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RESUMO

As aranhas do género loxoceles sdo espalhadas mundialmente e suas picadas
podem se manifestar em individuos de duas formas, primeiro como quadro cutaneo
ou dermonecrético e segundo como quadro sistémico, sendo consideradas como
problema de saude publica. Independente da espécie da aranha, o veneno pode
causar dermonecrose, hemolise, disfuncéo renal e resposta inflamatoéria sistémica.
De acordo com estudos, um importante componente do veneno responséavel por
hemdlise e dermonecrose é a Fosfolipase D. Os objetivos deste trabalho foram
avaliar os efeitos diretos e sistémicos da toxina recombinante Fosfolipase D (PLD)
em musculos papilares, anéis de aorta e coracdes isolados perfundidos. Avaliamos
em musculo cardiaco e liso de ratos Wistar parametros de contratilidade como
geracao de forca e pressao, velocidade maxima de contracdo e de relaxamento.
Nossos estudos demonstraram que em coracdes isolados de animais pré-tratados, a
administracdo intraperitoneal de fosfolipase D reduziu o valor madximo de presséo
intraventricular, a velocidade maxima de relaxamento (-dP/dt). N&o foram
observados efeitos diretos da toxina em parametros de contratilidade de musculos
papilares isolados e anéis de aorta. Esses dados sugerem que o efeito da
Fosfolipase D é decorrente de sua acao sistémica.

Palavras-chave: Musculo cardiaco. Musculo liso. Fosfolipase D.



ABSTRACT

Loxoceles spiders gender are worldwide spread and it's bites can cause in
individuals two types of injury. The first is a dermonecrotic process and the second is
a systemic frame, being considered a public health problem. Independently on spider
species, it's poison can cause dermonecrotic frame, hemolysis, kidney dysfunction
and systemic inflammatory responses. According with studies, an important
component of poison, responsible for hemolyis and dermonecrotic frame is
phospholipase D (PLD). The objectives of this work were to evaluate direct and
systemic effects of recombinant toxin phospholipase D in papillary muscles, aortic
rings and isolated perfused hearts. Wistar rats were used to evaluated contractile
parameters as force and pressure generation, maximum speed of contraction and
relaxation. Our studies showed in isolated hearts that the i.p. administration of
phospholipase d reduced the maximum value of intraventricular pressure and the
speed of relaxation (-dP/dt). We didn’t find direct effects of toxin in contractile
parameters of isolated papillary muscles and aortic rings. These data suggest that
the effect of phospholipase D is due to a systemic action.

Key-words: Cardiac muscle. Smooth muscle. Phospholipase D.
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1 INTRODUCAO

As aranhas sao animais peconhentos comuns, encontrados em
grande numero em quase todos os ambientes, incluindo habitats urbanos
(ISBISTER; GRAY, 2002). Praticamente todas as aranhas sdo venenosas,
mas poucas sdo capazes de picar os seres humanos de forma significativa
devido as seu pequeno tamanho. A morbidade clinicamente significativa
decorrente da picada da aranha € restrita a um nimero pequeno de espécies
e o indice de ébitos € bastante pequeno (WHITE et al., 2003). As picadas das
aranhas do género loxosceles causam morbidade e mortalidade significativas
e, por isso devem ser consideradas um problema de saude publica (CHAIM et
al., 2011).

As aranhas do género loxosceles recebem o nome popular de aranha
marrom por apresentarem coloragdo que varia do marrom claro ao escuro.
Sao encontradas em regides de clima equatorial a temperado, espalhadas
pelos cinco continentes, onde existe registro de acidentes com seres
humanos (DUNCAN et al., 2010; SAUPE et al., 2011; VETTER; ISBISTER,
2008). Em algumas regides do Brasil, Chile e Peru, os acidentes provocados
por aranhas do género loxosceles sdo um problema de saude publica
significativo (DA SILVA et al., 2004). Essas aranhas ndo sao agressivas e 0S
acidentes ocorrem quando as pessoas comprimem a aranha ao vestir-se,
enxugar-se ou durante o sono, ocorrendo a picada como forma de defesa
(FUTRELL, 1992).

