ERRATA:

- Pagina 82, 142 linha: O quarto item foi excluido do texto, ja que o blogueio dos
receptores aq-adrenérgicos com o prazosin inibiu de maneira significativa a injecao

intravenosa do veneno.
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RESUMO

A aranha Phoneutria nigriventer, popularmente conhecida como aranha
armadeira, é responsavel pelo maior nimero de acidentes com araneidecs na
América do Sul, particularmente no Brasil. As manifestagdes clinicas
observadaé apds o envenenamento incluem sudorese, hipotermia, fasciculag&o
muscuiar generalizada, vomitos, arrtimias bardiacas, taguicardia e hipertenséo
arterial. Estudos recentes descreveram os efeitos cardiovasculares do veneno
da P. nigriventer ap6s a administrag&o intravencsa em ratos anestesiados,
guando © veneno causa uma resposia bifasica da pressao arterial,
caracterizada por hipotensao transitoria seguida por hipertenséo prolongada.
Demonstrou-se ainda que os efeitos cardiovasculares produzidos pelo veneno
ndo envolvem a participagéo de mediadores enddgenos sistémicos como a
bradicinina, a acetilcolina, a angiotensina 1l, 0 oxido nitrico, o PAF e as
catecolaminas entre outros.

No presente estudo investigamos os efeitos cardiovascuiares do veneno
da P. nigrivenfer em coelhocs anestesiados, assim como 0S8 mecanismes de
acdo da resposta hipertensora induzida pelo veneno. Os experimentos foram
realizados em coethos albinos New Zealand anestesiados com barbitdricos,
imobilizados e artificialmente ventilados. Para a avaliagho dos efeitos
hemodinamicos do veneno da P. nigriventer, foram monitorizados a pressao
arterial, frequiéncia cardiaca, débito cardiaco, pressdes do ventriculo esquerdo
e dP/dtms A injecdo intracerebroventricular do veneno da P. nigriventer (100
uglkg) induziu importantes aumentos de pressao arterial, queda no debito
cardiaco e aumento da resisténcia vascular sistémica e inotropismo positivo. Ao

contrario, a injecdo da mesma dose do veneno pela via sistémica induziu



hipotensao arterial ¢ queda da resisténcia vascular sistémica. O pré-tratamento
i.c.v. com diversos antagonistas de neuromoduladores ou neuroiransmissores
envolvidos no controle central da pressdo arterial tais como a bradicinina,
acetilcolina, angiotensina 1l e o giutamato n&oc foi eficaz em inibir os feitos
hipertensores induzidos pelo veneno. O tratamento com ifenprodil, um
modulador do sitio das poliaminas do receptor NMDA, bloqueou parcialmente a
resposta cardiovascular a injegéo i.c.v. do veneno.

Utilizamos também a técnica de desmedulagdo dos animais, com ©
proposito de eliminar a participagéo do sistema nervoso central na resposta
induzida sistemicamente pelo veneno. Os resultados observados neste
trabalhio demonstraram gue a administrag&o intravenosa do veneno induz uma
resposta hipertensora devida, provavelmente, a ativagdo do sistema nervoso
simpatico, com consequente ativagao dos receptores a-adrenérgicos, ja que a
administracdo infravenosa de prazosin blogueou a resposta induzida
centralmente pelo veneno. Finalmente, em animais integros, o tratamentc com
o prazosin por via intravenosa blogueou os efeitos cardiovasculares induzidos
apos a administragéo sistémica ou central do veneno da P. nigriventer.

Nossos resultados sugerem que os efeitos cardiovasculares produzidos
pelo veneno da P. nigriventer possuem componentes de ac¢do central e
periférica. O mecanismo de agéo central teria como via efetora final a ativagéo
do sistema nervoso simpético e consequente ativagdo dos receptores alfa-
adrenérgicos ao passo que 0 mecanismo de acdo periférica, provavelmente
envolve a ativacdo direta efou indireta dos receptores o- adrenérgicos

vasculares.



LISTA DE ABREVIATURAS

CVLM Porcéo caudal da regio ventrolateral bulbar

DC Débito cardiaco

DP/dtmax Velocidade maxima de aumento de pressdo no ventriculo
e.squerdo

E.P.M. Erro padréo da média

FC Fregiiéncia cardiaca

{.C.V. Intracerebroventricular

V. Intravenosa

NMDA N-metil-D-aspartaio

NTS Nucleo do trato solitério

PA Pressé&o arterial

PAD Press&o arterial diastolica

PAM Pressao arterial média

PAS Pressé&o arterial sistolica

PNV Veneno da Phoneutria nigriventer

PV Pressdo do ventriculo esquerdo

RVLM Porcéo rostral da regiéo ventrolateral buibar

SCP ' Substancia cinzenta periaguedutal

SNC Sistema nervoso central
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/ INTRODUCAO

i1 A aranha Phoneutria nigriventer

As aranhas do género Phoneutria sao também popularmente conhecidas
como aranhas armadeiras, devido & posi¢do caracteristica de armar-se que
adotam quando ameagadas, apoiando-se nas patas traseiras e erguendo as
dianteiras '(Bu'cherl e col., 1971; Lucas 1988; Bucaretchi, 1992; Lucas e Silva
Junior, 1992). A Phoneutria nigriventer , é nativa da América do Sul, ocorrendo
do sul do Rio de Janeiro até o Uruguai, podendo eventualmente ser introduzida
em outras regides por carregamentos de bananas (atribuiu-se outro nome
popular, “aranha de bananeira’) (Simo e col., 1984).

Sao aracnideos agressivos, que picam com facilidade. Possuem habitos
noturnos, permanecendo refugiados durante o dia, podendo procurar tambéem
refGgio em utensilios de uso doméstico, aumentando a probabilidade de
acorréncia de acidentes. Sdo freqlentemente encontradas em zonas rurais,
préximas as residéncias e por nio construirem teias, vivem em bananeiras,
fendas em madeiras € em materiais de construgdo. S&0 animais que se
alimentam - ativamente, dominando suas presas com suas queliceras e
inoculando seu eficiente veneno através dos ferrdes inoculadores {Lucas e col,,
1988)

Dentre as espécies do género Phoneutria, a P. nigriventer € seguramente
a de maior importancia clinica (Lucas e Meier, 1995) pois & responsavel pelo

maior numero de acidentes com araneideos nas regides sul e sudeste do



Brasil {Lucas 1988; Bucaretchi, 1992). De acordo com dados do Centro de
Controle de Intoxicacdo {CCl) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, 51,6 % dos 647 acidentes notificados no
periodo de fevereiro de 1984 a julho de 1988 foram causados por essa
espécie. Sua pegonha vem sendo objeto de uma série de estudos biogquimicos
e farmacoiégicos, devido & sua toxicidade e seus efeitos bioldgicos causados

as vitimas de acidentes.

1.2 Sintomatologia do envenenamento pela Phoneutria nigriventer

As manifestacbes clinicas predominantes do envenenamento foram
descritas primeiramente por Vital Brazil e Vellard {1925, 1926). Na maioria dos
casos, 0s sintomas se apresentam logo apos a picada e consistem de dor local
intensa, que pode eventualmente irradiar-se por todo © membro atingido.
Essas manifestacdes locais podem ser acompanhadas de alteragdes
sistémicas tais como nauseas, vomitos, priapismo, taguicardia ou bradicardia,
hiper ou hipotenso arterial e ocasionalmente arritmias cardiacas.

Apesar da alta incidéncia de envenenamentos por esta espécie de
aranha, em 90 % dos casos o envenenamento € de pouca relevancia clinica,
em 9% dc;s casos, 0 envenenamento é moderado e em 1 % dos casos sdo
considerados envenenamentos graves (White e col., 1885). O envenenamento
leve esta normaimente associado a dor jocal, sudorese, eritema e taquicardia.
Ja os casos de envenenamento moderados e severos, estao associados as
alteragcbes descritas acima, porém, acompanhadas de diarréia, vomitos,

fasciculacdo muscular generalizada, sialorréia, priapismo e alteragbes
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hemodinamicas caracterizadas como hipertens&o arterial, bradicardia, arritmias
cardiacas, edema pulmonar agudo € choque cardiovascular (Schenberg &
Pereira Lima, 1862; Bucaretchi, 1992).

As primeiras medidas a serem tomadas apds a picada da aranha s&o
assepsia e compressas de gelo no Iocall atingido, anestesia local com injegao
subcutanea de lidocaina a 2 % (uma injegéo € suficiente em 66 % dos casos).
Para os casos moderados e severos de envenenamento, a administragao
intravenosa ou subcutdnea de soro antiaracnidico polivaiente (Instituto
Butanatan, S.P.) se faz necessaria, embora seja mais freqlentemente

empregado em criangas e idosos (White e cal., 1995).

1.3 A Bioguimica e a farmacologia do veneno da Phoneutria nigriventer

Desde as primeiras investigagbes feitas por Fischer e Bohn (1957), as
toxinas de aproximadamente 90 espécies de aranhas foram examinadas, mas
apenas algumas delas foram caracterizadas quimicamente. Os componentes
fundamentais encontrados no venenc de aranhas s&o polipeptideos e
proteinas que podem ser neurotoxicas {Vital Brazil e Vellard, 1925), citotoxicas
ou enzimaticamente ativas. Componentes de baixo peso molecular como
histamina é serotonina assim como sais inorgénicos também podem estar
presentes e aumentar a eficacia do veneno (Schulz, 1997).

