1 Esquema de perfusdo de coragdo sob pressdo constante pelo
método de Langendorff

50 ey
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Fig.2 Esquema do coracdo isolado de rato com o balao inserido na
cavidade ventricular

Canula
Adrtica

Haldo no
V.E.

Adaptado:  DORING & DEHNERT. The isolated perfused heart. Germany,
Biomesstechnik-Verlag, 1988.
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2.2.2 Protocolos experimentais in vitro

Os protocolos experimentais incluiram grupos de animais-controle e pré-
tratados. Nos grupos-controle, os coragdes foram perfundidos com a solugéo
Krebs-Henseleit e injetados com salina {100 ul), acetilcoling (20 ug) ou
noradrenalina (0,1 ugj. Nos grupos pré-tratados, os coragdes foram perfundidos
com solugéo Krebs-Henseleit contendo atropina (1 uM) ou propranolol (3 uM). Os
coragdes pré-tratados foram perfundidos continuamente por aproximadamente 15
minutos antes de se administrarem o veneno (50 ou 100 ug) ou agonistas
{acetiicolina ou ndradrenalina). 0O volume injetado dos agonistas ou veneno foi

sempre de 100 ul

2.3 Veneno

0 veneno empregado neste estudo foi obtido da Secdo de Artrdpodos
Peconhentos do Institute Butantd, Sao Paulo. O material foi colhido por
estimulacao eiétrica no cefalotdrax dos aracnidecs, de acordo com a iécnica
descrita por BUCHERL (1953, 1956). O veneno liofilizado recebido do Instituto
Butanta, fol armazenado em frascos hermeticamenie fechados, a uma

temperatura de 2 °C.

2.4 Didlise do veneno de Phoneutria nigriventer

Sabendo que o veneng de Phoneutria nigriventer contem pequenas
quantidades de histamina (0,06 a 1.0 %) e 5-HT (0,03 a 0,25 %) (FISHER & BOHN,
1857: WELSH & BATTY, 1963; DINIZ, 1963; SCHENBERG & PEREIRA-LIMA,
1971), substancias estas capazes de interferir nas respostas presséricas do nesso
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estudo, passamos a utilizar o veneno dialisado (ANTUNES et al., 1992) tanto no
estudo in vivo quanto in vitro.

Aliquotas de 10 mi da solug&o do veneno de Phoneutria nigriventer (2 mg/mb)
foram dissolvidas em solugéo salina e colocadas em sacos de didlise (Philip Harris
Scientific, EUA) com exclusdo molecular de 12,000 a 14,000. A seguir, a didlise foi
realizada contra dois iitros de solugdo salina (0.9 %) por um periodo de 48 horas, a
4-6 °C. Durante esse periodo, a solugcdo salina foi substituida cinco vezes. A
remocao eficiente (> 9.9 %) de histamina ¢ 5-HT foi confirmada nos ensaios
biplogicos utilizando-se segmentos de artéria mesentérica de coelho, gquando
comparada com uma amostra do veneno retirado antes da didlise (Antunes et al.,
1992}
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2.5  Procedéncia das drogas empregadas neste estudo

Substancia

Procedéncia

Aceticoling

Angiotensina 1}

Alropina

Bay k 8644

Bradicinina

Cromacalina

Diltiazem

Endotelina-1

Fator de ativacdo plaquetaria
Fenoxibenzamina

FR 139317

Glibenciamida

Heparing

Hoe 140

Indometacina

isoproterenct

Losartan

N“-nitro-L-arginine methyi ester
Nifedipina

Nitroprussiato de sédio
Noradrenalina

Pentobarbital sédico {Sagatal®™)
Propranolo!

Sais pftampé&o Krebs

SR 140333

Substancia P

Verapamil

WEB 2086

Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Sigma Chemical Co. (8t Louis, EUA)
Bayer (Alemanha)

Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Peptide Institute inc. (Osaka, Japao)
Beecham (Bubendorf, Suica)

Smith Kline & French (Inglaterra)
Abbot L.aboratories (lilinois, EUA)
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Roche {880 Paulo, Brasii)

Pharma Synthesis (Hoechst AG)
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Merck (EUA)

Sigma Chemical Co. (8t Louis, EUA)
Bayer do Brasil (580 Paulo)

Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
May Baker {(Dagenhan, Reino Unido)
Sigma Chemicai Co. (St Louis, EUA)
B.D.H Chemical (Inglaterra)

Sanofi (Montpellier, Franga)

Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA)
Smith Kline & French (Inglaterra)
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Solugdes-estoque (0,1 %) de nifedipina e Bay k 8544 foram dissolvidas
em 40 % de etanol, enquanto as solugdes de FR 139317 e glibenclamida foram
dissolvidas em NaOH 1 N e 0.2 M, respectivamente, e o pH corrigido para 7.4. A
solugdo de cromacalina (0,1 %) foi dissolvida em 10 % de dimetil suifdxido
(DMSQ). Indometacina (0,4 %) foi dissolvida em NaHCO5 {5 %).

O veneno de Fhoneutria nigriventer (2 mg/iml) e os reagentes acima foram
estocadas em amostras concentradas & mantidas em freezer e entdo diluidos

com solucdo salina 0.9 %, previamente a administragcdo nos animais.

2.8  Analise estatistica

Os resultados est8o apresentados como meédia i erro-padrdo das
médias. Para comparacdes multiplas de variaveis independentss foi utilizada a
analise de variancia “one way' (ANOVA) efetuadas pelos testes de Duncan e o
teste “t" de Student ndo pareado (Software True Epistat, Epistat Services, 1991).
Na analise de dados entre ¢ mesmo grupo foi utiizada a analise de variancia
“one way' (ANOVA) efetuada pelos teste de Bonferroni com muitiplas
comparactes e o teste “t" de Student pareado (Software US. O4a Graphpad
instat, 1890). Valores de P<0,05 foram considerados significatives, assinalando-

se com os seguintes simbolos (*, **, =+ ¥ ¥ ##)



3 RESULTADOS
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3.1 Efeitos do veneno in vivo

3.1.1 Efeito do veneno de Phoneutria nigriventer sobre a PAM e FC

A figura 3 llustra os efeitos da administracdo endovenosa de diferentes
doses do veneno de Phoneutria nigriventer sobre a PAM. Observamos que baixas
doses do veneno (0,1 mg/kg) produziram hipotensdo (43 + 7 mmHg; n=7) répida
(2-4 min) e reversivel. Doses maiores (0,3 mglkg) produziram uma resposta
bifasica caracterizada por rapida (1-3 min) hipotens@c (33 + 2 mmHg, n=5)
seguida por uma prolongada (40-60 min) hipertensdo (42 + 5 mmHg). A
hipertenséo fol sempre acompanhada por um discreto, porém significativo
{(p=<0.05) aumento da freqiéncia cardigea (fig. 4). A resposia maxima observada
nesta ultima fase foi atingida entre 5 e 10 minutos. Uma segunda administracao
de 0,3 mg/kg do veneno no animal resultava em aproximadamente 890 % de
morte. Na concentracdo de 06 mg/kg observamos um padrdo bifdsico

semeihante a resposta anterior; porém mais intenso e dessincronizados, onde 75

% dos animais evoluiram para a morie {n=20).
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Fig.3 Alteragbes da pressido arterial média (PAM) induzidas pela administragio
endovenosa do veneno de Phoneutria nigriventer. A: 0,1 mg/kg. B: 0,3 mg/kg. C: 0.6

mg/kg.
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Fig.4 Efeito do veneno de Phoneutria nigriventer sobre a freqiiéncia cardiaca
(FC; batimentos/minuto). A freqiéncia cardiaca foi avaliada antes (barra vermelha,
tempo 0) e 10 minutos (barra amarela) apés administragdo endovenosa do veneno (0,3
mg/kg). Os resultados estdo expressos como médias + EPM (n= 10). *P<0,05, em
relacdo ao valor basal (tempo 0).
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3.1.2 Envolvimento do sistema nervoso autdonomo

A acetilcolina (1 pg/kg) e o veneno (0,3 mg/kg) causaram hipotenséo
rapida de curta duragéo (61 + 6 e 40 + 8 mmHg, respectivamente, n=5). O pré-
tratamento dos animais com o antagonista de receptores muscarinicos, atropina
(10 mg/kg, ip; 30 min; n=5), inibiu significativamente a hipotenséo induzida pela
acetilcolina sem, contudo, afetar de maneira significativa a resposta hipotensora
induzida pelo veneno (fig. 5a). A hipertens&o induzida pelo veneno também nao
foi modificada pela atropina. Nesta concentracdo, a atropina ndo alterou de

maneira significativa a PAM basal dos animais (tab. 4).

A injecéo endovenosa do isoproterenol (10 ng/kg) e veneno (0,3 mg/kg)
induziu rapida hipotensao (39 + 4 mrrnHg e 33 + 5 mmHg, respectivamente; n=5).
O pré-tratamento dos animais com o bloqueador B-adrenérgico nao seletivo,
propranolol (100 mg/kg. ip; 30 min; n=5), reduziu marcadamente a hipotenséo
induzida pelo isoproterenol. Entretanto, o propranolol n&do modificou de modo
significativo a hipotensdo e hipertensdo induzida pelo veneno de Phoneutria
nigriventer (fig. 5b). A PAM basal dos animais tratados também nao foi

significativamente alterada pelo tratamento com o propranolol (tab. 4).