Acidente loxoscélico ou loxoscelismo é a designacdo do quadro
clinico desenvolvido por individuos picados por aranhas do género loxosceles
(FUTRELL, 1992). Esse quadro clinico pode se manifestar de duas formas,
primeiro como quadro cutdaneo ou dermonecrético (84-97% dos casos) e
segundo como quadro sistémico (3-16% dos casos) (BARBARO et al., 1992).
Os efeitos sistémicos do veneno sdo potencialmente fatais devendo ser
clinicamente abordados de forma rapida e objetiva (PETERSON, 2006). A
gravidade do acidente e o desenvolvimento de determinado quadro clinico
dependera de fatores relacionados com a espécie da aranha marrom, seu
sexo, 0 estagio de desenvolvimento (GONCALVES DE ANDRADE et al.,
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1999) e a quantidade de veneno inoculado (SEZERINO et al., 1998). Além
disso, dependerd das caracteristicas genéticas do individuo acidentado
(BARRETTO; CARDOSO; DE CILLO, 1985), estado nutricional da vitima,
local da picada, susceptibilidade ao veneno e o tempo que o acidentado leva
para obter tratamento correto (BARBARO; EICKSTEDT, 1994). Apenas uma
picada pode ser fatal.

O quadro cutaneo é caracterizado por dermonecrose na regido da
picada. A picada pode ndo ser sentida pelo individuo no momento, mas apoés
duas a oito horas, surge a dor, que é caracterizada por ser local e do tipo
gueimacdo ou ardéncia. Ocorre também edema, mal estar e febre. Apds trés
a cinco dias pode ocorrer necrose e formacéo de abscesso. Em alguns casos
a necrose evolui em duas a seis semanas para formacdo de uma escara de
dificil cicatrizac&o, podendo originar sequelas deformantes (FUTRELL, 1992).

Algumas vitimas podem desenvolver loxoscelismo sistémico, que
pode ser acompanhado de loxoscelismo dermonecrético. Pode ocorrer
anemia hemolitica, trombocitopenia decorrente da agregacdo plaquetaria e
coagulacao intravascular, eventos esses que culminam na diminuicdo do
hematécrito (FUTRELL, 1992; PETERSON, 2006). Pode ocorrer ainda
insuficiéncia renal aguda, associada com a obstrucdo da luz tubular, fator
principal de morte nos casos de loxoscelismo.

No Brasil as espécies de aranha mais relacionadas com acidentes do
género loxosceles sdo as espécies Loxosceles gaucha, Loxosceles laeta e
Loxosceles intermedia. Independente da espécie, este veneno pode causar
dermonecrose, hemdlise, disfuncédo renal e resposta inflamatéria sistémica
(BARBARO et al., 2005; CHAIM et al., 2011; DA SILVA et al., 2004). De
acordo com estudos, o componente do veneno responsavel por hemdélise e
dermonecrose é a esfingomielinase D, devido a habilidade de hidrolisar
esfingomielina (FUTRELL, 1992). Entretanto o termo fosfolipase D é mais
correto porque o0s membros desta familia de toxinas hidrolisam
esfingolipideos e lisoglicerofosfolipideos (CHAIM et al., 2011; LEE; LYNCH,
2005).

O veneno da aranha marrom é uma mistura de proteinas no qual
existe predominancia de proteinas de baixa massa molecular, entre 5 e 40

kDa e o total de veneno injetado possui em média 10 microgramas de
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proteina (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992; SAMS et al., 2001,
SWANSON; VETTER, 2006). Algumas toxinas presentes no veneno foram
identificadas, como diferentes formas de fosfolipase D, que ocasiona
dermonecrose, hidrélise de fosfolipideos, hemolise e distlrbio renal.
Metaloproteases, serino proteases e hialuronidases, que degradam matriz
extracelular (CHAIM et al., 2011; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; GREMSKI
et al., 2010; TREVISAN-SILVA et al., 2010). A fosfolipase D interage com 0s
fosfolipidios e os degrada, gerando ceramida-1-fosfato e &cido lisofosfatidico,
iniciando uma cascata que permite que o calcio entre na célula pelos canais
do tipo L, contribuindo para hemélise (CHAVEZ-MOREIRA, D.; VEIGA, 2011).