Estudos farmacolégicos do veneno da P. nigriventer vem sendo
realizados ha mais de 40 anos com o propésito de elucidar os mecanismos de
acdo envolvidos nos seus efeitos. As primeiras descobertas demostraram que

o veneno da P. nigriventer contém polipeptideos capazes de promover
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blogueio neuromuscular em musculo gastrocnémico de rato (Barric, 1955).
Fontana e Vital Brazil (1985) demostraram que o veneno da P. nigriventer ativa
canais de sodic dependentes de voltagem em membranas de células
musculares e nervosas aumentando a freqiéncia dos potenciais da -placa
motora, acarretando o bloqueio neuromuscular. Posteriormente, estudos em
4trio isolado de cobaia demostraram que a ativag@o de canais de sodio
dependentes de voltagem induzida pelo veneno da P. nigriventer, promove
efeitos inotropicos e cronotropicos, negativos e positivos, decorrentes da
liberagsio de acetilcolina & noradrenalina das terminagdes autondmicas. Foi
atribuido a essa atividade a génese das alteragdes cardiovasculares ocorridas
no envenenamento em humanos (Vital Brazil e col., 1988).

Diversos estudos ja foram realizados utilizando algumas fragbes
purificadas do veneno. Trés fracbes do veneno que apresentam
neurotoxicidade foram isoladas: PhTx1, PhTx2 e PhTx3. A fracdoc PhTx1 causa
ativacido de canais de sodio dependentes de voltagem, a PhTx2 inibe o
fechamento desses canais sem causar despolarizagdo significativa da
membrana (Rezende e col., 1991, Araljo e col., 1993) e ainda , provoca o
aumento do influxo de Na® e Ca™ em sinaptosomas de rato levandc a
liperagso de glutamato (Romano-Silva e col., 1993). J& a fragéo PhTx3, inibe a
liberagdo dp glutamato nesses sinaptosomas, através do bloqueio de canais de
Ca™ (Prado e col., 1996). Estudos com a fragdo PhTx4 (1-6), demonstraram
que injegdes intracerebroventriculares do veneno em camundongos nao
resultaram em sintomas de intoxicagéo, no entanto esta mesma fragio causou
sintomas de intoxicacdo em insetos quando injetada via intratoracica,

sugerindo uma ag&o inseticida (Figueiredo e col., 1995).



Antunes e col, (1992) demostraram a existéncia de propriedades
inflamatorias do veneno da P. nigriventer através de injegbes intradérmicas do
veneno na pele de ratos e coelhos, promovem aumento da permeabilidade
vascular levando & formacéo de edema local. Tais estudos sugerem que esses
efeitos inflamatérios devem-se provavelmente a presenca de componentes
edematogénicos (provaveimente peptideos), os quais nao s&o inibidos por
antagonistas de histamina e sorotonina. Estudos posteriores revelaram que
esse aumento da permeabilidade vascular em pele de coelhos & devido a
ativagio do sistema calicreina tissular, ievando a formag&o local de cininas
(Marangoni, 1993a). Dados mais recentes sugerem gue, em ratos, ao contrario
dos estudos com coelhos, a formagdc de edema local & parciaimente
dependente da ativagdo de receptores NK; de taquicininas, indicando um
mecanismo neurogénico {Palframan e col., 1996).

O veneno da P. nigriventer contém ainda componentes n&o dialisaveis
capazes de contrair tecidos vasculares isolados como veia cava e arténa
pulmonar de coelho (Antunes e col, 1993). Finalmente, o veneno da
P. nigriventer promove a liberago de oOxido nitrico com consequente
relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso de coelho, atraves da

ativagao do sistema calicreina tissular (Lopes-Martins e col., 1994).



14 Efeitos cardiovasculares do veneno da P. nigriventer

Embora sejam numerosos os relatos de efeitos cardiovasculares
induzidos pelo envenenamento com a P. nigriventer, pouco se sabe Soﬁre 0s
mecanismos de agdo envolvidos nesta resposta. Costa e col. (1996)
investigaram os efeitos do veneno em coracdo isolado de rato e os efeitos
hemodinamicos do veneno em ratos anestesiados.

Dempnstrou-se que a administracdo intravenosa de baixas doses do
veneno (100 pg/kg) promove uma resposta hipotensora rapida e reversivel. No
entanto, uma dose maior do veneno induziu uma resposta hemodinamica
bifasica, caracterizada por hipotensdo arterial transitoria, seguida de
hipertens&o arterial prolongada e discreto aumento da frequéncia cardiaca.
Tais alteragdes foram acompanhadas por fasciculagbes generalizadas,
diurese, defecacgéo e sialorréia. Doses mais elevadas do veneno (600 pg/kg)
produziram alteragbes mais intensas levando & morte 75 % dos animais.

Nos estudos in vitro em coragbes isolados, a administrag&o intra-adrtica
em bolus do veneno da P. nigriventer (50 e 100 pg) induziu alteragdes
cardiacas dependentes da dose, caracterizadas por inotropismo e
cronotropismo positivo e queda do fluxo coronariano, culminando em bioqueio
étrio-ventri;ular. Doses mais elevadas do veneno (100 pug) causaram
inotropismo positivo seguido de bradicardia e blogueio atrio-ventricular intenso.
Tal blogueio foi revertido rapidamente, seguido de arritmias e de aumento da
pressao diastdlica. A perfusdo com afropina potencializou o inotropismo ¢ ©
cronotropismo  positivo induzidos pelo veneno e reduziu discretamente as

arritmias, sugerindo que as alteragdes induzidas pelo veneno séo decorrentes
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da liberagdo de acetiicolina das terminagdes parassimpaticas vagais. A
perfusdo com propranolol aboliu as alteragbes induzidas pelo veneno e a
queda do fluxo coronariano foi prevenida. Tais achados sugerem que os efeitos
cardiacos induzidos sdc decorrentes da liberagdo de noradrenalina das
terminagdes simpaticas do coragéo. Apesar dos resultados in vitro, demostrou-
se ainda neste trabalho que in vivo, a hipertenséo arterial induzida pelo veneno
da P. nigriventer ndo se deve & liberac&@o de catecolaminas ou de produtos do
metabolismo do acido araquiddnico, ja que o antagonismo dos receptores o-
B- adrenérgicos, assim como inibidores da ciclooxigenase, nac tiveram efeito
sobre essa resposta. Mediadores endégenos como bradicinina, oxido nitrico,
PAF, endotelina e angiotensina I, foram tambem excluidos como possiveis
envolvidos nesses efeitos. Os autores concluiram que o breve decréscimo da
pressdo arterial induzida pelo veneno & parciaimente devido a ativagdo de
canais de K'-ATP- dependentes, enguanto que a hipertenséo prolongada
promove in vivo a abertura de canais de Ca”™” tipo-L voltagem dependentes.
Com base nesses resultados, emitiu-se a hipdtese segundo a quai a
possibilidade dessas alteragdes hemodinamicas induzidas pelo veneno da F.
nigriventer estarem sendo mediadas, pelo menos em parte, pela ativagdo de

estruturas neuronais no sistema nervoso central.

15 O controle central do ténus vascular e da pressdo arterial

O envolvimento do sistema nervoso central no controle do sistema
cardiovascular, e especialmente na modulag&o do tonus vascular, € conhecido

h& mais de um século (ver Dampney, 1981). Sabe-se que estruturas neurais
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responsaveis pela gerago do ténus vascular estdo localizadas no bulbo, ja
que transecgdes no tronco cerebral ao nivel do mesencéfalo ou da ponte, ndo
modificam os niveis basais de presséo arterial nem a atividade dos nervos
simpéticos, ao passo que uma secgo realizada ao nivel da primeira vértebra
cervical induz uma queda drastica da presséo arterial. (Huang e col., 1987,
1988; ver Bard, 1960).

Em 1946, Alexander demostrou, através de estudos funcionais e
eletrofisiolégicos, a existéncia de uma regido bulbar, na época denominada
scantro vasomotor bulbar’, dotada de atividade vasomotora intrinseca. Estudos
mais aprofundados demostraram que esta regido, hoje denominada RVLM
(porgao rostral da regi&o ventrolateral bulbar - rostral ventrolateral medulla), &
considerada a principal regido bulbar responsave! pela atividade vasomotora
tdnica (Feldelberg e Guertzenstein, 1972; Bousquet e Guertzenstein, 1973). Os
neurbnios vasomotores da RVLM estdo presentes em éréas que quando
estimuladas eletricamente ou farmacologicamente, aumentam dramaticamente
as descargas nervosas simpdticas e consequentemente a pressao arterial. E
ainda, quando inibidas, resultam em imediata aboli¢éo da atividade vasomotora
simpatica basal, levando a press&o arterial para niveis espinhais {ver Sun,
1995).

A RVLM tém grande importancia como um centro integrativo. Os
neurdnios vasomotores desta regido, recebem aferénctas de numerosas
estruturas cerebrais e as projetam para a medula espinhal, formando conexdes
mono-sinapticas com neurdnios simpaticos pré-ganglionares que por sua vez

fazem sinapses com neurdnios pos-sinapticos que trafegam pelas fibras



vasoconstritoras simpaticas, atingindo quase todos os vasos sanglineos do
organismao.

Os nlcleos que se projetam diretamente para o RVLM, incluem o NTS
(nucleo do trato solitério) (Somogyi e col.,1989), CVLM (porcéo caudal da
regido ventrolateral bulbar), nucleo medular da rafe (Dampney e col., 1987),
hipotélamo lateral e os nucleos amigdaldides centrais (Takayama e Miura,
1991). Esses nuclecs por sua vez possuem também conexdes nervosas com
érgéos e regides circunventriculares, isentos de barreira hematoencefalica, que
estiao envolvidos no controle cardiovascular, tais como o orgéo subfornical, a
area postrema, o nlcleo paraventricular hipotalédmico e a substéncia cinzenta
periaquedutal (SCP) (Fergunson, 1992, Gross, 1992).