A injecdo endovenosa de noradrenalina (1 pg/kg) produziu répida
hipertensao (53 + 5 mmHg; n=5) enquanto o veneno (0,3 mg/kg) induziu resposta
hipotensora breve (30 + 4 mmHg; n=5) e hipertensora (49 + 9 mmHg; n=5) de
longa duragcdo (45 min). O pré-tratamento de animais com o bloqueador o-
adrenérgico nao seletivo, fenoxibenzamina (100 mg/kg, ip; 30 min; n=5), foi capaz
de reduzir significativamente (p<0,01) a hipertens&o induzida pela noradrenalina
sem, contudo, afetar as alteracées de PAM induzida pelo veneno (fig. 5c). Na
dose utilizada, a fenoxibenzamina reduziu significativamente (p<0,05) a PAM

basal dos animais tratados (tab. 4).

27



Resultados/ 28

A

=
T

£
E

g

<]

ACh VENENO
(1 poikg) {0,3 mg/kg)
B

=]

T

£

E

g

<]

(10 ng/kg) (0,3 mg/kg)

)

T

£

E

g

<

NA VENENO
-70 (1ug/kg) {0,3 mglkg)

Fig. 5 Efeitos da atropina, propranolol e fenoxibenzamina sobre as alteracdes de
PAM induzidas pelo veneno de Phoneutria nigriventer. As barras vermelhas
representam os animais-controle que receberam salina (100 pl; ip) e as barras listradas
representam os animais pré-tratados com atropina 10 mg/kg (A), propranolol 100 mg/kg
(B) ou fenoxibenzamina 100 mg/kg (C), injetados via ip 30 minutos antes da
administracdo endovenosa do veneno (0,3 mg/kg). Os resultados estdo expressos
como médias + EPM (n=5). **p<0,01, em relacdo aos grupos-controle.
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A figura (6) ilustra a resposta do veneno em animais pré-tratados com
uma mistura de atropina, propranolol e fenoxibenzamina, nas mesmas doses
usadas anteriormente. Esta mistura de antagonistas foi capaz de reduzir
significativamente a PAM basal dos animais (tab. 4). Da mesma forma, a
hipotensdo induzida pela acetilcolina e isoproterenol, assim como a hipertensdo
induzida pela noradrenalina, foi marcadamente reduzida (p<0,01) nos animais
pré-tratados (fig. 6). Entretanto, tal tratamento n&o alterou de modo significativo a

resposta bifasica induzida pelo veneno.

200
A
< 160
E
£ 120
=
o 80
40
200- g

PAM (mmHg)
8

80
40 -
ACh ISO NA VENENO
1 nglkg 10 ng/kg 1 ng/kg 0,3 mg/kg
Fig. 6 Tragado experimental da auséncia de efeito da atropina, fenoxibenzamina e

propranolol sobre as alteragbes da pressdo arterial média (PAM) induzidas pelo
veneno de Phoneutria nigriventer. Os tracados ilustram as respostas pressoricas
induzidas pela acetilcolina (ACh), isoproterenol (ISO), noradrenalina (NA) e veneno de
Phoneutria nignventer (0,3 mg/kg) em animal-controle (recebeu salina 100 pl; painel A) e
tratado via ip (painel B) com a mistura de atropina (10 mg/kg), fenoxibenzamina (100
mg/kg) e propranolol (100 mg/kg) meia hora antes.
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3.1.3 Efeito da indometacina (inibidor da ciclooxigenase)

A resposta bifasica caracterizada por hipotensdo e hipertensao induzidas
pelo veneno de Phoneutria nigriventer (0,3 mg/kg) ndo foi afetada quando os
animais foram pre-tratados com a indometacina (4 mg/kg, ip; 30 min: n=5) (fig.
7a). Nesta concentragdo, a indometacina n&o afetou significativamente a PAM

basal dos animais pré-tratados (tab. 4).

3.1.4 Envolvimento de receptores B, de bradicinina

A administragdo endovenosa de bradicinina (1 ug/kg) causou hipotensao
rapida (22 + 4 mmHg), que foi marcadamente reduzida (p<0,001) quando os
animais foram pré-tratados com o antagonista dos receptores B, de bradicinina,
Hoe 140 (0,6 mg/kg, ip; 5). Entretanto, nesta mesma dose, o Hoe 140 nao foi
capaz de modificar as alteragdes de PAM induzidas pelo veneno (fig. 7b; n=5). A
PAM basal n&o foi significativamente alterada pelo tratamento com o Hoe 140
(tab. 4).

3.1.5 Envolvimento do fator de ativagao plaquetaria (PAF)

A administracdo endovenosa do PAF (0,25 pg/kg) produziu rapida
hipotensao (38 + 7 fang; n=5), a qual foi abolida no grupo de animais pré-
tratados com o antagonista de receptores de PAF, WEB 2086 (20 mg/kg, ev;
n=5). Entretanto, as alteracbes de PAM induzidas pelo veneno n&o foram
significativamente alteradas pelo tratamento com o WEB 2086 (fig. 7c; n=5). Da
mesma forma, o valor da PAM basal também nao foi significativamente

modificado pelo antagonista de PAF (tab. 4).
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Fig. 7 AcoOes da indometacina, HOE 140 e WEB 2086 sobre as alteragdes de PAM
induzida pelo veneno de Phoneutria nigriventer (0,3 mg/kg). As bamras vermelhas
representam grupos controle que receberam salina (100 pl). As barras azuis
representam grupos de animais pré-tratados com indometacina (4 mg/kg, ip, 30 min;
painel A), Hoe 140 (0,6 mg/kg, ip, 30 min; painel B) e WEB 2086 (20 mg/kg, ev, 10 min,
painel C). Os resultados estdo expressos como médias + EPM (n=5). ***p<0,001 em
relacdo aos grupos-controle.
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3.1.6 Envolvimento de taquicininas

No grupo-controle, a injegdo endovenosa de substancia P (1 pglkg)
causou hipotens&o rapida (29 + 2 mmHg; 6), enquanto no grupo pré-tratado com
0 antagonista dos receptores NK;, SR 140333, (0,5 mg/kg, ev) esta hipotensao
nao foi observada (p<0,001). Entretanto, nos animais pré-tratados com o SR
140333 nao observamos alteragGes significativas da hipotenséo e hipertenséo
induzidas pelo veneno de Phoneutria nigriventer (fig. 8a; n=6). Também n&o
observamos alteragdes significantes sobre a PAM basal dos animais pré-tratados
com o SR 140333 (tab. 4).

3.1.7 Envolvimento do éxido nitrico (NO)

A inibigdo da sintese de NO pelo N“-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME,
10 mg/kg, ev; 10 min) causou um aumento sustentado na PAM (25 + 4,5 %; n=5),

mostrando a eficacia do tratamento empregado (tab. 4); porém a resposta

bifasica induzida pelo o veneno néo foi alterada nos animais pré-tratados com o

L-NAME (fig. 8b).
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Fig. 8 Auséncia de efeito do SR 140333 e N”-nitro-L-arginina metil éster sobre as
alteragdes da PAM induzidas pelo veneno de Phoneutria nigriventer (0,3 mg/kg). A:
as barras vermelhas representam grupos-controle que receberam salina (100 ul, ev; 10
min); as barras verdes representam o grupo de animais tratados com SR 140333 (0,5
mg/kg, ev). B: ilustra o efeito endovenoso do veneno (0,3 mg/kg) nos animais controle
que receberam salina (100 pl, ev; 10 min) representados pelas barras vermelhas e os

animais tratados (L-NAME, 10 mg/kg, ev; 10 min) representados pelas barras verdes.
Os resultados estdo expressos como médias + EPM (n=5-6). ***p<0.001 em relagéo aos

grupos-controle.
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3.1.8 Envolvimento da angiotensina Il (All)

No grupo-controle, a injecdo endovenosa de All (10 ng/kg) induziu
aumento rapido na PAM (50 + 3 mmHg; n=5). Nos animais que receberam o
antagonista de receptores AT, de All, losartan (10 mg/kg;ev; 10 min), esta
resposta hipertensora foi significativamente reduzida (p<0,01), enquanto aquela
induzida pelo veneno néo foi significativamente alterada (fig. 9a; n=5). Nesta
dose, o losartan reduziu significativamente a hipotensao induzida pelo veneno.
Entretanto, a PAM basal do grupo pré-tratado néo foi diferente daquela do grupo-

controle (tab. 4).