Embora as vitimas procurem atendimento médico dentro das
primeiras 24 horas apos o acidente (RODRIGUES et al., 1986) é sabido que
0s componentes do veneno permanecem na lesdo durante um longo periodo
de tempo (CARDOSO et al., 1990). O teste de ELISA detectou antigenos
circulantes nos rins, coracao, pulmédo e figado de ratos envenenados. Este
mesmo estudo revelou que coracdes de camundongos intoxicados por
fosfolipase D tém aumento na corrente de calcio pelos canais do tipo L e
aumento também no transiente de célcio, embora a forca de contracdo
sistélica seja diminuida (DIAS-LOPES et al.,, 2010). Este é o Unico estudo
relacionando fosfolipase D e coracdo na literatura, mesmo o coracédo sendo o
segundo orgdo mais afetado pelo veneno. Nao existem dados na literatura
relacionando os efeitos da fosfolipase D e na mecénica cardiaca ou no

acoplamento excitacéo contracao.
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1.1 CORACAO

A existéncia do coracdo ja era conhecida pelos antigos gregos, que
deram o nome de kardia. Os romanos modificaram kardia para cor. A palavra
teutbnica herton, também derivada de cor originou a palavra heart, através do
inglés medieval heorte.

Galeno, o pai da fisiologia experimental, por volta de 200 A.C., sabia
gue o coracdo punha o sangue em movimento. Ele descobriu que as artérias
continham sangue e, ndo ar. Galeno pensava que havia poros entre o lado
direito e esquerdo do coracédo e, que o espirito vital era formado nos pulmdes
a partir de uma mistura de ar e sangue.

Anos mais tarde, Versalius (1514-1564) mostrou claramente atraves
de dissecac¢bes que ndo havia poros, mas sim um septo separando o lado
direito do esquerdo. O ponto crucial foi quando Servetus (1511-1553)
identificou a circulacao direita e a circulacao esquerda (OPIE, 1998).

O coracédo é um 6rgado em forma de cone, com o tamanho aproximado
de uma mao fechada, e localizado por entre os pulmdes num espacgo
denominado mediastino, onde se situa obliquamente. E descrito como
possuindo uma base, um apice, faces diafragmatica e esternocostal
(SILVERTHORN, 2003; SPENCE, 1991). A base do coracdo esta voltada
para cima, para tras e para direita, ao nivel da segunda e terceiras costelas. E
formada pelo atrio esquerdo, atrio direito, e a por¢cdo proximal dos grandes
vasos que penetram pela parte posterior do coracdo. O apice é localizado ao
nivel do quinto espaco intercostal esquerdo. A face diafragmatica € a regido
entre a base e o0 apice que repousa sobre o masculo diafragma. Esta envolve
os ventriculos direito e esquerdo. A face esternocostal é a face anterior do
coracao, formada pelo ventriculo e atrio direitos.

O coracdo apresenta quatro camaras: atrio direito, atrio esquerdo,
ventriculo direito e ventriculo esquerdo. Os atrios sdo menores e se localizam
na parte superior do coracdo, os ventriculos sdo maiores e constituem o
volume principal do 6rgdo. Os atrios sdo separados entre si por um septo
interatrial e os ventriculos separados por um septo interventricular (POWERS,
S.K.; HOWLEY, 2000).
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Vasos sanguineos de grande calibre entram ou saem do coragéo pela
sua base, como veia cava superior e veia cava inferior, que trazem o sangue
venoso para o atrio direito, artéria tronco pulmonar que se divide em artéria
pulmonar direita e esquerda, e que levam o sangue do ventriculo direito para
os pulmdes, veias pulmonares, duas direitas e duas esquerdas, que trazem o
sangue do pulméo para o atrio esquerdo e artéria aorta, que leva o sangue do
ventriculo esquerdo para o corpo (SILVERTHORN, 2003; SPENCE, 1991).

Existem quatro grupos de vélvulas cardiacas que direcionam o fluxo
sanguineo através das camaras cardiacas, impedindo que o sangue reflua.
S&o as valvas atrioventriculares (direita e esquerda) e as valvas semilunares
(pulmonar e adrtica).