0 érgé;:n subfornical recebe aferéncias do NTS (Zardetto-Smith e Gray,
1987), do hipotdlamo lateral (Tanaka e col, 1986) e nucleos da rafe
mesencefalicos (Lind, 1986). Os nlcleos do drgéo subfornical séo sensores
diretos da osmolaridade (Gutman e col., 1988; Sibbald e col., 1988) e sao
também ativados por aumentos nos niveis de angiotensina Il circuiante (Okuya
e col., 1987; Tanaka e col., 1987), estimulando a produgé@o de vasopressina
pela hipdfise posterior e induzindo aumento da presséo arterial (Knepel e col.,
1982; Mangiapane e col., 1982, Ferguson e Renaud, 1984; Sibbald e col,,
1988). A estimulagao elétrica deste 6rg&o, induz aumentos de pressaoc arterial
de curta e longa duragéo (Ferguson e Renaud, 1984; Gutman e col., 1985).

A &rea postrema localiza-se na superficie dorsal do bulbo. E também
desprovida de barreira hematoencefalica, logo é susceptivel a agéo de varios
peptidecs circulantes que induzem efeitos cardiovasculares, tais como a

vasopressina (Undersser e col.,1985; Hasser e Bishop, 1991), a endotelina



(Ferguson e Smith, 1991) e a angiotensina Il (Papas e col., 1980). Os
neurdnios presentes nesta area se projetam para o NTS (Shapiro e Miselis,
1685), complexo parabraquial e RVLM (Dampney e col.,1987),
desempenhando um importante papel no controle do sistema nervoso
autbnomo. A estimulag&o elétrica deste area provoca o aumento da presséao
arterial {Barnes e col., 1979; Gatti e col., 1988}, devido a ativacdo de projecdes
simpéticas para a medula supra-renal (Hartle e Soliman, 1990).

O hipotélamo tem grande importancia na manutencio da.homeaostase e
na integracdo de mecanismos homeostaticos (Moore, 1987). Dentre as
diversas funcdes que o hipotdlamo desempenha, trés delas sdc de grande
relevancia; a primeira & a regulacéo da hipéfise anterior, secretando hormonios
que regulam a produgéo e secreg@o de hormadnios hipofisarios. A segunda
fung&o hipotalamica é a regulag&o do balango hidrico, realizada atraves da
producéo de vasopressina por neurbnios supradticos e paréventriculares. A
terceira fungéo € a regulacéo autondmica, controlando mecanismos simpaticos
e parassimpéticos através de vias descendentes da medula espinhal (Moore,
1987).

A SCP esta envolvida em diverscs tipos de regulagéo funcional, tais como
percepgdo da dor, antinocicepgéo e reagho de defesa (Bandler e Depauliis,
1991). As respostas cardiovasculares relacionadas a reacdo de defesa, podem
ser induzidas pela microinjeg@o de aminoécidos excitatérios na SCP (Tan e
Dampney, 1283).

O presente trabalho tem come principal objetivo estudar os efeitos
cardiovasculares centrais induzidos por injegdes diretas do veneno da

P. nigriventer no sistema nervoso central. Para isso utilizou-se a via de
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administragéo intracerebroventricular (i.c.v.), ja que por difusdc no liquido
cefalorraquidiano, atingird todas as regides supra citadas, envolvidas de
alguma forma na regulagé&o da pressao arterial. E importante ressaltar que a
administracdo sistémica de altas doses do veneno, pode também atingir
regides envolvidas no controle cardiovascular, desprovidas ou nao de barreira
hematoencefalica, j& que existem relatos demonstrando que o veneno da P.

nigriventer pode promover a ruptura desta barreira em ratos {l.e Sueur, 1998).
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OBJETIVOS

1. Investigar os efeitos cardiovascutares do veneno da aranha
Phoneutria nigriventer em coelhos anestesiadaos.
2 Determinar os mecanismos de acdo envolvidos na resposta

cardiovascular induzida pelo veneno.
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I MATERIAL E METODOS

liL1 Animais e medidas hemodinamicas:

Os experimentos foram realizades com coefhos albinos New Zealand de
ambos os sexos pesando de 2 a 3 kg, provenientes do Bioterio Central da
Fundacdio Oswaldo Cruz. Os animais foram anestesiados com pentobarbital
sodico (40 mg/kg, i.v.) pela veia marginal da orelha, sendo administrada dose
suplementar de anestesia (5 mg/kg, i.v.) quando necessario. Os coelhos foram
traqueocstomizados, entubados com uma canula de polietileno, e imobilizados
com brometo de pancurdnio {1 mg/kg, i.v.), com doses suplementares de 0.2
mg/kg por cada hora de experimento e ventilados artificialmente com ventilador
mecanico (Rodent ventilator 7025, Ugo Basile) com um volume de 10 mifkg e
frequéncia de 25 ciclos/min. A veia femoral direita foi cateterizada para a
administrac@o das drogas.

A pressdo arterial foi monitorada através de cateter colocado na aorta
abdominal via artéria femoral direita, e conectado a um transdutor de quartzo
Hewlett Packard (1290 A}, o qual foi conectado a um processador e registrador
de presséo arerial Hewlett Packard (sistema 7754 com amplificador 8805 B}.

As pressdes arterial sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD) foram obtidas
diretamente dos regisiros e a pressdo arterial média (PAM) foi calculada pela
soma da PAD com um tergo da pressdo diferencial. A freqiiéncia cardiaca foi
determinada pela contagem de ondas de press&o, visualizadas com um

aumento da velocidade do papel do registrador.
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O débito cardiaco (DC) foi continuamente monitorado, utilizando-se uma
sonda eletromagnética, conectada a um fluxdmetro Skalar modelo MDL 1401.
A sonda foi colocada em torno da aorta ascendente através de uma
toracotomia esquerda, entre as segunda e terceira costelas. Foi feita uma
incisdo no pericardio e o coragio expostq, para possibilitar a visualizagéo e
dissecgdo da aorta, para a colocagéo da sonda eletromagnética. A resisténcia
vascular sistémica (RVS) foi calculada como quociente da press&o arterial
média pelo débito cardiaco, multiplicade por um fator de conversdo (80) e
expresso em dyn/seg/cm”.

As pressbes do ventriculo esquerdo (FV} e a velocidade maxima de
aumento de pressdo no ventriculo esquerdo (dP/dt mex) foram medidas por um
micromandmetro de preciséo situado na extremidade de um catéter (MTC mod.
3FC), conectado a um diferenciador Ugo Basile mod. 7081). O
micromandmetro foi colocado no ventriculo esquerdo via artéria c.arc'ntida direita.

Apds a finalizagdo dos procedimentos cirdrgicos, permitiu-se um periode
de 15 minutos para a estabilizacdo dos parametros cardiovasculares. Antes de
qualquer manipulacdo farmacologica foram obtidos as medidas de pressao
arterial média, frequéncia cardiaca e deébito cardiaco. Estes valores foram

considerados valores hemodinamicos basais.

if.2 Injeg¢Oes intracerebrais

Apés a fixagdo da cabega do animal em um aparelho de estereotaxia
(Unimécanique, Epinay/Seine, Frangay), foi feita uma craniotomia e a dura-mater

seccionada. Uma agulha hipodérmica (21 G), conectada a uma seringa
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Hamiiton de 500 pl (Hamilton Bonaduz AG, Suica), foi inserida nas seguintes
coordenadas estereotéxicas a partir do bregma: antero-posterior: - 4,5 mm;
lateral: 8,0 mm; profundidade: 6,0 mm da superficie do cranio (Sawyer et al.,
1954), de modo a permitir as injegdes no ventriculo lateral esquerde. Uma outra
agulha hipodérmica (27,5 G) foi colocada na cisterna magna através da
membrana atlanto-occiptal, de modo a permitir a livre circulagéo do liquido
cefalorraquidiano, evitando a hipertenséo intracraniana. As solugtes de NaCl
0,9 % (salina), do veneno da P. nigriventer ou de substancias utilizadas foram
injetadas em um voiume constante de 100 pl. Ao final de cada experimento, ©
mesmo volume de azul de Evans, foi administrado sob as mesmas condigdes.
O cérebro foi retirado post-mortem e dissecado, para a confirmagéo da difusao

apropriada das drogas no espago ventricular.

Figura 1: Representacdo de um corte transversal do cerebro de um coelho. A seta representa
o local da injecdo i.c.v. CORT, cortex cerebral; HPC, hipocampo; VEN, ventriculo esquerdo;
CC, corpo caloso; de acordo com o atlas de Sawyer (1954).
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i.3 Desmedulag¢dao

Um grupo de animais foi submetido a um processo de desmedulagéo
desenvelvido de acordo com a técnica descrita por Szabo e col, (198?; .ver |
também Majewski e col., 1983 a). Com o uso de uma broca foi feito um orificio
no osso parietal na linha média do cranio, através do qual uma haste de metal
foi introduzida aproximadamente 25 cm no canal medular. Esta manipulacao
destréi a medula espinhal (substancia cinzenta e branca) desconectando

assim, o sistema nervoso central do sistema nervoso periférico.

.4 Protocolos experimentais

Os animais foram separados em grupos de maneira aleatoria. Todas as
respostas hemodinamicas registradas neste trabalho, foram medidas no
momento do efeito méxime induzido pela administragdo do veneno da

P. nigriventer.

4.1 Estudo dos efeitos cardiovasculares sistémicos do veneno da
P. nigriventer

Injeces do veneno da P. nigriventer nas doses de 100 pg/kg e 1 mg/kg

foram administradas por via intravenosa e os parémetros cardiovasculares

foram observados durante 30 minutos.
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lll.4.1.1 Estudo dos efeitos do blogueio dos receptores as-adrenérgicos

na resposta hipertensora induzida pelo veneno da P. nigriventer
Injegbes de prazosin na dose de 100 pg/kg foram administradas por via
intravenosa 5 minutos antes da injegdo também intravenosa do veneno da

P. nigriventer na dose de 1 mg/kg.

4.2 Estudo dos efeitos cardiovasculares centrais do veneno da

P. nigriventer
Injegdes do veneno da P. nigriventer nas doses de 30 e 100 ug/kg foram
administradas por via intracerebroventricular (i.cv.) e 0s parameiros
cardiovasculares foram observados durante 30 minutos.