3.1.9 Envolvimento de endotelina

A injecao endovenosa em bolus de ET-1 (3 pg/kg) promoveu breve
hipotensao (37 + 6 mimHg, n=7) seguida por prolongada hipertensao (25 + 2
mmHg). O tratamento prévio de animais com o antagonista de receptores ETa de
endotelina, FR 139317 (30 mg/kg; ev, 10 min), n&o afetou a hipotensao induzida
pela ET-1, mas reduziu significativamente a hipertensdo causada por este
peptideo (fig. 9b). Nesta dose, o FR 139317 nao apresentou efeito significante
sobre a resposta bifasica induzida pelo veneno (fig. 9b; n=7). Este tratamento
também nao foi capaz de alterar de forma significante a PAM basal dos animais

pré-tratados, em relac&o aos animais-controle (tab. 4).
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Fig. 9 Efeito do losartan e FR 139317 sobre as alteragées da PAM induzidas pelo
veneno de Phoneutria nigriventer (0,3 mg/kg). As barras vermelhas representam o
grupo de animais-controle que foram tratados com salina em ambos os gréaficos (100 pl,
ev; 10 min); as barras azuis representam o grupo de animais pré-tratados com o
losartan (10 mg/kg, ev, 10 min; painel A) ou FR 139317 (30 mg/kg, ev, 10 min; painel
B). Os resultados estdo expressos como médias =+ EPM (n=7). *p<0.05 e **p<0.01,
quando comparados aos grupos-controle.



Resultados/

3.1.10 Envolvimento de canais de potassio

A figura 10 ilustra as alteragées na PAM induzidas pelo veneno (0,3
mg/kg) em animais-controle (n=6) e animais que receberam tratamento
intraperitoneal com glibenclamida (50 mg/kg; 30 min; n=11). O efeito hipotensor
induzido pelo veneno foi significativamente reduzido nos animais pré-tratados
com glibenclamida (n=11, p<0.05), ao passo que a resposta hipertensora néo
apresentou alteragdo significante (fig. 10). Esta mesma dose de glibenclamida
ndo alterou a PAM basal significativamente (tab. 4; n=6-11), mas reduziu de
modo significativo a hipotens&o observada com o agonista de canais de potéssio,
cromacalina (10 pg/kg;, n=6). Como era de se esperar, este tratamento ndo
apresentou qualquer efeito sobre a hipotensédo induzida pelo nitroprussiato de

sodio (1 pg/kg; fig.10; n=6).
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Fig. 10 Efeito da glibenclamida sobre a hipotensao induzida pelo veneno de
Phoneutria nigriventer (0,3 mg/kg). As barras vermelhas representam o grupo
de animais-controle que recebeu salina (100 ul, ip; 30 min); as barras
quadriculares representam o grupo de animais pré-tratados com glibenclamida
(50 mg/kg, ip, 30 min). A cromacalina (CKM), veneno e nitroprussiato de sédio
(SNP) foram administrados em bolus apds o tratamento dos animais. Os
resultados estdo expressos como medias + EPM (n=6-11). *p<0,05 e **p<0,01,
em relagao aos valores dos grupos-controle.
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3.1.11 Envolvimento de canais de calcio do tipo-L

A injecéo endovenosa em bolus do ativador de canais de célcio, BAY K
8644 (1 ug/kg), produziu potente aumento na PAM, o qual foi significativamente
reduzido nos animais que receberam infusdo continua de verapamil (10, 30 e 100
ug/kg/min; n=5; fig. 11a) ou diltiazem (40, 80, 120 ug/kg/min; n=5; fig 11b). O pré-
tratamento oral dos animais com nifedipina (0,3, 1,0 e 10 mg/kg, 30 min; n=5)
também reduziu significativamente o aumento da PAM induzido pelo BAY K 8644
(fig. 11¢).

De acordo com a figura 11 o verapamil (n=5), o diltiazem (n=5) e a
nifedipina (n=5) foram capazes de reduzir de modo dependente da dose, a
hipertensao induzida pelo veneno de Phoneutria nigriventer. Da mesma forma,
estes tratamentos foram capazes de reduzir parcialmente (p<0.05) a resposta
hipotensora induzida pelo veneno, somente nos animais que receberam as doses
mais elevadas de verapamil (100 pg/kg/min; n=5), diltiazem (120 pg/kg/min; n=5)
e nifedipina (1,0 e 10 mg/kg; n=5). A figura 12 ilustra um tragado experimental
dos efeitos do verapamil sobre as alteracdes de PAM induzidas pelo veneno de

Phoneutria nigriventer.

A resposta hipertensora maxima observada nos primeiros 10 minutos
apds a administragéo endovenosa do veneno foi prontamente revertida quando o
verapamil (30 pg/kg/min) ou diltiazem (120 pg/kg/min) foram infundidos oito

minutos apos instalada a hipertensdo induzida pelo veneno (fig. 13a,b,c; n=5).

A infusdo endovenosa de verapamil (30 pg/kg/min) e diltiazem (120
ug/kg/min) bem como a administragéo oral de nifedipina (10 mg/kg) também n&o
afetaram a resposta hipertensora induzida pela administragcédo endovenosa de

noradrenalina (1 pg/kg; n=3) (fig. 14).
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O aumento da frequéncia cardiaca induzido pela administracdo
endovenosa de veneno (0,3 mg/kg) assim como os disturbios autondémicos
(sialorréia, defecagdo e fasciculagdo muscular) ndo foram observados nos
animais pré-tratados com verapamil, diltiazem ou nifedipina. Nesses animais, ndo

observamos 6bito, mesmo com uma segunda administrac&o do veneno.

A PAM dos animais tratados com estes antagonistas foram alteradas de
modo significativo nos grupos de animais que receberam infusdo continua de
doses elevadas de verapamil (100 pg/kg/min; n=5) e nifedipina (10 mg/kg; 5) (tab.
4).
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Fig. 11 Efeito do verapamil, diltiazem e nifedipina sobre as alteragées de PAM
induzidas peloc veneno de Phoneutria nigriventer (0,3 mg/kg). Os animais-controle
estdo representados pelas barras vermelhas; os animais pré-tratados estio
representados pelas barras réseas nos trés graficos. O verapamil (painel A) foi
infundido nas doses de 10 (barras diagonais), 30 (barras quadriculares) e 100 (barras
verticais) pg/kg/min. O diltiazem (painel B) foi infundido nas doses de 40 (diagonais), 80
(quadriculares) e 120 (verticais) pg/kg/min. A nifedipina (painel C) foi previamente (30
min) administrada por via oral nas doses de 0,3 (diagonais), 1,0 (quadriculares) e 10
(verticais) mg/kg. BAY K 8644 e o veneno injetados em bolus ev ap6s 15 minde infusdo.
Os resultados estdo expressos como médias + EPM. *p<0,05 e **p<0,01, ***p<0,001
(n=5) em relagao aos seus respectivos controles.
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Fig. 12 Tragado representativo do efeito supressor do verapamil sobre as
alteractées de PAM induzidas pelo veneno de Phoneutria nigriventer. A: ilustra o
efeito do veneno e do agonista de canais de calcio BAY K 8644 sobre a PAM de animal-
controle (salina, 1.5 ml/h). B: ilustra a inibicao de efeitos do veneno e BAY K 8644 no

animal que recebeu infusdo continua de verapamil.
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Fig. 13 Tragado experimental mostrando a reversdo causada pelo diltiazem e
verapamil sobre a hipertensio induzida pelo veneno de Phoneutria nigriventer. A:
animal-controle infundido com salina (1,5 mi/h); B: animal infundido com diltiazem (120
pg/kg/min) 8 minutos apds a instalagdo da hipertensdo. C: animal infundido com
verapamil (30 pg/kg/min) 8 minutos apés a instalagao da hipertenséo.
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Fig. 14 Auséncia de efeitos do verapamil, diltiazem e nifedipina sobre o aumento
de PAM induzido pela noradrenalina em ratos anestesiados. A noradrenalina (1
pg/kg;ev) foi injetada quinze minutos apos iniciado a infusdo continua de salina (1,5
mi/h), verapamil (30 ug/kg/min) ou diltiazem (120 pg/kg/min) e 30 minutos apos
administracdo oral de nifedipina (10 mg/kg). A barra azul representa os animais-
confrole, vermelha representa os animais pré-tratados com verapamil, verde representa
animais pré-tratados com diltiazem e amarela representa os animais pré-tratados via
oral com nifedipina. Os resultados estdo expressos como médias + EPM. (n=3).
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3.12 Contagem de hematdcrito

Em intervalos de 20 e 120 minutos apds a administragdo do veneno de
Phoneutria nigriventer (0,3 mg/kg; n=5), ndo foram observadas alteracdes
significativas nos valores do hematécrito em relagdo aos animais-controle que
receberam 100 salina (fig. 15; n=5).