Localizadas entre os atrios e o0s ventriculos, as duas valvulas
atrioventriculares séo pregas de endocardio com uma estrutura de tecido
conjuntivo. As cuspides sao ancoradas aos musculos papilares dos
ventriculos através de cordas tendineas. Os papilares que sao
prolongamentos de miocardio exercem tensao sobre as cuspides das valvas,
impedindo que as valvas sejam for¢cadas para o interior dos atrios quando da
contracdo ventricular, sendo que a valva atrioventricular direita possui trés
cuspides, e por isso denominada tricuspide e a valva atrioventricular esquerda
possui duas cuspides e € conhecida como bicuspide ou mitral.

Apoés a contragdo ventricular o sangue é impedido de retornar aos
ventriculos pela funcdo das valvulas semilunares. Ambas possuem trés
cuspides e estdo presas as paredes dos vasos. Quando os ventriculos se
contraem, a forca do sangue empurra as cuspides contra as paredes dos
vasos, abrindo-as e, quando os ventriculos relaxam, o proprio sangue, ao
retornar fecha as valvas (OPIE, 1998; SILVERTHORN, 2003; SPENCE,
1991).

O coracao € constituido por trés camadas: 1) Camada externa: O
coracao esta envolvido pelo pericardio, cujas duas superficies podem ser
imaginadas, se concebermos o coracdo como uma mao empunhada e
mergulhada dentro de um bal&o. A superficie do baldo em contato intimo com
a mao € analoga ao pericardio visceral, ou epicardio. Essa superficie envolve
o coracéo, prolongando-se por varios centimetros sobre cada um dos grandes

vasos. Depois ela se volta, como a superficie externa do baldo, para formar o
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pericardio parietal. As duas superficies pericardicas sao formadas por tecido
seroso liso e brilhante, e separadas por uma fina camada de liquido
lubrificante que permite ao coracdo movimentar-se livremente dentro do
pericardio parietal. O pericardio parietal é ligado, através de ligamentos, ao
manubrio, ao processo xifoide, a coluna vertebral e ao diafragma.
Normalmente, ha cerca de 10 a 20 ml de liquido pericardico que umedece as
superficies contrateis dos pericardios visceral e parietal. 2) Camada média: E
0 miocérdio, ou seja, o0 musculo cardiaco a que corresponde a maioria da
espessura da parede do coracdo. Este tecido € formado por inUmeras
estruturas de fibras musculares estriadas, semelhantes as que constituem os
musculos esqueléticos, mas que ao contrario destas ndo sao controladas pela
vontade. 3) Camada interna: E o endocardio, uma fina e delicada ttnica de
tecido epitelial que reveste por completo os atrios, os ventriculos e as valvas
cardiacas. (OPIE, 1998; POWERS, S.K.; HOWLEY, 2000; SPENCE, 1991).

A parede ventricular esquerda é trés vezes mais espessa que a
parede ventricular direita e possui fibras dispostas em varias camadas. Nas
camadas interna e externa as fibras correm longitudinalmente do apice em
direcdo a base do coracdo. Com este padréo de fibras, quando o musculo se
contrai, ele ndo apenas impulsiona o sangue, mas gira o coragao pra frente
em direcdo ao térax, de forma que isso pode ser sentido pelo lado de fora, e é

conhecido como Impulso apical (OPIE, 1998).

1.2SISTEMA DE CONDUCAO DO CORACAO

O musculo cardiaco € inervado pelo sistema nervoso autbnomo, isto
€, pelo simpético e pelo parassimpatico. Do simpatico, o coracao recebe os
nervos cardiacos simpaticos, sendo trés cervicais e quatro ou cinco toracicos.
As fibras parassimpaticas que chegam ao coracdo seguem pelo nervo vago
(X par craniano), do qual derivam o0s nervos cardiacos parassimpaticos,
sendo dois cervicais e um toracico. Todavia, 0 coracdo apresenta um sistema
de conducéo. Tal sistema de conducdo é formado por um conjunto de fibras
musculares excitatérias e condutoras especializadas. Estruturalmente, é
formado pelo Nodo Sino-atrial (NSA), Nodo Atrio-ventricular (NAV), Vias de