.4.2.1 Estudo dos efeifos do antagonismo dos receptores da
acetilcolina, bradicinina, angiotensina e L-glutamato na resposta
hipertensora induzida centralmente pelo veneno da P. nigriventer

Grupos distintos de animais foram pré-tratados com injecoes
intracerebroventriculares de atropina (10 ug), Hoe 140 (0.5 pg/kg), losartan

(50 ug/kg), ifenprodil (100 pg/kg) e acido kinurénico (500 ug/kg) (Monassier e

col., 1994), 5 minutos antes da injegao intracerebroventricular do veneno da P.

nigriventer (30 pglkg) e os paré@metros hemodinamicos foram analisados

durante 30 minutos.

{.4.2.2 Estudo dos efeitos do antagonismo dos receptores ay-
adrenérgicos periféricos na resposta hipertensora induzida
centralmente pelo veneno da P. nigriventer

Um grupo de animais recebeu o pré-tratamento de prazosin (100 1g/kg)

por via infravenosa, 5 minutos antes da administragédo intracerebroventricular
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do veneno da P. nigriventer {30 pg/kg) e os parametros hemodinamicos foeram

analisados durante 30 minutos.

I.4.3 Estudo dos efeitos sistémicos do veneno da P. nigriventer em

coelhos desmedulados

Em um grupo de animais foi feita a desmedulacdo como descritc
anteriormente. Apds a estabilizagdo dos parémetros hemodinamicos durante
um periodo de 30 minutos, foi feita a administrac&o por via intravenosa de
solugao salina 5 minutos antes da administrac@o, também intravenosa, do
veneno da P. nigriventer na dose de 1 mg/kg {grupo controle).

I.4.3.1 Estudo dos efeitos do antagonismo dos receptores o e B-
adrenérgicos na resposta sistémica induzida pelo veneno de
P.nigriventer em coelhos desmedulados.

Em outros dois grupos de animais desmedulados, foram realizados 0s
tratamentos com injegdes intravenosas dos antagonistas dos receptores o € 8
adrenérgicos prazosin (100 pg/kg) e atenolol (0,5 mg/kg), respectivamente, 5
minutos antes da injegéc intravenosa do veneno da P. nigriventer na dose de 1

mg/kg.

.5 Veneno

O veneno utilizado neste estudo & proveniente da Secéo de Artrépodos
Peconhentos do Institutos Butantd, Sao Paulo. O material obtide através da
estimulagéo elétrica no cefalotdrax dos aracnideos, de acordo com a técnica
descrita por Bulcherl (1966), foi liofilizadoc e armazenado em frascos
hermeticamente fechados a uma temperatura de.3 °C.
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i1.5.1 Dialise do veneno

Ja foi descrito anteriormente que o veneno da P. nigriventer contém
peguenas quantidades de histamina (0,06 a 1,0 %) e serotonina (C,03 a
0,25 %) (Fisher-e Bonh, 1857; Diniz, 1963), substancias estas capazes de
induzir efeitos centrais e periféricos, interferindo nas respostas pressoricas
observadas com o veneno. Por esse motivo, utilizamos entdo, o veneno
dialisado {Antunes e col.,1992).

Aliquotas de 10 ml da solugdo do veneno da P. nigriventer (2 mga/mil)
foram dissolvidas em solugdo salina e colocadas em sacos de dialise (Philip
.Harris Scientific, EUA) com exclus&o molecular de 12.000 a 14.000. A seguir, a
didlise foi realizada contra dois litros de solugéo salina (0,8 %) por um periodo
de 48 horas a 4-6 °C. Durante esse periodo, a solugéo salina foi substituida
quatro vezes. A remogéo eficiente (> 99,9 %) de histamina e serotonina foi
confirmada nos ensaios biologicos utilizando-se segmentos de artéria
mesentérica de coelho, quando comparada com uma amostra do veneno

retirado antes da didlise (Antunes ef al., 1892).

if1.6 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas; acetilcolina, angiotensina i,
atenolol, atropina, bradicinina, prazosin, acido Kinurénico (Sigma Chemical Co,
St Louis, MO, E.U.A)), brometo de pancurdnio (Pancuron, Cristalia, Brasil), Hoe

140 (pArg-[Hyp® Thi® oTic”,0ic®l-bradicinina (Pharma Synthesis, Hoechst),
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ifenprodil (Vadilex®, Synthelabo, Franga), losartan (Merk, E.U.A.), pentobarbital

sodico, (Sanofi Santé Animale, Toulouse, Franga).

iI1.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + 0 erro padréo da média
(E.P.M.), para cada grupo de animais. Os efeitos hemodinamicos induzidos
pelo veneno .da. Phoneutria nigriventer e pelos diferentes tratamentos foram
analisados pelo teste t pareado de Student ou por analise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas. Diferencas com.v-alores de P nh_enores que
O,.Oﬁ foram consideradas significativas. Todos os célculos foram feitos em

computador, utilizando-se o programa estatistico Instat-2.0.
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IV  RESULTADOS

jV.1 Efeitos cardiovasculares sistémicos do veneno da P. nigriventer

As injegdes intravenosas de baixas doses do P. nigriventer (100 ng/kg)
em coelhos anestesiados, induziram uma fesposta hipotensora transitaria {1-3
min), caracterizada por quedas significativas na PAM (28 + 4 %), PAS
(23 +3 %), PAD (34 £ 6 %) e RVS (38 £ 5 %) acompanhadas de leve, porém
significativo, efeito inotrépico negativo, com quedas da PV (16 £ 2 %) e dP/dtmax
(8 +3 %) (tabela 1 e figuras 2 e 3}. Nao houve nenhuma alteracao significativa
da frequéncia cardiaca, nem dc debito cardiaco. Por outro lado, a
administracéo intravenosa de 1 mg/kg do veneno da P. nigriventer, induziu uma
resposta hipertensora prolongada (mais de 30 min.), caracterizada por
aumentos significativos na PAM (69 £ 9 %), PAS (61 0,2 %) e na PAD
(78 +5 %), na RVS observou-se aumenios significatives (108 = 0,8 %),
acompanhados de efeito inotrépico positivo, com aumentos de PV (47 +2 %) e

aumento do dP/dtmax (51£ 8 %). N&o houve nenhuma aiterag@o significativa na

frequiéncia cardiaca nem no débito cardiaco (tabela 2 e figura 4),
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Figura 2: Tragado representativo dos efeitos cardiovasculares do veneno da P. nigriventer {100
ng/kgy por via intracerebroventricular (i.c.v) e intravenosa (iv.} sobre os parametros
hemodinamicos, pressio arterial, débito cardiaco e pressdo do ventriculo esquerdo de coelhos

anestesiados.
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Figura 3: Efeitos da administragao intracerebroventricular e intravenosa do veneno da P.
nigriventer (100 ng/kg) sobre 0s pardmetros hemodinadmicos basais de coelhos anestesiados.
PNV, veneno da P. nigriventer; PAM, presséo arterial média; PAS, pressao arterial sistollica,
PAD, pressdo arterial diastolica; FC, freqliéncia cardiaca; DC, débito cardiaco; RVS, resisténcia
vascular sistémica: PV, pressao do ventriculo esquerdo; dP/dt, velocidade maxima de aumento
da pressdo do ventriculo esquerdo. * P< 0,05 (teste tde Student pareado).
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PNV 30 ug/kg i.c.v.
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Figura 4: Efeitos da administragdo intracerebroventricular (30 pg/kg) e intravenosa {1
mg/kg) do veneno da P. nigriventer sobre 0s parametros hemodindmicos basais de coelhos
anestesiados. PNV, veneno da P. nigriventer, PAM, presséo arterial média; PAS, pressao
arterial sistéllica; PAD, pressdo arterial diastolica; FC, freqliéncia cardiaca; DC, débito
cardiaco; RVS, resisténcia vascular sistémica; PV, pressdo do ventriculo esquerdo; dP/dt,
velocidade maxima de aumento da pressdo de ventriculo esquerdo. * P < 0,05 (teste ¢ de
Student pareadao).
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IV.1.1 Efeitos do bloqueio dos receptores as- adrenégicos periféricos
sobre a resposta hipertensora induzida sistemicamente pelo
veneno da P. nigriventer
O pré-tratamento dos animais com prazosin (100 pg/kg, i.v.}, reduziu

significétivamente os efeitos hipertensores induzidos pelo veneno da

P. nigriventer {1 mg/kg, i.v.) quando corﬁparados com o grupo controle. Na

PAM, o prazosin bloqueou 47 % da resposta, na PAS 43 % e na PAD 50 %.

Quanto a RVS, o blogueio foi de 94 % e na PV e dP/dty., observou-se um

blogqueioc ndo tdo acentuado porém significativo de 20 e 15 Y%,

respectivamente (tabela 3 e figuras 5a 7).
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TRATAMENTO COM PRAZOSIN (100 pg/kg, i.v.)

basal
Tratamento i.v.
. PNV v

Salina Prazosin

sin

Salina Prazosin
Figura 5: Efeitos do pré-tratamento dos animais com prazosin (100 pg/kg, i.v.) ou solucao
salina sobre os pardmetros cardiovasculares basais e sobre a resposta hiemodinamica
induzida pela injegdo iv. do veneno da P. nigriventer (1 mg/kg). PAM, pressdo arterial

meédia; PAS, presséo arterial sistolica; PAD, presséo arterial diastdlica. * P< 0,05 (ANOVA).
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Figura 6: Efeitos do pré-tratamento dos animais com prazosin (100 pg/kg, i.v.} ou solugéo
salina sobre sobre as parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodinamica
induzida pela injeco i.v. do veneno da P. nigriventer (1 mg/kg). FC, fregiiéncia cardiaca; DC,
débito cardiaco: RVS, resisténcia vascular sistémica. Os dados representam a média t erro

padric da média de 5 experimentos. * P< 0,05 (ANOVA).
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I basal
Tratamento i.v.
PNV i.v.