3.13 Edema pulmonar

A razao entre peso seco/peso Umido dos pulmdes (n=5) apés a injegdo
do veneno de Phoneutria nigriventer em intervalos de 20 e 120 minutos &
mostrada na figura 16. A proporgéo de peso umido/seco dos pulmdes de animais
que receberam 0,3 mg/kg de veneno ndo foi significativamente diferente dos

animais-controle que receberam 100 pl de salina endovenosamente.
3.14  Efeitos do envenamento por Phoneutria nigriventer

A frequéncia dos sinais de envenenamento por Phoneutria nigriventer em
ratos anestesiados sdo mostrados na tabela 5 (n=6-20). Na dose de 0,1 mgkg,
observou-se apenas dispnéia nos primeiros 5 minutos apds a inje¢éo do veneno
(n=7). A dose de 0,3 mg/kg produziu efeitos, tais como dispnéia, cianose,
defecacgéo, diurese, fésciculagéo muscular generalizada, sialorréia e morte em 1
animal (16 %, n=6). Altas doses do veneno (0,6 mg/kg) promoveu potencializacéo
dos efeitos citados com a dose anterior. Entretanto, observou-se maior indice de

obitos em menor espago de tempo (75 %; n=20).
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Fig. 15 Efeito do veneno de Phoneutria nigriventer sobre os valores de
hematécrito. A determinagdo dos valores de hematécrito foi realizada nos intervalos de
20 e 120 minutos apds a injecdo do veneno (0,3 mg/kg). As barras amarelas
representam os grupos-controle (salina, 100 pl); as barras vermelhas representam os
grupos que receberam o veneno. Os resultados estdo expressos como médias + EPM.
(n=5).
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Fig. 16 Auséncia de edema pulmonar apds administracdo endovenosa do veneno
de Phoneutria nigriventer. As barras amarelas representam o grupo-controle que
recebeu 100 ul de salina; baras vermelhas representam o grupo que recebeu 0.3
mg/kg do veneno. Os resultados estdo expressos como médias + EPM. (n=5).
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Tab.4 Valores basais da PAM de animais-controle e pré-tratados com as

drogas utilizadas in vivo. Os resultados estdo expressos como médias + EPM.

*p<0.05 em relagéo ao respectivo controle. O parentese ( ) representa o nimero de

animais utilizados.

VALORES BASAIS DE PAM (mmHg)

GRUPOS CONTROLE TRATADO (p)
Atropina (10 mg/kg, ip) 103 £ 7 (5) 83+ 5(5) ns
Diltiazem (120 pg/kg/min) 106 + 3 (5) 89 + 4 (5) ns
Fenoxibenzamina (100 mg/kg, ip) 114 + 2 (5) 78 + 2* (5) *p<0.05
Glibenclamida (50 mg/kg, ip) 105 + 6 (6) 102 + 4 (11) ns
FR 139317 (30 mg/kg, ev) 95+ 7 (7) 93 + 8 (7) ns
Hoe 140 (0.6 mg/kg, ev) 114 + 3 (5) 102 + 8 (5) ns
Indometacina (4 mg/kg, ip) 112 + 7 (5) 102 + 7 (5) ns
L-Name 105 + 1(5) 132 + 5 (5) *p<0.05
Losartan (10 mg/kg, ev) 86 + 2 (5) 85 + 4 (5) ns
Mistura (Propranolol, atropina, 100 + 4 (5) 69 + 4* (5) *p<0.05
FBZ; ip)

Nifedipina (10 mg/kg, vo) 88 + 7 (5) 65 + 4* (5) *p<0.05
Propranolol (100 mg/kg, ip) 101 + 5 (5) 95 + 7 (5) ns
SR 140333 (0.5 mg/kg, ev) 104 + 4 (6) 102 + 5 (6) ns
Verapamil (100 pg/kg/min) 102 £ 9 (5) 79 + 10* (5) *p<0.05
WEB 2086 (20 mg/kg, ev) 113 + 10 (5) 112 + 7 (5) ns




Resultados/ 48

Tab. 5

Freqiiéncia de efeitos ap6s administragdao endovenosa do veneno de

Phoneutria nigriventer. Os resultados estdo apresentados de acordo com a

frequéncia (%) de efeitos nos respectivos intervalos (tempo/min) em relacéo ao

numero (n) de animais em cada grupo.

Freqiiéncia de efeitos apés administragdo do veneno de Phoneutria nigriventer

Veneno

0.1 mg/kg (n=6)

0.3 mg/kg (n=6)

0.6 mg/kg (n=20)

Tempo (min)

10|30 60

10 (30 60 |90

5 (1030
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3.2  Efeitos do veneno de Phoneutria nigriventer no coragio
isolado de rato

A injecao intra-adrtica (ia) em bolus do veneno de Phoneutria nigriventer
(50 e 100 pg) no coragéo isolado de ratos produziu alteragbes cardiacas
imediatas (aumento da press&o desenvolvida no ventriculo esquerdo, aumento da
frequéncia cardiaca e queda do fluxo coronariano), culminando em bloqueio atrio-

ventricular (BAV) na dose de 100 pg.

Conforme ilustra a figura 17, a injegéo ia de 50 ug do veneno produziu
aumento transitorio (0.25 a 5 min) da pressdo desenvolvida no ventriculo
esquerdo (PDVE; mmHg; inotropismo positivo). Observou-se também discreto
aumento (cronotropismo positivo) da frequéncia cardiaca (FC; bat/min) 10
minutos apods a injegéo do veneno (fig. 17b). Nesta dose, ndo foram observadas

alteragées significativas do fluxo coronariano (fig. 17c).

Doses mais elevadas do veneno (100 pg) causaram marcante e
progressiva queda da forga de contracao, que pode ser descrita em duas fases: a
fase inicial da resposta (fase 1) foi caracterizada por um aumento imediato da
PDVE, seguido de bradicardia e bloqueio atrio-ventricular severo (0.25 min); a
segunda fase (fase 2; 1 a 5 minutos) foi representada por arritmias, seguido de
retorno do ritmo e aumento da pressao diastdlica (fig. 18). Nesta dose, observou-

se ainda reducgéo significativa do fluxo coronariano (fig. 19).
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Fig. 17 Curso temporal dos efeitos do veneno de Phoneutria nigriventer no coragido
isolado de rato. Circulos azuis representam o grupo controle que recebeu salina (100 pl);
circulos vermelhos representam o grupo que recebeu o veneno (50 ug). A: pressao
desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE, mmHg). B: frequéncia cardiaca (FC, bat/min). C:
fluxo coronariano (F. Cor., m/min). Os resultados estdo apresentados como médias + EPM.
*p<0,05, **p<0,01 em relagdo ao valor basal (tempo zero) e *p<0,05, ¥p<0,01 em relagdo ao

grupo-controle. n=5 para ambos os grupos.
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Fig. 18 Curso temporal dos efeitos do veneno de Phoneutria nigriventer sobre o
coragdo isolado de rato. Tragado representativo da PDVE (mmHg) mostrando o
inotropismo positivo seguido de bradicardia e bloqueio atrio-ventricular, arritmias com
subsequiente retorno do ritmo e aumento da pressao diastolica causado pelo veneno na
dose de 100 ug no intervalo de 0 a 10 minutos.
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Fig. 19 Curso temporal do efeito do veneno de Phoneutria nigriventer sobre o
fluxo coronariano em coragéo isolado de rato. Circulos azuis representam o grupo
controle que recebeu salina (100 pl); circulos vermelhos representam o grupo que
recebeu 100 ug do veneno. n=5 para ambos os grupos. Os resultados estao
apresentados como médias + EPM. *p<0.05, **p<0.01 em relacdo ao valor basal (tempo
zero) e *p<0.05, ¥p<0.01 em relagéo ao grupo-controle.
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3.2.1 Envolvimento de receptores muscarinicos

A injecéo de acetilcolina (20 pg, ia) causou bloqueio atrio-ventricular
semelhante ao observado com a dose de 100 ug do veneno (0.25 min), seguido
de retorno da forga de contragéo e bradicardia. Entretanto, apds retorno do ritmo
cardiaco ndo observou-se aumento da pressdo diastolica (fig. 20a). Observou-se
ainda reducgéo significativa do fluxo coronariano nos intervalos de 0.25 a 5
minutos apds a injecéo da acetilcolina (fig. 21). A adi¢cdo da atropina (1 pM) a
solucdo de Krebs-Henseleit preveniu o bloqueio atrio-ventricular (fig. 20b) e

reverteu a queda do fluxo coronariano induzidos pela acetilcolina (fig. 21).

Por outro lado, a infus&o com atropina promoveu discreta potencializacao
no aumento da PDVE (fig. 22a) e nos valores de frequéncia cardiaca (fig. 22b)
induzidos por 50 ug do veneno de Phoneutria nigriventer. Nesta dose, atropina
nao preveniu o bloqueio atrio-ventricular mas protegeu discretamente os
disturbios no ritmo cardiaco (1 min) observado apés administracdo de 100 ug do
veneno (fig. 24). A reducdo de fluxo coronariano também néo foi alterada com

esse tratamento (fig. 23).