conducdo intermodais, Feixe de His e Fibras de Purkinje. A excitacdo ritmica
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comeca no NSA, situado na parede atrial direita, inferior a abertura da veia
cava superior. Sao descritas trés vias de conducao que facilitam a conducao
do impulso elétrico entre os nodos SA e AV. Essas trés vias sdo chamadas de
Feixes Internodais anterior, médio e posterior. O Feixe internodal anterior, ou
Feixe de Bachman, cursa anteriormente ao redor da veia cava superior, e
para baixo ao longo do septo atrial até o Nodo AV. Fibras dessa via também
se ramificam para o atrio esquerdo. O Feixe internodal médio parte do Nodo
SA e curva posteriormente ao redor da veia cava superior, indo até o Nodo
AV. O Feixe internodal posterior corre posteriormente através da crista
terminal e depois pelo septo atrial posterior para alcancar o Nodo AV.

As células do NSA, do NAV e as Fibras de Purkinje ndo necessitam
de estimulo externo para iniciar um potencial de acdo, sendo estas células
marca passo em potencial. Esta propriedade é chamada de automatismo e é
caracteristico dessas células. Nestes tecidos, ndo existe um potencial de
repouso fixo, sendo a repolarizacdo ao final de um potencial de acédo (PA)
seguida de uma despolarizacdo lenta da membrana denominada
despolarizacdo diastélica lenta (DDL) ou fase 4 dos potencias de acao
automaticos. Esta fase prossegue até um valor de potencial (potencial limiar),
a partir do qual ocorre a ativacdo da corrente de calcio (Ic,L) € consequente
despolarizacdo celular (fase 0). Nas células nodais, a despolarizacdo se da
por ativacao de Ica. € nas Fibras de Purkinje isso acontece devido a abertura
dos canais rapidos de sodio (Ing). Por outro lado, as fibras de trabalho atriais e
ventriculares ndo apresentam DDL, e permanecem, apos o final de um PA,
em seu potencial de repouso estavel até serem estimuladas novamente.

Dentre os tecidos dotados de automatismo, as células do NSA séo as
gue mostram fase 4 mais inclinada (DDL mais rapida), o que se traduz em
maior frequéncia de disparo, garantindo a esta estrutura a condicdo de marca-
passo cardiaco primario (AIRES, 2012; COSTANZO, 2004).
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1.3 CELULAS E ORGANELAS DO CORAGCAO

1.3.1 Sarcolema

O miocardio é constituido de células musculares estriadas ramificadas
e com nucleo central. Sua membrana superficial € denominada sarcolema e é
de natureza lipoprotéica. A porcdo lipidica é formada por moléculas
fosfolipidicas contendo duas cadeias de acidos graxos na parte central e
ligadas a porcdes globulares fosfatadas nas regides periféricas. A porcao
proteica tem forma globular, localizando-se na porgao interna ou externa da
membrana, ou ainda transpassando-a completamente. Sdo geralmente de
natureza glicoproteica, com funcdes diversas (ex., receptores de hormoénios e
neurotransmissores, enzimas e canais ionicos). As células do miocardio ou
cardiomidcitos sdo menores que as células esqueléticas e tém em média 10 a
20 micrémetros de diametro e 100 micrometros de comprimento (AIRES,
2012). No interior das células musculares encontramos o seu citoplasma
(sarcoplasma), organelas e sistemas tubulares. Das organelas celulares, cabe
lembrar o papel das mitocéndrias. Estas funcionam como usinas geradoras de
energia, sintetizando ATP a partir da atividade da cadeia respiratoria. Esta
energia provém da metabolizacdo aerdbica de glicose e de acidos graxos,
sendo entdo utilizada para a execuc¢do da contracdo. E provavel que haja
funcdo das mitocéndrias no controle da concentracdo de calcio
mioplasmatico. (AIRES, 2012; SOMMER; WAUGH, 1976; STENGER; SPIRO,
1961).