Salina Prazosin

4000

3000-

dP/dtm ax
(mmHg/seg)
ra
3
2

1000+

Salina Prazosin

Figura 7: Efeitos do pré-tratamento dos animais com prazosin {100 ng/kg, i.v.} ou solugao
salina sobre sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemoedinamica
induzida pela injecdo i.v. do veneno da P. nigriventer (1 mg/kg). PV, pressdo do ventriculo
esquerdo; dPdings,, velocidade méxima de aumento da presséo do ventriculo esquerdo Os

dados representam a média + errc padrdo da média de § experimentos. * P< 0,05 (ANOVA).
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IV.2 Efeitos cardiovasculares centrais do veneno da P. nigriventer

As injec&o i.cv. do P. nigriventer (30 ou 100 ug/kg) induziram uma
resposta hemodinamica bifasica, caracterizada por hipotensao transitéria (1 -3
min.) seguida de hipertens&o prolongada. Observou-se aumentos signiﬁcétixlfos
na RVS (135 + 21 % e 161 + 37 %, respectivamente), na PAM (61 =5 % e
61 + 10 %, respectivamente), PAS (46 £4 % e 48 £ 7 %, respectivamente) e
PAD (92 +17 % e 79 +12 %, respectivamente); quedas também significativas
foram observadas no DC (27 + 9% e 28 £ 8 %, respectivamente) € aumentos
na PV (27 +7 % ¢ 80 + 11 % respectivamente) (figuras 2, 3edetabelale?).

As respostas induzidas pelo veneno da P. nigriventer nas doses de 30 e
100 pg/kg foram muito semelhantes, logo, a dose de 30 nglkg foi utilizada para

o grupo controle por ser a dose minima eficaz em induzir um efeito

cardiovascular excitatério significativo.

32



IV.2.1 Efeitos do blogueio dos receptfores centrais da acetilcolina,
bradicinina, angiotensina ll e L-glutamato sobre a resposta
hipertensora induzida centralmente pelo veneno da P. nigriventer
A administragéo intracereberoventricular de atropina (10 ug), Hoe 140

(0,5 ug/kg), losartan (50 pg/kg}, acido kinur_énico (500 pg/kg), néo foi eficaz em

inibir os efeitos hipertensores induzidos pela administragao i.c.v. ‘do veneno da

P. nigriventer , somente o ifenprodil (100 ng/kg) blogueou parcialmente porém

de maneira significativa os efeitos cardiovasculares do veneno, scbre os

parametros: PAM, PAS, PAD e RVS (tabelas 4 a 11 e figuras 8 a 24).
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TRATAMENTO COM Hoe 140 (0,5 ng/kg, i.c.v.}

200 -

Basal
1 Tratamenio i.c.v.
M PNV ic.v

Hoe140

Figura 8: Efeitos do pré-tratamento dos animais com Hoe 140 {05 pg/kg, i.c.v.) ou solugio
salina sobre os parametros cardiovascuiares basais e sobre a resposta hemodinamica induzida
pela injecdo i.c.v. do veneno da P. nigniventer (30ug/kg). PAM, pressdo arterial média; PAS,
presséo arteriél sistélica; PAD, pressfo arterial diastélica. * P< 0,05 (ANOVA).
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Figura $: Efeitos do pré-tratamento dos animais com Hoe 140 (0,5pg/kg, i.c.v.) ou solugdo
salina sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodinamica induzida
pela injecdo i.cv. do veneno da P. nigriventer (30pg/kg}. FC, freqiiéncia cardiaca; DC, débito

cardiace:; RVS, resisténcia vascular sistémica. * P< 0,05 (ANOVA).

43



Basal
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Figura 10: Efeitos do pré-tratamento dos animais com Hoe 140 (0,5ug/Kg, i.c.v.} ou solugéo
salina sobre os pardmetros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodindmica induzida
pela injecdo i.c.v. do veneno da P. nigrivenier (30pg/kg). PV, presslo do ventriculo esquerdo;

dP/dt na velocidade méxima de aumento da PV.* P< 0,05. (ANCVA).
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Figura 11: Efeitos do pré-tratamento com Hoe 140 (0,5 pg/kg, i.cv), sobre a resposta
cardiovascular induzida pela injecdo icv. de bradicinina (5 pg/kg, ic.v) em coelhos
anestesiados. PAM, pressdo arterial média; PAS, pressio arterial sistélica; PAD, presséo
arterial diastdlica; FC, fregiiéncia cardiaca. * P< 0,05 (ANOVA).
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TRATAMENTO COM ATROPINA {10 pg, i.c.v.)

200
Basal
<50 * * Tratamento
_ ' . PNV ic.v.

=2 '
X E 100

50

0

Salina Atropina

Afropina
200+
1504 . .
X
& g 100
50+
0

Salina . Afropina

Figura 12: Efeilos do pré-tratamento dos animais com atropina (10ug i.c.v.) ou solucio salina
sobre 0s parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodindmica induzida pela
injecdo i.c.v. do venene da P. nigriventer (30ug/kg). PAM, pressdo arterial média; PAS. pressio
arterial sistdlica; PAD, pressao arterial diastdlica. * P< 0,05 (ANOVA),
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Figura 13: Efeitos do pré-tratamento daos animais com atropina (10 g, i.c.v.) ou solucdo salina

sobre os pardmetros cardiovascuiares basais e sobre a resposta hemodinamica induzida pela
injegéo' i.cv. do veneno da F. nigriventer (30ug/kg). FC, freqiiéncia cardiaca; DC, débito

cardiaco: RVS, resisténcia vascular sistémica. * P< 0,05 (ANOVA).
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Figura 14: FEfeitos do pré-tratamentc com atropina (10 pg icv.), sobre a resposta
cardiovascular induzida pela injecc icv. de acetilcolina (100 pg/kg, i.c.v)} em coelhos
anestesiados. PAM, pressdo arterial média; PAS, press&o arerial sistolica; PAD, presséc
arterial diastdlica; FC, freqiiéncia cardfaca. * P< 0,05 (ANOVA).
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TRATAMENTO COM LOSARTAN (50 ug/kg, i.c.v.)

Tratamento i.c.v. _
PNV v

Salina Losarian

200+

N *‘

160

PAD
{(mmHg)

100+

50-

Satina Losartan

Figura 15: Efeitos do pré-tratamento dos animais com losartan (50 upg/kg, i.c.v.) ou solugdo
salina sobre os parametres cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodindmica induzida
pela injec&o i.c.v. do venenc da P. nigriventer (30ug/ky). PAM, pressdo arterial media; PAS,

pressdo arterial sistdlica; PAD, presséo arterial diastolica. * P< 0,05. (ANOVA).
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Figura 16: Efeitos do pré-tratamento dos animais com losartan (50 pg/kg. i.c.v.) ou solucéo
salina sobre 0s pardmetros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodinamica induzida
pela injecdo i.c.v. do veneno da P. nigriventer (30ug/kg). FC, fregliéncia cardiaca; DC, débito

cardiacb; RVS, resisténcia vascular sistémica. * P< 0,05, {ANOVA).
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Figura 17: Efeitos do pré-tratamento dos animais com losartan {50 ng/kg, i.c.v) ou solugde
salina sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre & resposta hemodinamica induzida
pela injecdo i.c.v. do venena da P. nigriventer {30ug/kg). PV, presséc do ventriculo esquerdo;

dP/dt o, velocidade maxima de aumento da PV. * P< 0,05 (ANOVA).
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Figura 18: Efeitos do pré-tratamento com losartan {50 ng/kg, i.c.v.), sobre a resposta

cardiovascular induzida pela injecdo i.cv. de angiotensina [l (10 pg i.cv.}) em coelhos
anestesiados. PAM, pressdo arterial média; PAS, pressdo arterial sistdlica;, PAD, presséo

arterial diastélica: FC, freqiiéncia cardiaca, * P< 0,05 (ANOVA).
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TRATAMENTO COM IFENPRODIL (100 ng/kg, i.c.v.)

2997 . Basal
T Bz Tratamento
1 * PNV icy.
=z
& E 100

Salina tfenprodil

Salina lfenprodi!

Figura 19: Efeitos do pré-tratamento dos animais com ifenprodil {100 pg/kg, i.c.v.) ou solucao
salina sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodinadmica induzida
pela injecdo i.c.v. do veneno da P. nigriventer (30pg/kg). PAM, pressdo arterial média;, PAS,

pressao arterial sistolica; PAD, press&o arterial diastélica. * P< 0,05 (ANOVA).
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Tratamento
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Figura 20: Efeitos do pré-tratamento dos animais com ifenprodil (100 pg/kg, i.c.v.) ou solugao
salina sobre os pardmetros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodinamica induzida
pela injecdo i.c.v. do venenc da P, nigriventer (30pg/kg). FC, freqiiéncia cardiaca: DC, débito

cardiaco; RVS, resisténcia vascular sistémica. * P< 0,05 (ANOVA).
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Figura 21: Efeitos do pré-tratamento dos animais com ifenprodil (100 pg/kg, i.c.v.) ou solugéo

salina sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodindmica induzida

pela inje¢do i.c.v. do veneno da P. nigriventer (30pg/kg). PV, pressdo do veniriculo esquerdo;

dP/dt e velocidade méaxima de aumento da PV. * P< 0,05
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TRATAMENTO COM AC. KINURENICO (500 pg/kg, i.c.v.)
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Figura 22: Efeitos do pré-tratamento dos animais com &c. kinurénico (500 pg/kg, i.c.v.) ou
solugao salina sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodinamica
induzida pela injegéo i.c.v. do veneno da P. nigriventer (30pg/kg). PAM, pressdo arterial media;
PAS, pressdo arterial sistdlica; PAD, pressdo arterial diastélica. * P< 0,05. (ANOVA).
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Figura 23: Efeitos do pré-tratamentc dos animais com ac. Kinurénico (100 ug/kg, i.c.v.) ou
solucio salina sobre o5 parametros cardiovasculares basais e sobre a resposia hemodinamica
induzida pela injec&o i.c.v. do veneno da P. nigriventer (30ug/kg). FC, freqiiéncia cardiaca; DC,

débito cardiaco: RVS, resisténcia vascular sistémica. * P< 0,05 (ANOVA).
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Figura 24: Efeitos do pré-tratamento dos animais com &c. kinurénico (100 ug/kg, i.c.v) ou
solugac salina sobre os pardmetros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodindmica
induzida pela injeg&o i.c.v. do veneno da P. nigriventer (30ug/kg). PV, presséo do ventricuio

esquerdo; dP/dt s velocidade méxima de aumento da PV. * P< 0,05 (ANOVA).
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IV.2.2 Efeitos do antagonismo dos receptores ar-adrenérgicos periféricos
sobre a resposta hipertensora induzida centralmente pelo veneno
da P. nigriventer
O pré-tratamento dos animais por via intravenosa com o antagonista o -

adrenérgico prazosin (100 ug/kg), inibiu parciaimente, mas de maneira

significativa, a re_sposta hipertensora induzida pela injeco i.c.v. do veneno da

P. nigriventer, quando comparada a0 grupo de animais ndo tratados (tabela 12

e figuras 25 a 27).
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TRATAMENTO COM PRAZOSIN (100 pgikg, i.v.)