Na dose utilizada, a atropina ndo exerceu efeito significativo sobre os
valores basais da PDVE, FC, e F.Cor. em relagé&o aos valores basais do grupo-

controle (fig. 25)
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Fig. 20 Tragado representativo do efeito da acetilcolina no corag¢ao isolado de
rato. (A): Efeitos da acetilcolina (20 pg) na pressao desenvolvida no ventriculo esquerdo
(PDVE, mmHg) do grupo controle (perfundido apenas com Krebs-Henseleit) em um
periodo de 10 minutos. (B): auséncia de efeitos da acetilcolina (20 pg) no grupo tratado

com atropina (1 pM) no mesmo tempo.
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Fig. 21 Curso temporal do efeito da acetilcolina sobre o fluxo coronariano no
coragio isolado de rato. Efeito da acetilcolina (20 pg, ia) sobre o fluxo coronariano
(F.Cor.) expressos em volumes (ml) coletados em intervalos de tempo (minutos). O
grupo-controle (perfundido apenas com Krebs-Henseleit) estd representado pelos
quadrados vermelhos; O grupo-tratado (atropina 1 uM) esta representado pelos
quadrados verdes. Resultados apresentados como médias + EPM de 5 coraqoes para
cada grupo. *p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao valor basal e p<0 05 e ¥p<0,01 em
relacdo ao grupo tratado.
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Fig. 22 Efeito da atropina sobre as alteracdes cardiacas induzidas pelo veneno de
Phoneutria nigriventer (50 pg) no coragdo isolado de rato. Circulos vermelhos
representam o grupo controle (perfundido com Krebs-Henseleit); circulos verdes
representam o grupo tratado com atropina (1 pM). Efeitos do veneno sobre a pressao
desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE, painel A) e frequéncia cardiaca (FC, painel
B). Resultados apresentados como médias + EPM de 5 coracGes para cada grupo.
*p<0,05 e **p<0,01 em relacdo aos valores basais e *p<0,05 em relagdo ao grupo
tratado.
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Fig. 23 Efeito da atropina sobre a queda de fluxo coronariano induzida pelo
veneno de Phoneutria nigriventer (100 pg) no coragdo isolado de rato. Circulos
vermelhos representam o grupo controle (perfundido com Krebs-Henseleit); circulos
verdes representam o grupo tratado com atropina (1 pM). Resultados apresentados
como médias + EPM de 5 coragbes para cada grupo. *p<0,05 e **p<0,01 em relagao ao
valor basal; *p<0,05 ®p<0,01 em relagdo ao grupo-tratado.
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Fig. 24 Tragado representativo do efeito da atropina sobre os altera¢ées induzidas
pelo veneno em coragdo isolado de rato. (A): inotropismo positivo seguido de
bradicardia e bloqueio atrio-ventricular, arritmias com posterior retorno do ritmo e
aumento da pressdo diastélica induzido pelo veneno (100 pg) em coragdes controle
(perfundidos com krebs). (B): auséncia de efeito da atropina (1 uM) sobre as alteragdes
cardiacas porém, observa-se discreta protegéo da atropina sobre os disturbios de ritmo
(1 min) induzidos pelo veneno.
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3.2.2 Envolvimento de receptores f, adrenérgicos

A injecéo de noradrenalina (0,1 pg, ia) causou aumento significativo da
PDVE (inotropismo positivo) (fig. 26a). Associado ao aumento da PDVE
observou-se discreto aumento da frequéncia cardiaca (cronotropismo positivo)
nos intervalos de 5 e 10 minutos apds a injegdo da noradrenalina (fig. 26b). O
fluxo coronariano n&o foi significativamente alterado por essa mesma dose (fig.
26¢).

A adigdo do propranolol (3 uM) a solugao Krebs-Henseleit reverteu o
aumento da PDVE induzido pela noradrenalina (fig. 26a). Tal tratamento reduziu
de modo significativo o aumento da frequéncia cardiaca (fig. 26b). Entretanto, os
valores de fluxo coronariano nao foram alterados significativamente por esse

tratamento com propranolol (fig. 26¢).

O aumento da PDVE e FC causado por 50 pg do veneno foi
significativamente reduzido nos coragdes infundidos continuamente com
propranolol (fig. 27). As alteragdes cardiacas induzidas por 100 ug do veneno foi
totalmente abolido nos coragées tratados com o propranolol (3 pM) (fig. 28). Com
esse tratamento, a queda do fluxo coronariano induzido por 100 ug do veneno

também foi prevenida (fig. 29).

A semelhanca da atropina, o propranolol n&o apresentou efeito
significativo sobre os valores basais da PDVE, FC e F.Cor. em relagéo ao basal

do grupo controle (fig. 25)
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Fig. 26 Efeitos da noradrenalina no coragao isolado de rato. Quadrados vermelhos
representam o grupo-controle perfundido com Krebs-Henseleit; quadrados roxos
representam o grupo-tratado com propranolol (3 uM). (A): efeitos da NA sobre a
pressdo desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE, mmHg). (B): efeitos da NA sobre
a frequéncia cardiaca (FC, bat/min). (C): efeitos da NA sobre o fluxo coronariano.

Resultados apresentados como média + EPM de 5 coragdes para cada grupo. *p<0,05
e **p<0,01 em relacdo ao basal; *p<0,05 e *¥p<0,01 em relagdo ao grupo-tratado com

propranolol.
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Fig. 27 Curso temporal do efeito do veneno x propranolol sobre o aumento da
pressdo desenvolvida no ventriculo esquerdo e freqiiéncia cardiaca em coragao
isolado de rato. O grupo-controle (veneno, 50 pg) esta representado pelos circulos
vermelhos; o grupo-tratado (propranoclol 3 uM) representado pelos circulos roxos. A:
efeitos sobre a PDVE (mmHg). B: efeitos sobre a FC (bat/min). Os resultados estéo
apresentados como medias + EPM de 5 coragdes para cada grupo. *p<0,05 e **p<0,01
em relag@o ao basal; *0<0,05 em relagdo ao grupo-tratado com propranolol.
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Fig. 28 Tracado representativo do efeito do propranolol sobre as alteragdes
cardiacas induzidas pelo veneno de Phoneutria nigriventer em coragdo isolado de
rato. (A): inotropismo positivo seguido de bradicardia e bloqueio atrio-ventricular,
arritmias com posterior retorno do ritmo e aumento da pressdo diastélica induzido pelo
veneno (100 pg) em coragbes controle (perfundidos com Krebs). (B): agéo protetora do
propranolol (3 uM) sobre os efeitos cardiacos induzidos pelo veneno na PDVE.
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Fig. 29 Curso temporal do efeito do veneno (100 ) x propranolol sobre a queda
de fluxo coronariano em coragao isolado de rato. O grupo-controle (veneno, 100 ug)
esta representado pelos circulos vermelhos; o grupo-tratado (propranolol 3 pM)
representado pelos circulos roxos. Efeitos sobre o fluxo coronariano (F.Cor., mi/min). Os
resultados estdo apresentados como médias + EPM de 5 coragdes para cada grupo.
*p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao basal; *p<0,05 e ¥p<0,01 em relagdo ao grupo-
tratado com propranolol.
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Fig. 25 Efeitos da atropina e propranolol sobre os valores basais de PDVE, FC e
F.Cor. de coragdes isolados de ratos. Barras vermelhas representam o grupo-controle
(Krebs-Henseleit); amarelas, (atropina 1 uM) e réseas, propranolol (3 uM). (A): valores
de pressdo desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE, mmHg). (B): valores de
freqliéncia cardiaca (FC, bat/min); (C): valores do fluxo coronariano (F.Cor., mi/min). Os

resultados estdo expressos como médias + EPM.
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Nossos resultados mostram que a administragdo endovenosa de baixas
doses (0,1 mg/kg) do venenc de Phoneutria nigriventer produziu uma queda
rapida e reversivel na PAM, enquanto doses mais elevadas {0,3 mglkg)
produziram alteragbes bifasicas, caracterizadas como hipotenssio transitéria
seguida por hipertensdo prolongada, aumento da frequéncia cardiaca
acomparnhadas de sialorréia, fasciculagBo muscular generalizada, diurese,
defecacéo, cianose e dificuldade respiratéria (dispnéia). Na dose de 0,6 mg/kg, o
veneno de Phoneutria nigriventer desencadeou mdltiplas alteracdes bifasicas,
sendo estas dessincronizadas e mais intensas do que aquelas observadas com a
dose de 0,3 my/kg. Nesse caso, a maioria dos animais evoluiram para a morte.
Curiosamente, estes disturbios cardiovasculares e respiratdrios acompanhados
das demais alteragbes observados apés a injec@o do veneno de Phoneutria
nignventer, s&o caracteristicos a sindrome de envenenamento humano descrito
desde 1926 (VITAL BRAZIL & VELLARD, 1926; VELLARD, 1938; BUCHERL,
1953, BUCHERL, 1972; ALBUQUERQUE et al, 1990; BUCARETCHI, 1992).
Interessante que estas alteragBes sdo também similares a sindrome de
envenenamento humano causada pela espécie australiana, Afrax robustus
(SUTHERLAND, 1972). Entretanto, os demais sinais relatados previamente por
VITAL BRAZIL & VELLARD (1926) e demais autores, n&o foram observados. £
possivel que este resultado se deve ao fato da espécie em estudo (ratos) ser
mais resistente ao veneng.

A semelhanca do envenenamento causado pela espécie australiana Atrax
robustus (SUTHERLAND, 19723}, o edema pulmonar agudo tem sido observado
como uma das principais complicacbes do envenenamento grave por FPhoneutria
nigniventer em seres humanos (LUCAS, 1988, ALBUQUERQUE et al., 1990,
BUCARETCHI, 1992). Entretanto, apesar dos animais apresentarem salivacio e
alguns apresentarem cianose apés 60 e 120 minutos da injegdo do veneno, nao
observamos pontos hemorragicos e nem formacgdo de edema pulmonar. Por outro
lado, & bem provavel que a cianose seja decorrente de ma perfuséo periférica,
visto que a resposta vasoconstritora evocada por 0,3 mgl/kyg do Phoneutna
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nigriventer & de longa duragdo. Além disso, resultades prévios demonstram que o
veneno contém peptideos capazes de produzirem confracbes da musculatura lisa
vascular de coelhos (ANTUNES et al.,1993a).