1.3.2 Comunicacao

Nas regidbes de contato entre as células encontramos inumeras
especializacfes, tais como desmossomos, regides de ancoramento e juncdes
de baixa resisténcia elétrica do tipo gap. As juncdes do tipo gap permitem ao

miocéardio se comportar como um sincicio funcional. Estas interconexdes por
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discos intercalares permitem os ions atravessar a célula de um lado a outro,
permitindo a transmissao de impulsos nervosos de uma célula a outra. Assim,
quando a célula é despolarizada e se contrai, as células conectadas se
contraem junto, como uma unidade. As células dos atrios ndo se comunicam
com as células dos ventriculos, sendo separados por uma camada de tecido
conjuntivo que ndo permite a transmissao de impulsos elétricos. Desta forma
0s atrios se contraem separadamente dos ventriculos (ALBERTS, 2006;
BERNE; LEVY, 2000; POWERS, S.K.; HOWLEY, 2000).

1.3.3 Tubulo transverso e reticulo sarcoplasmatico

Nas células musculares, encontramos sistemas tubulares. Um deles,
0 sistema transverso ou tubulo-T que se caracteriza como uma invaginacao
do proéprio sarcolema que penetra e percorre transversalmente as células e,
ramificando-se, envolve os sarcOmeros nos discos Z. O outro, o reticulo
sarcoplasmatico (RS), tem localizagdo estritamente intracelular. E composto
por tabulos que correm longitudinalmente por entre as miofibrilas e, no disco
Z, formam cisternas que entram em contato com o sistema transverso. A
regido do RS que entra em contato com o0 sistema transverso e constitui
cisternas laterais é denominada reticulo juncional. A combinag¢do entre um
tubulo transverso e duas cisternas laterais do RS recebe o nome de triade. No
miocéardio, também € comum a visualizacdo de cisternas do RS em contato
com a membrana superficial (sarcolema) e, nesse caso, sdo denominadas
diades (AIRES, 2012; SOMMER; WAUGH, 1976; STENGER; SPIRO, 1961).
Estes sistemas tubulares desempenham papel importante na ativacdo da

contracé&o muscular.

1.3.4 Miofilamentos

Dentro das células musculares, existe o material contratil. Este
encontra-se organizado, formando uma estrutura repetitiva, o sarcémero,

considerado como a unidade contratil basica do musculo. O sarcémero é
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limitado por duas linhas ou discos Z. Entre eles, ha regides claras e escuras
denominadas, respectivamente, bandas | e A. A banda | é uma regido
isotropica, ndo desvia a luz polarizada e é composta por filamentos finos que
se ligam a linha Z. Assim, de cada lado da linha Z, temos uma hemibanda I. A
banda A é anisotropica, desvia a luz polarizada, dai sua aparéncia escura
quando vista ao microscopio de polarizacdo. E constituida por filamentos
grossos. Nas porcgoes laterais da banda A, existe uma regido de superposicao
de filamentos grossos e finos e, entre estas, temos uma regido onde s6 se
encontram filamentos grossos. A esta Ultima regido, localizada no meio da
banda A, chamamos de banda H. Na porcdo mediana dos sarcémeros, no
meio da banda A, os filamentos grossos apresentam um espessamento que
gera a linha M. Em condicdo de repouso, os sarcomeros medem cerca de
2,02 um de comprimento.

Os filamentos finos, medidos a partir da linha Z até sua extremidade,
tém 1,6 um, enquanto os grossos, em média, 1,5 um. E nestes miofilamentos
gue vamos encontrar as proteinas que participam do processo da contracao.
Os filamentos grossos também se ligam a linha Z, por meio de um filamento
de conexdo. Sao nestes filamentos que se encontram as proteinas que
participam do processo de contracao. Os filamentos espessos sdo compostos
pela proteina miosina, contendo seis cadeias polipeptidicas, um par de
cadeias pesadas e dois pares de cadeias leves. A cadeia pesada da miosina
€ composta pela porcdo S1, que contém a cabeca da miosina e S2, que
contém parte da cauda em alfa hélice. As quatro cadeias leves sao
localizadas nas cabecas globulares da molécula de miosina, que possui um
sitio de ligacdo para a actina, necessario para a formacdo das pontes
cruzadas. Os filamentos finos sdo compostos por proteinas, actina,
tropomiosina e troponina. A actina € uma proteina globular chamada de actina
G. Nos filamentos finos ela é formada por dois cordées em forma de alfa
hélice formados por actina filamentosa, ou actina F- A tropomiosina é uma
proteina filamentosa em forma de bastdo que se localiza na fenda de cada
filamento torcido de actina. Seu propdsito é bloquear os locais de ligacdo
entre a miosina e a actina. Para que ocorra a contracdo, a tropomiosina deve