Basal
Tratamento Lv.
M PNV ic.v

Salina Prazosin

Salina Prazosin

Salina Prazosin

Figura 25: Efeitos do pré-tratamento dos animais com prazosin (100 ug/kg, i.v.) ou solugio
salina sobre os pardmetros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodinamica induzida
pela injecdo i.c.v. do veneno da F. nigriventer (30pgrkg) - PAM, pressdo arterial média; PAS,
pressio arterial sistélica; PAD, pressio arlerial diastdlica. * P< 0,05. (ANOVA).
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Figura 26: Efeitos do pré-tratamento dos animais com prazosin (100 pg/kg, i.v.) ou solugéo
salina sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodindmica induzida
pela injecdo i.c.v. do veneno da P. nigriventer (30ng/kg). FC, freqliéncia cardiaca; DC, débito

cardiaco; RVS, resisténcia vascular sistémica. * P< 0,05 (ANOVA).
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Figura 27: Efeitos do pré-tratamento dos animais com prazosin {100 pg/kg, i.v.) ou solugio
salina sobre os parametros cardiovasculares basais e sobre a resposta hemodindmica induzida
pela injegdo i.c.v. do veneno da . nigriventer (30ug/kg). PV, presséo do ventriculo esquerdo;

dP/dt ax velocidade méaxima de aumento da PV. * P< 0,05 (ANOVA).
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IV.3 Efeitos hemodinamicos do veneno da P. nigriventer em animais

desmedulados
InjecBes do veneno da P. nigriventer (1 mg/kg), por via intravenosa,
em animais desmedulados, induziram uma resposta hipertensora prolongada
(mais de 30 min), caracterizada por aumentos significativos da PAM (399 &
161 %), PAS (321 + 116 %) e PAD (491 £ 220 %), acombanhados de

aumentos da PV (188 =60 %) e do dP/dtmax (178 £ 65 %) (tabela 13 ).

64



g9

so woo sopeledues optend AN op 0839[Ul Bp $01I9) SOP BONSTIBISI elougoiuds ¢O'0=>d

SOp BOUSPEISD erURIYIUSIs ‘00 > J + soyuewnRdxa ¢ op Wd'd F

sewpsdp tapmotiuaasul ogssard ‘Ad TEORIPIED gougnbaly ‘0 (8011918

(VAONY) ogde[npatusap ep sioclop salofea

« (SIBSEQ $210]2A SO W0d sopeiedulod opuenb ogie[npauIssp Bp SIS
BIPPW E Weluasaldas SOPED SO "IB[MoLusABIW opssaxd ep oJUSTUNE 2P BUUIXEUW 3PEPIOORA
pip [pLsle ogssaud ‘(I [EOIQISIS [BLISLIE ogssard ‘g ‘eipow [eumae ogssaxd NVJ

S9 T 8LI « 86 T SLEY ST T bE OLE F 8OLI 0€€ F $T9T

09 ¥ 831 « V€T 191 b F S LL¥9¢ 61 T 0Tt
T Tl 01 F ST LT ET- 1L F0ZT Z1 7062

02T F 16¥ « V1 F 66 LFOL LEF0T 8 F 69

o1l ¥ 12¢ $ 61 F IST 01 F LL Lo TFee vl T 021

791 ¥ 66¢ *x 9L FOIT 9 F69- Ly F9T 01 98
v % ATAND v % stodop st

ogdrnpawsap

(Ses/SHww) *“1p/dp

(BHwuw) Ad
(wwdqg) Od
(BHww) qvd
(BHww) Svd
(BHww) Wvd

'SOpR[NPaUISIP @

SOPEBIS31SOUE SOY|90D ap SSIE[NISBAOIPIED sonewesed so 31q0s (F/5wr [) AN Op sousaenul opsalur Bp s0UJY €1 ¥PALL



IV.3.1 Efeitos do antagonismo dos receptores as- e - adrenérgicos sob
a resposta hemodindmica induzida pelo veneno da P. nigriventer
em animais desmedulados
Os efeitos cardiovasculares induzidos pela injecdo intravenosa do

veneno da P. nigriventer (1 mgfkg) em animais desmedulados foi inibida de

maneira signifiéativa pelo pré-tratamento com prazosin por via intravenosa

(100 pg/kg) quando comparados com o grupo controle {tabeia 14 e figuras 28

e 29). Tal inibigdo ndo ocorreu quando 0s animais foram pré-tratados com o

atenolol (0,5 pg/kg, i.v.) (tabela 15 e figuras 30 e 31).
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DESMEDULAGAO E PRE-TRATAMENTO COM PRAZOSIN (100 pgikg, i.v.)

= Basal
= Desmedulagao
T PNV Qv

Salina Prazosin

Salina Prazosin

Figura 28: Efeitos da desmedulagdo sobre 0s parametros cardiovasculares basais e do pré-
tratamento dos animais corm prazosin (100 pg/kg, i.v.) ou solugéo salina e sobre a resposta
hemodinamica induzida pela injeco i.v. do venena da P. nigriventer (1 mg/kg) . PAM, presséo
arterial média; PAS, pressdo arterial sistdlica; PAD, pressio arterial diastdlica. * P< 0,05.
(ANOVA).
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Figura 29: Efeifos da desmedulagio sobre 0s parametros cardiovasculares basais e do pré-

tratamento dos animais com prazosin (100 ug/kg, iv.) ou solugdo salina e sobre a resposta
hemadinamica induzida pela injegao i.v. do veneno da P. nigriventer (1 mg/kg) . FC, freqliéncia

cardiaca, PV, pressdo do ventriculo esquerdo; dP/dt may, * P< 0,05, (ANOVA).
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DESMEDULAGAOE PRE-TRATAMENTO COM ATENOLOL (0,5 ng/kg, i.v.)

200+
Basali
. Desmedulagao
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Atenolol

Agenolol

Salina Atenolol

Figura 30: Efeitos da desmedulaco sobre os parametros cardiovasculares basais e do pré-
tratamento dos animais com atenolol (0,5 pg/kg, i.v.) ou sclugdo salina sobre a resposta
hemodinamica induzida pela injegdo iv. do veneno da P. nigriventer (1 ma/kg) . PAM,
pressio arterial média; PAS, presséo arterial sistolica; PAD, pressédo arterial diastolica. * P<
0,05. (ANOVA),
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Figura 31: Efeitos da desmedulacfio scbre os parémetros cardiovasculares basais e do pré-
tratamento dos animais com atenolol (0,5 pa/kg, iv.) ou solucdo salina e sobre a resposta
hemodinamica induzida pela injegdo iwv. do veneno da F. nigriventer (1 mg/kg). FC,
frequiéncia cardiaca; PV, presséo do ventriculo esquerdo; dP/dt ma, velocidade méxima de
aumento da PV. * P< 0,05. (ANOVA). '
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V  DISCUSSAO

O presente trabalho baseou-se em estudos anteriores, 0s guais
investigaram os efeitos cardiovasculares do veneno da aranha P. nigriventer
em ratos anestesiados sob ventilagdo espontanea (Costa e col, 1996).
Demonstrou-se no referido trabalho, que a administragao sistémica de baixas
doses (100 pg/kg) do venenc da F. nigriventer induz queda firansitoria da
presséo arterial, enquanto que doses mais elevadas (300 pg/kg} induzem uma
resposta bifasica, caracterizada por hipotensédo transitoria seguida de
hipertenséio prolongada. O efeito hipertensor observado é independente da
liberagdo de mediadores endogenos vasoativos tais como catecolaminas,
endotelinas e angiotensina Il. O efeito hipotensor induzido pelo veneno da P.
nigriventer, parece também n&o envolver a participagdo de mediadores
vasodilatadores como o éxido nitrico, 0 PAF, a acetiicolina e bradicinina. Logo,
a partir desses dados, decidimos investigar se as alteractes cardiovasculares
induzidas pelo veneno da P. nigrivenfer, principaimente a resposta
hipertensora, poderiam estar se.ndo mediadas, pelo menos em parte, pela
ativacdo de estruturas bulbares do sistema nervoso central envolvidas no
controle da pressao arterial.