Sabendo que a homeostase cardiovascular € mediada por um complexo
sistema, sendo esta oblida pela integracdo enfre mecanismos regulatérios
centrais e periféricos, nos preoccupamos neste trabalhc em investigar os
mecanismos basicos pelos quais o veneno de Phoneutria nigriventer determina
as alteragfes cardiovasculares, principaimente no que se refere a hipertensdo
arterial.

Em estudos prévios realizados por VITAL BRAZIL et al. (1988) foi
sugerido que os distirbios cardiacos {arritmias e taquicardia) observados apds o
envenenamento por Phoneutria nigriventer poderiam ser decorrentes da liberagao
de acetilcolina e noradrenalina das terminacBes nervosas autondmicas. Em
preparacdes com auricula isolada de cobaia in vifro, estes autores demonstraram
que o veneno de Phoneutria nigriventer promove cronotropismo e inotropismo
positivo e negativo decorrentes da liberag@o simultdnea de acetilcolina e
noradrenalina desta preparagdo. Em vista disso, iniciaimente procuramos
investigar se a hipotenséo transitdria e hipertenséo prolongada provocada pelo
veneno in vivo poderiam ser decorrentes, respectivamente, da liberagéo de
acetilcolina 8 noradrenalina das terminacdes nervosas autondmicas cardiacas ou
vasculares. Nossos resultados revelaram como pouco provavel o envolvimenio
da acetilcolina na quéda da PAM, visto gue o pré-iratamento com o antagonista
de receptores muscarinicos (atropina) ndo preveniu a resposta hipotensora. A
nossibilidade do aumento prolongado da PAM ser decorrente da liberagao de
noradrenalina também foi descartada, pois verificamos que o tratamento prévio
dos animais com os antagonistas a (fenoxibenzamina) e § (propranoiol)
adrenérgicos ndo alterou a resposta hipertensora induzida pelo veneno. Além
disso, o tratamento simuitdneo dos animais com atropina, propranolol e
fenoxibenzamina nao preveniy as alteragbes cardiovasculares induzidas pelo
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veneno. Outrossim, € improvavel que as concentragbes empregadas de tais
antagonistas tenham sido insufucientes, visto que as mesmas reduziram
marcadamente as variagbes de PAM induzidas pela acetilcoling, isoproterenol e
noradrenalinag. Em conjunto, estes dados sugerem que o aumento prolongado
precedido de queda rapida na PAM induzido pelo veneno de Phoneutria
nigriventer em ratos anestesiados, nfo parece ser dependente da liberacdo de
noradrenalina e acetiicolina de terminagies nervosas autondémicas.

Por outro lado, em coragles isolados de rato, observamos que a
administracéo intra-adrtica do veneno induziu alteracCes cardiacas dependentes
da dose, caracterizada por inotropismo positivo (aumento de PDVE) e discreto
cronotropismo positivo (aumento da FC) na dose de 50 ug. Na dose de 100 ug,
veneno produziu rapido inotropismo positivo, seguido de bradicardia e blogueio
atrio-ventricular (parada em sistole) severo, 0 qual foi revertido apods o primeiro
minuto. Entretanto, essa reversdo foi acompanhada por disturbios no ritmo
cardiaco (arritmias) associado ao aumento da presséo diastolica e redugdo do
fluxo coronariano. A reducdo do fluxo coronarianc parece ter sido decorrente da
parada do coragdo em sistole a semelhanga do efeito produzido pela acetilcolina.
Demonstrou-se, também, que tais alteragdes foram abolidas nas preparagdes
perfundidas com o propranciol. Estes resultados sugerem que tais alteragles séo
decorrentes predominantemente da liberag&o de noradrenalina das terminagbes
simpéticas contidas na preparacdo. O tratamento dos coragbes com atropina
mostra que a mesma potencializou o inotropismo positivo e reduziu discretamente
as arritmias induzidas por altas doses do veneno. Isto sugere gque nesta
preparacic in vifro o veneno também promove a liberagéo de acetiicolina das
terminagdes nervosas colinérgicas vagais embora, provaveimente em
concentracdes menores que as de noradrenalina. De qualquer modo, embora o
veneno tenha induzido a liberag¢do de noradrenalina e acetilcolina do coragdo in
vitro, acredita-se que lais neurotransmissores ndo sdo o5 responsaveis pela
hipotensao e hiperiensdo obervadas in vivo, em virtude dos resuitados negativos
obtidos com a atropina, o propranolol e a fenoxibenzamina. E possivel que o
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veneno na dose de 03 mgkg (= 60-70 uglrato), administrado por via
endovenosa, ngo atinja concentracdes efetivas no musculo cardiaco para evocar
os efeitos mencionados acima. Com doses maiores do veneno (0,6 mg/kg), em
que observamos disturbios cardiovasculares mais intensos, que conduzem os
animais & morte, é provavel que parte dos efeitos seja de fato decorrente da
liberacéo de noradrenalina e acetilcolina cardiacas.

Posteriorments, investigamos o envolvimento de prostaciclina (PGIy) e
fromboxanc (TXA;), produtos derivados do acido araguidGnico pela via
ciclooxigenase, nas alteracbes bifasicas induzidas pelo veneno, A PGL
{MONCADA et al., 1976) € um potente vasodilatador, sintetizado principalmerte
pela célulg endotelial e, acarreta, aléem de relaxamento da musculatura lisa
vasoular, inibicdo da fungdo plaguetdria, sendo ambos efeitos decorrentes da
ativacio da adeniiciclase e, conseqlentemente, do aumento de AMP. na célula
efetora (musculo liso e plaqueta) (JOHNSON et al., 1976, CURWEN et al., 1980).
0O TXA; (HAMBERG et at,, 1375) & um potente agente vasoconstritor e agregante
plaguetario. Uma vez que o fratamento dos animais com o inibidor da
ciclooxigenase (indometacina) ndc blogueou a hipotensdo e a hipertenséo
induzidas pelo veneno, sugere-se que esse veneno nao estimula a formagao dos
produtos da via da ciclooxigenase. A auséncia de efeitos do veneno de
Phoneutria nigriventer sobre a liberagéo de PGl e TXA, de pulm{es isolados de
cobaia reforga estes achados (ANTUNES et al., 1993a).

O fator de ativag@o plaquetaria (PAF) & um fosfolipideo originario de
varios tipos celulares, sendo capaz de causar profunda hipotens&o (BRAQUET et
al., 1987). A incapacidade do antagonista de PAF (WEB 2086, CASALS-
STENZEL et al., 1986) em bloquear a resposta hipotensora induzida pelo veneno
sugere que o PAF também ndo esta envolvido na queda de PAM induzida pelo

veneno.
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As cininas (bradicinina e Lys-bradicining) sao potentes substéncias
vasodilatadoras, sendo este efeifo atribuido principaimente a ativac@o de
receptores B; (BHOOLA et al,, 1892). Recentements, foi observado que o veneno
de Fhoneutria nigriventer ativa o sistema de calicreina tissular em pele
(ANTUNES et al,, 1993b; MARANGONI et al., 1993a; BENTO et al., 1995) e
corpo cavernoso de coelhos (LOPES-MARTINS et al,, 19894), levando a formagéo
local de cininas. Todavia, nossos achados excluem a possibilidade que ¢ veneno
promova a liberagéo de cininas a partir do plasma, visto gue nos animais tratados
com um potente antagonista de receptores B, (Hoe 140), ativo, tanto in vivo
quanto in vitro (HOCK et al, 1991, WIRTH et al, 1981}, ndo observamos
prevencdo da hipotensao. Por outro lado, em varios estudos salienta-se que uma
diversidade de neurotransmissores estdo implicados no controle cardiovascular
central, entre eles, as catecolaminas, a histamina, a substancia P, a angiotensina
I enzima conversora de angiotensina (cininase ), calicreinas, & outros
(BARNES et al., 1979, LINDSEY et al., 1985; PRIVITERA, 1994). Por exemplo, a
bradicinina (BK) guando injetada em algumas &reas do sistema nervoso central
produz disturbios de comportamento e sonoténcia (KARIYA & YAMAUCH], 1881),
acBes antidiuréticas (HOFFMANN & SCHIMID, 1978) e, especialmente,
alteracBes cardiovasculares caracterizadas como hipotensdo, hipertenséo ou
taguicardia (CORREA & GRAEFF, 1974; CORREA et al., 1979, MARGOLIUS,
1088; PRIVITERA et al., 1994). Tais resultados levantam a hipétese de que a
hipertensao arterial induzida pelo veneno seja decorrente da ativagdo do sistema
de calicreina tissular no sistema nervoso central e, consequentemente, da
libsracdo local de cininas. De fato, vem sendo sugerido a presenca de um
sistema de calicreina tissular enddgeno cerebral na modulagdo central das
fungdes cardiovasculares de mamiferos (THOMAS et al,, 1984 LINDSAY et al,
1988, 1995 PRIVITERA, 1994) E interessante ressaltar que apds a
administragao endovenosa do veneno, observa-se imediatamente a hipotensao e
apds um periodo de laténcia de aproximadamente 1 & 5 minutos instala-se o
quadro hipertensivo. Entretanto, é ainda controverso a exata localizagao do
sistema de calicreina tissular nos diversos nicleos do sistema nervoso central.



Discussio/ 70

Além disso, nossa hipGtese seria, a priori, descartada pelos resuitados com a
administracdo endovenosa do Hoe 140, onde mostramos gue o mesmo ndo
modifica a hipotens&o e hipertensao induzidas pelo veneno. Embora, é possivel
que tal substéncia néo atravesse a barreira hematoencefalica, visto que, em
alguns estudos, onde se avalia 0 papel das cininas no sistema nervoso central. o
Hoe 140 e administrado diretamente no sistema nervoso central (SEGUIN et al.,
1992, PRIVITERA et al., 1994).

Ao contrario dos coelhos, a administraco intradérmica do veneno de
Phoneutria nigriventer em pele de ratos produz edema local decorrente da
liberag@o de neuropetidecs vasoativos (provavelmente substancia P), mediado
por estimulacaoc de terminais nervosos periféricos de fibras sensoriais do tipo C
(Palframan et al, 1996). Nossos resuitados indicam que a hipotensdo induzida
pelo veneno ni#o é resultante da liberacdo de neuropeptideos, uma vez que o
novo antagonista (n&o peptidico) de receptores NK, de taquicininas (SR 140333)
(EMONDS-ALT et al., 1992, 1993; HOLZER, 1992) ndo preveniu a queda de
press8o arterial induzida pelo veneno. Assim, 0 envolvimento de taquicininas
estana restritc somente a agdo extravascular do veneno em ratos.

O sistema renina angiotensina (SRA) estd integraimente envolvide na
homeostase cardiovascular {CANGIANO et al, 1979, TIMMERMANS et al.,
1993). A sativacdo desle sistema resulta em aumento de presséo arterial em
vitude da liberagdo de um potente peptideo vasoconstritor na circulacéo
sanguinea, angiotensina i (All). Em ratos, a resposta pressérica induzida pela All
& decorrente da ativacdo de receptores AT, (CANGIANO et al., 1979; WONG et
al., 1980). A ativagéo desses receptores nas células musculares lisas resultam
em aumento da atividade da fosfolipase C, a qual gera trifosfato de inositol e
diaciiglicerol (RAPAPORT et al., 1983). Esses metabolitos iniciam uma série de
aventos celulares, tais como aumenic de célcio infracelular e ativagdo da
proteina quinase, & qual induz a contracdo de miofibrilas. Nossos resultados

sugerem que a resposta hipertensora induzida pelo veneno néo foi decorrente da
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estimulagdo do SRA e subsequente liberagéo de angiotensina Ii, uma vez que o
iosartan (antagonista de receptores ATqa & ATyg de angiotensina 1) (CHIU et al.,
1990, TIMMERMANS et al., 1993) n&o moadificou esse efeito hipertensor mediado
pelo veneno. Um aspecto interessante deste estudo foi que a hipotensdo
induzida pelo veneno foi parcialmente inibida pelo losartan. E possivel que o
sfeito hipotensor seja de origem central pois, recentemente, NAVER! et al.
(1994a, b) demonstraram em ratos anestesiados que a hipotensdo hemorréagica e
conseqiente queda na resisténcia vascular cerebral foram significativamente
atenuadas pelo tratamento endovenoso dos animais com © [osartan. Eniretanto, o
mecanismo exato para essa inibigdo ndo esta bem esclarecido e investigagtes
estdo sendo feitas neste sentido.

Curiosamente, as alteracles bifasicas induzidas peilo veneno de
Phoneutria nigrivenfer sao muito semelhantes aquelas observadas com a
administracdo endovenosa de endotelina-1 (ET-1) em ratos anestesiados
(YANAGISAWA et al., 1988, DE NUCCI et al., 1988). A ET-1 & um potente
peptideo vasoconstritor inicialmente isolado a partir de sobrenadantes de cultura
de células endoteliais de aortas porcinas {YANAGISAWA et al., 1988), sendo
dotado de 21 residuos de amincacidos, contendo duas pontes dissulfeto que
ligam em pares os residuos de cisteina. O efeito vasoconstritor induzido pela
endotelina & mediado por receptores do tipo ET, (ARAl et al., 1990} e
dependente de dois mecanismos distintos: ativagdo de canais de célcio
{YANAGISAWA et al., 1988, GOTO et al, 1989, KASUYA et al, 198%) ou
ativacao da fosfolipase C (ABDEL-LATIF & ZHANG, 1991, HU et al, 1891),
ambos acoplados a proteina G. O efeito relaxante induzido pelas endotelinas é
decorrente da liberacio de EDRF/NQ pelas células endoteliais (FURCHGOTT &
ZAWADZK!, 1980, DE NUCCI et al., 1988, WARNER et al., 1989) ou mediado
pela ativacdo da fosfolipase A, promovendo a liberagdo de prostandides,
principalmente PG, e prostaglandina E; (DE NUCC! et al., 1988; WARNER et al,,
1989 GRANSTAM et al., 1991). Interessante que as seqiéncias de aminoacidos
das sarafotoxinas, peptideos isolados do venenoc da serpente Afractaspis
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engandensis, sdo muito semelhantes as endotelinas (TAKASAKI et al., 1988,
1991 BDOLAH et al., 1989). Porém, embaora as alteracdes na PAM induzidas
pelo veneno de FPhoneutria nigriventer sejam semelhantes aquelas da ET-1,
nossos resultados descartam a possibilidade que o veneno esteja liberando ET-1
no organismo ou que o veneno contenha toxinas semelhantes as sarafotoxinas,
uma vez gue o antagonista de receptores ET, (FR 139317) (SAKURALI et al.,
1990;: SOGABE et al, 1993) mostrou-se incapaz de prevenir a resposta
hipertensora induzida peio veneno.

O envolvimento do éxido nitrico na resposta vasoditatadora induzida pelo
veneno de Phoneutria nigrivenfer também foi descartado, visto que o tratamento
prévio dos animais com o inibidor da sintese de éxido nitrico (L-NAME; MOORE
et al., 1989) ndo modificou significativamente a resposta hipotensora induzida
pelo veneno. A dose do L-NAME utilizada foi efetiva, uma vez que ¢ mesmo
aumentou a PAM basal dos animais, conforme esperado.

Por outro lado, esta hipotensdc induzida pelo veneno de Phoneutria
nigriventer foi parcialmente inibida pela glibenclamida (STURGESS et al., 1985;
COOK, 1988; EDUARDS & WESTON, 1890; HARVEY et al., 1994), indicando
que a hipotens&o é decorrente, pelo menos em parte, da ativagao dos canais de
K" dependentes de ATP. Esta substancia pertence ao grupo das sulforulureias,
conhecida clinicamente como hipoglicemiante oral (STURGESS et al, 1985
BAILEY et al., 1989 DE WEILLE et al., 1989; BKAILY et al.,, 1992, GODFRAIND
& GOVONI, 1995). Embora o papel exato dos diferentes tipos de canais de
potassio no musculo liso vascular ndo esteja bem definido (GODFRAIND &
GOVONI  1995), recentemente foi descrito um novo grupo de drogas
classificadas como agonistas de canais de potéssio (HAMILTON & WESTON,
1989: EDWARDS & WESTON, 1990). Dentre essas drogas estd a cromacalina,
conhecida como agente ativador de canais de potassio em uma variedade de
células (HAMILTON & WESTON, 1989, EDWARDS & WESTON, 1990). Alguns
trabalhos sugerem que os canais de potassio dependentes de ATP eastdo
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localizados no pancreas, coragfio, sistema nervoso central e musculos liso e
esquelético (KLOCKNER & ISENBERG, 1989; HAMILTON & WESTON, 1989,
STURGESS et al, 1985 ASHFORD et al, 1988, STANDEN et al, 1989;
EDWARDS & WESTON, 1990). Apesar de preliminarmente a glibenclamida e a
cromacalina terem sido descritas como especificas para canais de potdssio
dependentes de ATP, atualimente alguns trabalhos sugerem que tanto a
giibenclamida quanto a cromacaling s8o capazes de atuarem em canais de
potassio ativados por céicio em musculo liso vascutar (GELBAND et al., 1989;
1990; HAMILTON & WESTON, 1989, EDWARDS & WESTON, 1980). E
interessante notar que, nas doses mais elevadas de bloqueadores dos canais de
calcio empregados neste estudo, observamos gue 05 mesmos atenuaram a
hipotenséc induzida pelo o veneno. Ndo conhecemos o mecanismo pelo qual tais
bloqueadores exercem este efeito. Porém, é possivel gue doses elevadas desses

antagonistas atuem em canais de potassio ativados por calcio.