Os achados do presente estudo, demonstraram primeiramente que 0s
efeitos cardiovasculares induzidos por injecoes intracerebroventriculares de
baixas doses (30 e 100 pg/kg) do venenc da aranha P. nigriventer em coelhos
anestesiados e ventilados artificialmente, se caracterizou por uma resposta

hipertensora  prolongada, acompanhada de aumentos importantes na
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resisténcia vascular sistémica, caracterizando a ocorréncia de vasoconstricéo
sistémica. Alteracdes cardiacas significativas também foram observadas
através de aumentos da pressdo do ventriculo esquerdo e aumentos do
dP/dtmax. NO entanto, ndo foram observadas alteracdes significativas na
frequéncia cardiaca, provavelmente devido & ativacdo dos barorreceptores em
resposta aos aumentos de presséo arterial. Esses efeitos foram acompanhados
por aiteragées. sistémicas tais como salivagio, fasciculagdo muscular
generalizada e diurese. Ao contrario do que foi observado com a administracéo
central. a administragio sistémica da mesma dose do veneno (100 pg/kg)
induziu uma breve resposta hipotensora, caracterizada por queda da presséo
arterial e da resisténcia vascular sistémica, sugerindo vasodilatagdo sistémica.
Porém, a administrago por via sistémica de uma dose de 1 mg/kg do veneno
foi capaz de induzir um padréo de resposta cardiovascular similar aquele
observado com a administracdo central (i.c.v.) do veneno da P. nigriventer.
Esses resultados poderiam sugerir que a administracdo sistémica de doses
hipertensoras do veneno seriam eficazes em atingir estruturas neuronais
envolvidas no controle cardiovascular e desenvolver tais respostas
hemodinamicas.

O proximo passo desse trabalho, fol a investigacdo dos mecanismos de
acdo central envolvidos na resposta cardiovascular, induzida por injegdes
intracerebroventriculares (30 pg/kg) do veneno da P. nigriventer. Para issc
utilizamos o pré-tratamento com antagonistas de mediadores enddgenos que
sabidamente desempenham um papel relevante na regulacdc central da
presséo arterial, tais como a bradicinina, a angiotensina {1, o glutamato e a

acetilcolina.
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A bradicinina e a angiotensina sdo peptideos vasoatives que
desempenham um papel importante nao s6 na regulagdc da presséo arterial
mas também na fisiopatologia da hipertenso arterial. Ambos peptideos atuam
através de mecanismos centrais e periféricos, interferindo na modulagao da
press&o arterial (Lewis e col., 1983). .

A angiotensina induz aumentos de pressao arterial e aumento da
atividade simpé{ica, quando administrada tanto no sistema nervoso central
guanto na circulagdo sistémica (ver Epstein, 1978; Lewis e col., 1983). A
estimulacéo de receptores de angiotensina 1l no sistema nervoso central leva a
respostas comportamentais, cardiovasculares e enddcrinas. As respostas mais
consistentes sao aumento da pressdo arterial, indugéo do comportamento de
ingestdo de agua e liberagéo de vasopressina (Severs e Daniel-Severs, 1973;
Fitzsimons, 1980; Mangiapane e Simpson, 1980). Quanto ac mecanisme de
acéo envolvido nestas respostas, Bames e Ferrario {1980) demonstraram que
o aumento da pressao arterial induzido pela injegéo i.c.v. de angiotensina Il e
causado pela ativagdo do sistema nervoso simpatico. A participagdo da
vasopressina na resposta pressora & angiotensina il, € controvertida pois a
liberagdo de vasopressina sé pode ser demonstrada com doses elevadas de
angiotensina Il em ratos. Além disso, tal resposta n&o fol constatada em cdes
{ver Reid, 1984). A administracao simultanea de antagonistas de receptores da
vasopressina’do tipo Vi e de um bloqueador os-adrenérgico, em ratos, suprime
a resposta pressora induzida pela administragéo i.c.v. de angiotensina Il (ver
Wright e Harding, 1992).

Considerando que a injegéo i.c.v. de angiotensina Il induz aumentos de

pressao arterial semelhantes aqueles observados com a administragio i.c.v. do
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veneno da P. nigriventer, investigamos a participagao da angiotensina Il na
resposta cardiovascular induzida pelo veneno da P. nigriventer. Os resultados
do presente trabalho, demonstraram que © pré-tratamento com o losartan, um
antagonista dos receptores da angiotensina, nao alterou a hipertensao arterial
induzida centralmente pelo veneno da P. nigriventer, excluindo aséim a
possibilidade do venenc estar promovendo a liberagdo de angiotensina Il no
sistema nervoso. central.

A bradicinina, por sua vez, possui diferentes efeitos quando
administrada sis_‘:émica ou centraimente. A administrac&o intravenosa ou intra-
arterial de bradicinina causa vasodilatagio, queda da presséo arterial e
aumento da permeabilidade vascular (Bhoola, 1992; Lindsey, 1985). Ao
contréric, quando & administrada centralmente e em doses baixas, a
bradicinina induz hipertensdo arterial e taguicardia acompanhadas de
alteragbes comportamentais (excitagdo ou sedag&o) (Graeff e col, 1969},
hipertermia (Almeida e Silva e Pela, 1978), anaigesia e liberagéo de
vasopressina (Rocha e Silva e Malnic, 1964). A administragdo de doses mais
elevadas de bradicinina nos ventriculos laterais proeduz uma resposta bifasica
da presséo arterial, caracterizada por gueda inicial da pressdo arterial seguida
de hipertensdo. O componente hipotensor desta resposta pode ser atribuido a
uma acio sistémica deste peptideo apos ¢ mesmo ter atingido a circulagéo
sanglinea (Lnang e Person, 1968; Lindsey e col., 1989), enguantc que 0s
efeitos presséricos s@o mediados pela ativagé@o dos receptores Bz, uma vez
que s&o bloqueados per antagonistas desta classe de receptores, comeo o HOE
140 (D-Arg-[Hyp®, Thi*® D-Phe’]-BK) (Lembeck e col., 1991), mas ndo por

antagonistas B, (Leu®, des-Arg®)-BK (Lindsey e col., 1989). Além disso, o
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sistema calicreina-cinina parece desempenhar um papel importante na
modulacéo do sistema cardiovascutar € em eventos fisiopatoiégicos. E ainda,
existern relatos de que a injec@o intracerebroventricular de calicreina tissular,
uma glicoproteina que promove a formacéo da bradicinina, amplamente
distribuida no sistema nervosc central, entre outros 0Org&os, também induz
aumento dos niveis de cininas cerebrais e hipertenséo arterial. Esses dados
sugerem a exist‘éncia de um sistema funcional de calicreina tissular no sistema
nervoso central, capaz de modular a presséc arterial (Kariya e Yamatuchi,
1987).

Recentemente, demonstrou-se que a ativagéo do sistema de calicreina
tissular e a subseqlente geragio de cininas e liberacdo de éxido nitrico, é
também o mecanismo pelo qual o veneno da F. nigriventer promove
relaxamentc da musculatura lisa de corpo cavernoso de coelho (Lopes-Martins
e col., 1994). E ainda, em estudos realizados com pele de coelhos, Marangoni
e col., (1993) demonstraram gue o veneno ativa o sistema de calicreina tissular
levando & formagdo local de cininas (calidina), produzindo aumento da
permeabilidade vascular e em consequéncia extravasamento plasmatico com
formacdo de edema local. A partir desse dados, investigamos se 0 efeito
hipertensor induzido centralmente pelo veneno da P. nigriventer, poderia estar
sendo mediado pela ativagéo dos receptores B, da bradicinina. Embora o pre-
tratamento c<;m o antagonista seletivo desses receptores, o Hoe 140, nac
tenha inibidc a resposta pressora induzida pela administracao
intracerebroventricular do veneno, inesperadamente, em nosso modelo

experimental com coelhos anestesiados com barbitdricos, a inje¢do i.c.v. de

bradicinina induziu hipotensdo ao invés da esperada hipertensao arterial. Tais
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resultados inesperados podem ser devidos a influéncia do anestésico sobre o
efeito central da bradicinina, j& que existem relatos demonstrando que em ratos
anestesiados o efeito pressorico da bradicinina pede ser reduzido, abolido ou
invertido a um efeito depressor (Lindsey, 1995). Os anestésicos gerais podem,
de fato, reduzir e/ou aumentar a atividade neuronal e em consequéncia alterar
os efeitos cardiovasculares centrais de diferentes agentes farmacologicos.
Entre outros exémplosT ja foi demonstrado anteriormente que a anestesia &
capaz de alterar o efeito hipertensor das catecolaminas injetadas no ventriculo
lateral (Correa e Margro, 1982) ou do glutamato no niclec do trato solitario
(Machado e Bonagamba, 1992), transformandc-c em um efeito hipotensor.
Outro exemplo classico € a clonidina, um anti-hipertensor de ag¢do central
capaz de induzir hipotensao arterial significativa quando injetada em baixas
doses, por via central, em animais anestesiados com barbituricos (Bousquet e
col., 1984, 1985) tem seu efeito abolido em ratos anestesiados com quetamina,
cloralose ou alfatesin (Bousquet e col., 1977). Além disso, também ja foi
demonsirado que a clonidina pode desencadear um efeito hipertensor
importante apés administrago intracisternal em ratos normotensos n&o
anestesiados (Head e De Jong, 1986).

Dentre os mediadores que participam na regulagao central da presséo
arterial, o glutamato, considerado como o neurotransmissor excitatério de maior
importancia r;o sistema nervoso central de mamiferos, esta envolvido em
diversos mecanismos fisioldgicos tais comoc plasticidade neuronal e
aprendizado e consolidagdo da meméria (Collingridge e Lester, 1989). Neste
contexto, Tibirica e col. {(1995) democnstraram  que injectes

intracerebroveniriculares de glutamato induzem aumentos importanies da
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pressdo arterial, da contratilidade cardiaca e aumentos da demanda de
oxigénio pelo miocardio. Tais efeitos se mostraram muito semelhantes aqueles
observados com a injecdo intracerebroventricular do veneno da P. nigriventer.
Com base em estudos demonstrando que algumas fragdes do veneno da P.
nigriventer induzem a liberagio de giutamato de sinaptossomas de cortex de
rato (Romano-Silva e col., 1993), decidimos investigar 0 envolvimento do
sistema de neurotransmissac glutamatérgica na resposta hipertensora induzida
pelo veneno da P. nigriventer. Contudo, o pré-tratamento dos animais com o
antagonista de amplo espectro dos receptores do glutamato, o acido kinurénico
(Collingridge & Lester, 1989), ndo aiterou de maneira significativa a resposta
cardiovascular produzida pelo veneno, ainda que esta dose tenha sido efetiva
no bloqueio do agonista glutamato. Por outro lado, o tratamento com o
ifenprodil, qgue & um modulador do sitio de ligagéo intracelular das poliaminas,
situado no complexo macromolecular do receptor NMDA do glutamato (Carter e
col.. 1990; Schoemaker e col., 1990), foi capaz de atenuar o efeito hipertensor
do veneno. Fste bloqueic parcial poderia eventualmente ser devido a
passagem do antagonista para a circulacéo sistémica, ja que o ifenprodil
também apresenta a propriedade de bloguear os receptores o-adrenérgicos
vasculares {Chenard e col., 1991). E importante ressaltar que este efeito
inibitério parcial apresentou padréo analogo aquele observado apés o©
tratamento com prazosin por via intravenosa.

Por outro lado, a estimulagdo colinérgica do sistema nervoso central
induzida tanto pela agdo de agonistas quanto pela inibigdo da
acetilcolinesterase, produzem aumentos de press&o arterial em diversas

espécies (rato, gato, c&o e no homem). Embora existam controvérsias na
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literatura quanto aos efeitos cardiovasculares centrais da acetilcolina, ja que
tanto efeitos pressores quanto depressocres ja foram observados, um grande
namero de evidéncias indica que a acstilcolina induz aumentos da pressao
arterial através da ativacio de receptores muscarinicos centrais (Brezenoff e
Giuliano,1982). No entanto, nas condigdes experimentais utilizadas no presente
trabalho, a injecdo i.c.v. de acetilcolina induz somente efeitos cardiovasculares
inibitorios como. hipotensdo arterial marcada. Finalmente, Vital Brazil e col.
(1988), constataram que o venenc da P. nigriventer ativa canais de sddio
dependentes de voitagem, promovendo a liberagdo de acetilcolina e
catecolaminas das terminacdes nervosas autondmicas em auriculas isoladas
de cobaia.

Os resultados do presente trabaiho mostraram que o pré-tratamento dos
animais com atropina por via central ndo alterou a resposta cardiovascular
induzida pelo veneno da P. nigriventer, excluindo assim a participagdo do
sistema colinérgico nesta resposta.

Com o intuito de determinar de maneira definitiva se os efeitos
cardiovasculares sistémicos do veneno da P. nigriventer tinham origem no
sistema nervoso central, utilizamos um modelo experimental de desmedulagéo
dos animais (Szabo e col., 1987; Majewski e col., 1983). Através deste método,
eliminamos a participagéio do sistema nervoso central na resposta produzida
pelo veneno ;dministrado sistemicamente.

Surpreendentemente, os resultados observados nesse  grupo
experimental demonstraram gue a administragao intravenosa de uma dose de
1 mg/kg do veneno da P. nigriventer induziu uma resposta hipertensora

prolongada, acompanhada de aumentos da presséo ventricular esquerda e do

80



dP/dtya. Esta resposta foi inibida de maneira significativa pelo pré-tratamento
com © antagonista os-adrenérgico prazosin, demonstrando que o efeito
sistémico do veneno, pelo menos em animais desprovidos da influéncia do
sistema nervoso central, se deve ac aumento da atividade do sistema nervoso
simpatico periférico com conseqUente ativacdo de receptores o-adrenérgicos.

Apesar dos resultados citados acima, ndo poderiamos descartar ainda a
possibilidade do veneno da P. nigriventer, quando administrado por via i.c.v.,
desencadear a ativagdo de um mecanismo central, que teria, eventualmente,
como efeito final a ativagio do sistema nervoso simpaticc e conseqglente
aumento da resisténcia vascular periférica e da presséo arterial. Para investigar
esta hipotese, observamos o efeito do antagonismo dos receptores ouy-
adrenérgicos através da administragéo de prazoéin por via intravenosa, sobre a
resposta hipertensora induzida por inje¢des i.c.v. do venenoc da P. nigriventer.
Nossos resuitados demonstraram que o bloqueio seletivo dos receptores ay-
adrenérgicos inibiu de maneira significativa a resposta hipertensora induzida
pela injegdo central do veneno, sugerindo a ativacao de estruturas envolvidas
no controle central do sistema cardiovascular que, por sua vez, levam a um
aumento da ativadade eferente simpatica para a periferia.

Posteriormente, resolvemos investigar se os efeitos cardiovasculares
induzidos por via sistémica pelo veneno da P. nigriventer, em animais integros
com relacdo ao sistema nervoso autdnomo, envolveria tambem a ativagéo dos
receptores o-adrenérgicos, embora existam evidéncias de que a hipertenséo
induzida pelo veneno da P. nigriventer em ratos anestesiados nao é mediada
pela ativagdo de tais receptores (Costa e col, 1996). Nossos resultados

demostraram claramente que os receptores a-adrenérgicos desempenham um
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importante papel na resposta hipertensora induzida pelo veneno, ja que o pre-
tratamento com prazosin atenuou de maneira significativa, os aumentos das
pressées arteriais media, sistdlica e diastdlica, assim como os aumentos da
resisténcia vascular sistémica e o efeito inotrépico positivo.

No entanto, uma série de evidéncias nos permite sugerir que parte dos
efeitos cardiovasculares cbservados apos a administracéo sistémica do veneno
da P. nign’ventér poderia ter sua origem no sistema nervoso central: 1) o
veneno possui a capacidade de promover a ruptura da barreira
hematoencefalica por um periodo bastante prolongado (Le Sueur,1998), 2) a
existéncia de estruturas neuronais envolvidas na regulagéo do sistema
cardiovascular isentas de barreira hematoencefalica, poderia facilitar ©
desencadeamento do efeito hipertensor ao nivel central; 3) o quadro clinico
observado apds a inoculagdo do veneno em humanos, pelo menos nos casos
mais graves, inciui diversos sinais e sintomas neurotdgicos; 4) no presente
trabalhe, o blogueio dos receptores ag-adrenérgicos com ¢ prazosin nao foi
capaz de inibir totalmente a resposta induzida pela injegéo intravenosa do
veneno.

Em resumo, podemos concluir que o veneno da aranha P. nigriventer
possui 2 componentes de ag&o cardiovascular: um central e outro periférico. Os
ofeitos hemodinamicos centrais se devem a um mecanismo ainda n&o
identificado, que n&o envolve a ativag&o dos receptores B, da bradicining, dos
receptores muscarinicos, dos recepiores da angiotensina 1, nem dos
receptores do glutamato. Além disso, os efeitos cardiovasculares centrais tem

como via efetora final a ativagéo do sistema nervoso simpatico € conseglente

ativacdo dos receptores a-adrenérgicos. Ja os efeitos cardiovasculares
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periféricos do veneno, podem ser imputados & ativagéo direta dos receptores

o-adrenérgicos ou indireta, através da liberagao de catecolaminas da medula

da adrenal.
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Vi

CONCLUSOES

O veneno da aranha P. nigriventer possui 2 componentes de’ agao

cardiovascular: um central e outro periférico.

Os efeitos hemodinamicos centrais se devem a um mecanismo ainda

nic identificado, que ndo envolve a participagdo de mediadores

como a bradicinina, a acetilcolina, angiotensina 1i, nem o glutamato.
Os efeitos cardiovasculares centrais tem como via efetora finai a
ativacdo do sistema nervoso simpético e conseglente ativacac dos
receptores a-adrenérgicaos.

Os efeitos cardiovasculares periféricos do veneno, devem-se a uma
provavel ativagéo direta ou indireta (libsragéo de catecolaminas pela

adrenal) dos receptores o-adrenergicos.
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vii SUMMARY

The putative central effects of Phoneutria migriventer venom have been
investigated. New Zealand rabbiis were anaesthetized, immobilized and
artificially ventilated. The arterial pressure (AP), cardiac output (CO)', {he
pressures of the left ventricle, dP/dt max were continucusly monitored and
systemic vascular resistance (SVR) was calculated from CO values. The
intracerebroventricular injection of increases doses of PNV (30 pg.kg“ and 100
ug.kg™) (n=5-13), produced an increase in MAP (61 £5 and 61 £ 10 %), in SVR
(135 + 21 ahd 161 + 37 %) and the dP/dt max (30+ 21 and 37 + 7 %),
respectively and a decrease in CO. These changes were accompanied by
tachycardia, salivation, fasciculations and arrythmias. At the contrary, the same
dose of the Phoneutria nigriventer venom injected intravenously produced only
a hypotensive effect with a decrease of the SVR. Moreover, a much higher dose
of the PNV (1 mg.kg") injected intravenously preduced a similar hypertensive
effect with a increase in MAP (70 + 9 %), in SVR {108 + 31 %) and dP/dt max (51
+ 8 %). The central administration of atropine (10 ug), Hoe 140 (0.5 ug/kg),
Losartan (50 pg/kg) and kynurenic acid (250 ug/kg) did not inhibited the
nypertensive response induced by the i.c.v. injection of PNV (30 pg/kg). Only
ifenprodil (100 pg/kg) was able o partly reduce the P. nigriventer venom effects.
This result is probably due to the fact that ifenprodil is also an a blocker. The
pretreatment of the animals with intravenous injections of prazosin (100 pg/kg)
promptly reduced the hypertensive response induced by PNV injected centrally
and systemically.

In pithed rabbits, the pretreatment with prazosin (100 Hg/kg) but not

atenolol (0,5 Ma/kg) abolished the hypertensive resposnse induced by P.
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nigriventer venom. Our results indicate that the PNV central and peripheral
offects. The central mechanism of action may activate the sypathetic nervous
system with consequent activation of a-adrenoceptors and the peripheral
effects probably due to a direct or indirect (catecolamines release) ativation of

the o~ adrenoceptors.
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