Finalmente, nossos resultados demonstraram claramente que &
hipertensdo prolongada induzida pelo veneno de Phoneutria nigriventer em ratos
anestesiados foi inibida por bloqueadores de canais de calcio (inibidores do fluxo
ibnico de célcio), atraves de canais lentos do tipo L, tais como verapamil
{benzencacetonitrila), nifedipina (diidropiridina) e diltiazem (benzotiazepina} de
maneira dependente da dose. Essas drogas bloqueiam 0s canais de célcio e,
dessa forma, inibem o influxo de calcio para o musculo liso despolarizado
(HOSEY & LAZDUNSKI, 1988, SPEEDDING AND PAOLETTI, 1992; FASOLATO
et al., 1984, GODFRAIND & GOVANI, 1995). Atualmente, s8o descritos diversos
tipos de canais, tais como L, N, P, T, R e Q (SPEEDDING AND PAOLETT!, 1992;
GODFRAIND & GOVANI, 1995). Uma diversidade de canais foram descritos em
varias células e tecidos, sendo os canais do tipo L encontrados no muasculo liso
vascular, coracdo e sistema nervoso central (MISSIAEN et al.| 1992; TAKAHASHI
& MOMIYAMA, 1993; SPEEDDING AND PAOLETTI, 1992, HERBETTE et al.,
1994; GODFRAIND AND GOVANI, 1995). Estes canais medeiam as correnies de
caicio de longa duragdo, sendo ainda classificados como canais altamente
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sensiveis a diidropiridinas (SPEEDDING AND PAOLETT!, 1992, GODFRAIND
AND GOVANI, 1985). As observacbes de que o veneno induz hipertensdo
prolongada e que a nifedipina, verapamil e diltiazem reduziram marcadamente a
resposta hiperfensora, sugerem que 0 veneno de Phoneutria nigriventer atua
como ativador de canais lentos do tipo L. E importante notar que um dos
componentes isclados do veneno (PhTx2) provoca rapido aumento do influxo de
Ca*, com posterior liberacéo de glutamato em células de sinaptosomas corticais
de rato (CORDEIRO et al., 1993; ROMANO-SILVA et al.,1993). Essa liberacdo de
glutamato nao foi inibida por nifedipina, sugerindo a existéncia de outros
mecanismos para enirada de calcio nos sinaptosomas corticais de ratos
(ROMANQ-SILVA et al., 1993). Entretanto, estudos prévios demonstram que a
Iibera§é0 de glutamato de sinaptosomas corticais de rato, induzida por potassio,
& inibida por bloqueadores dos canais de calcio do tipe T (omega-Aga VIA)
(TAKAHASHI & MOMIYAMA, 1993).

Em geral, no iratamentc do envenenamento pela aranha Phoneutria
nigrivenfer, trata-se imediatamente ¢ sintoma de dor local, o qual & de
intensidade variavel, as vezes insuportavel, podendo irradiar-se até a raiz do
membro atingido (VITAL-BRAZIL & VELLARD, 1926, BUCARETCHI, 1992). Para
o alivio da dor recomenda-se administrar um analgésico sistémico ou proceder a
infilirac@o anestésica local, com lidocaina a 2%, sem vasoconstritor (LUCAS,
1988; BUCARETCHI, 1892). Em caso de recorréncia da dor e, desde que ndo
pcorram sintomas de depressao do sistema nervoso central, pode-se indicar o
usc de analgesicos sistémicos mais potentes como, por exemplo, dolantina. Em
casos de envenenamento com manifestacdes sistémicas graves recomenda-se a
soroterapia. Porém, nestes casos a quantidade de ampolas de soro
antiaracnideo a ser administrada é fixada empiricamente (BUCARETCHI, 1992).

Uma vez que os aptagonistas de canais de calcio sdo extensivamente
utilizados na clinica, para tratamento das desordens cardiovasculares em
criancas e adultos (WAGNER et al., 1982; PORTER et al,, 1983, CHO AND
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PRUITT, 1986, TAKAHASH] & MOMIYAMA, 1993, BERRIDGE, 1994), nossos
resultados indicam que, seria importante investigar a eficacia do uso de
blogueadores dos canais de caicio disponiveis comercialmente, em pacientes
com hipertenséo arterial desencadeada apos o envenenamento por Phoneutria
nigriventer. De fato, a nifedipina ja& fol empregada com sucesso em criangas
picadas por escorpifes revertendo o quadro de hipertenséo sistémica observado
apbs este tipo de envenenamento (SHAUL SOFER & MOSCHE GUERON,
1990).
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1 A inje¢cdo endovenosa do veneno de Phoneutnia nigniventer (0,3 mg/kg)
em ratos anestesiados promove resposta bifasica da PAM caracterizada como
hipotensdo transitdria seguida por hipertensdo prolongada. Estes efeitos
cardiovasculares s@o acompanhados por discreto aumento da freqléncia
cardiaca e aiteracdes sistémicas, tais como sialorréia, fasciculagbes musculares
geneneralizadas, diurese, defecagéo, ciancse e dispnéia.

2 A resposta hipotensora é decorrente, pelo menos em parte, da ativagéo

dos canais de K dependentes de ATP, enquanto a resposta hipertensora parece
ser decorrente da ativacgo direta dos canais de Ca’* do tipo L.

3 Em coragbes isolados, o veneno de Fhoneutria nigriventer (50 ug)

promove inotropismo positivo seguido por cronotropismo positivo. Em doses
glevadas do venenc (100 ug), observa-se répido inotropismo posiivo e
gronotropismo negativo seguido por blogueio atrio-ventricular (0.25 min). Apos o
primeiro minuto, aparecem arritmias com subseqUente aumento da pressao
diastélica. Nessa dose, ¢ veneno produz ainda uma reducdo significantiva do

fluxo coronariano.

4 Os resultados in vitro indicam gue as aiteragbes cardiacas induzidas pelo
o0 veneno sdo devidas, principaimente, & liberagdo de noradrenalina das
terminacdes nervosas simpéticas do corago e, em menor grau de escala, da
liberacdo de acetilcolina de terminais parassimpaticos vagais, visto que estas
alteracbes foram prontamente prevenidas peio tfratamento com ¢ propranociol, e

discretamente atenuadas psia atropina

5 Em resumo, a hipertensdo induzida pelo veneno de Phoneutria nigriventer

pode ser de origem periférica ou central, mas ndo de origem cardiogénica.
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The changes induced in the mean arterial blood pressure (MABP) of
anaesthetised rats foliowing the administration of armed spider (Phoneutria
nigriventer) venom have been investigated. The intravenous injection of
Phoneutria nigriventer venom (PNV, 0.1 mg/kg) evoked a brief and reversible
decrease in the MABP whereas a higher dose of venom (0.3 mg/kg) caused a
biphasic response characterized by a short lasting hypotension followed by a
sustained and prolonged hypertension (40-50 min). These changes were
accompanied by tachycardia, salivation, fasciculations, defecation and respiratory
disturbances. Pretreatment of the animals with atropine (10 mg/kg), propranofol
(100 mg/kg), phenoxybenzamine (100 mg/kg) and indomethacin (4 mg/kg) did not
significantly affect the MABP changes induced by PNV. Similarly, the bradykinin
B, receptor antagonist Hoe 140 (0.6 mg/kg), the PAF antagonist WEB 2086 (20
mg/kg). the NK, receptor antagonist SR 140333 (0.5 mg/kg) and the nitric oxide
synthase inhibitor N°-nitro-L-arginine methy| ester {10 mgfkg) had no significant
effact on the PNV-induced MABP changes. The increase in the MABP induced by
PNV was also not significantly affected by either angiotensin Il receptor
antagonist losartan (10 mg/kg) or the endothelin ETa receptor antagonist FR
139317 (30 mgikg). The ATP-dependent potassium channel antagonist
glibenclamide (50 mg/kg) reduced by 40% the hypotension induced by PNV
without affecting the hypertensive response. Pretreatment of the animals with L-
type Ca® channel antagonists such as verapamil (10-100 pg/kg/min), diltiazem
(40-120 pg/kg/min) and nifedipine {0.3-10 mg/kg) markedly attenuated the PNV-

induced hypertension. Verapamil (30 ng/kg/min) and diltiazem (120 ug/kg/min)
also promptly reversed the established hypertension induced by PNV when
infused 8 min after venom injection. Qur resuits indicate that the brief decrease of
blood pressure induced by PNV is partially due to ATP-dependent or calcium
activated channels activation. The prolonged hypertension seems to result from
direct calcium entry in vascular and/or cardiac muscles.

Phoneutria nigriventer venom {PNV; 50 and 100 ug) was also investigated
in isolated rat hearts by the Langendorff method. Doses of 50 ug evoked a
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significant positive inotropism (increase of left ventricule developed pressure:
LVDP} associated with discreete positive cronotropism. Higher doses of PNV (100
1g) caused an immediate increase of LVDP followed by bradicardy and temporary
atrium-ventricule blockad (AVB). This was accompained by significant reduction of
coronary blood flow. These changes were prevented by the B-blocker propranolol
indicating that such effects are caused by activation of sympathetic nerve endings
and hence noradrenaline release. Since atropine potentiated the increase of
LVDP and attenuated the bradicardia induced by PNV, it is likely that PNV also
induces the release of acetylcholine from parassympathetic nerve endings.
However, the release of both noradrenaline and acetyicholine from the rat hearts
does not probably account for the cardiovascular changes observed in vivo. The
in vivo effect is likely to be of peripheral or CNS, rather than cardiac, origin.