se mover para que haja interagdo entre miosina e actina. A troponina € uma
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proteina disposta ao longo da tropomiosina, € formada por um complexo de
proteinas globulares, troponina T, troponina | e troponina C. A troponina T é
referente a tropomiosina, ou seja, o local de ligacdo da troponina, troponina |
referente a inibicdo do sitio de interacdo da actina com a miosina e a
troponina C, referente ao sitio de ligacdo do calcio, desempenhando papel no
inicio da contragdo (AIRES, 2012; GAUTEL; GOULDING, 1996; SCHIAFFINO;
REGGIANI, 1996; SOLARO; RARICK, 1998).

1.3.5 Citoesqueleto

As proteinas do citoesqueleto sdo proteinas cuja funcao principal é
manter a estrutura celular, ndo s6 conservando a forma e a posi¢cdo de
organelas celulares como também mantendo a estrutura da membrana
celular.

Entretanto, estas proteinas estdo envolvidas em varios outros
processos fundamentais do funcionamento celular, quais sejam: adeséo
celular, interacdes célula a célula, manutencdo de especializacdes regionais
das células e transferéncia de informacéao da superficie celular ao citoplasma.
Para exercer estas diversas funcdes, as proteinas do citoesqueleto precisam
ancorar-se nas membranas (externa e de organelas). Os principais locais de
ancoramento na membrana externa sdo 0s desmossomos e 0s costameros. A
placa do desmossomo tem proteinas que se ligam aos filamentos
intermediarios. Os costameros funcionam como ancoradouros de proteinas
diversas (vinculina, talina, alfa-actinina e espectrina) no disco Z. Outras
proteinas que se ligam a membrana celular sdo as anquirinas e a distrofina.
Estas parecem desempenhar papel na regulacdo da estabilidade sarcolemal e
na sua permeabilidade (SCHIAFFINO; REGGIANI, 1996).

A distrofina ancora os filamentos finos no citoesqueleto, através da
membrana, na matriz extracelular As proteinas longitudinais do citoesqueleto
incluem a titina, que esta associada aos filamentos espessos e se estende
das linhas M aos discos Z. A titina centraliza os filamentos espessos no
sarcomero (COSTANZO, 2004). A nebulina esta associada aos filamentos

finos, se estendendo de uma extremidade a outra, regulando o comprimento
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dos filamentos finos. A alfa actinina ancora os filamentos finos aos discos Z
(AIRES, 2012; BERNE; LEVY, 2000).

1.4 CANAIS, BOMBAS E TROCADORES NO MUSCULO CARDIACO

1.4.1 Bomba de calcio da membrana sarcoplasmética (PMCA)

Na membrana plasmatica localiza-se uma bomba de Ca*™ chamada
Bomba de Calcio da Membrana Plasmatica, todavia, seu nome segue a
palavra em inglés, ou seja, Plasma membrane Ca'*-ATPase. A PMCA tem
alta afinidade por célcio e baixa velocidade de transporte. Foi proposto que
seu papel na regulacéo diastolica € sutil e a contribuicdo em retirar céalcio da
célula é de menor importancia. Assim sendo, foi postulado que a PMCA serve
para o ajuste fino da concentracdo de calcio intracelular (CARONI; ZURINI;
CLARK, 1982).

A PMCA é reguladora da oxido nitrico sintetase. Isso representa
consequéncias funcionais no AMP ciclico e no GMP ciclico, que regulam a
contracdo cardiaca. Segundo Mohamed et al, 2011 a PMCA é um
transportador de calcio que tem papel exclusivo na sinalizacdo celular, mais
especificamente por ligar a NO sintetase na membrana cardiaca. Afirma ainda
gue a PMCA néo contribua pra remocao global do calcio e ndo contribui para
a diastole. O autor conclui que a PMCA regula a contracdo cardiaca atraves
de um mecanismo que liga e modula a NO sintetase. Quando a frequéncia da
modulacdo esta menos intensa, existem diminuicdes nos niveis de GMP
ciclico, acompanhado de uma elevacao nos niveis de AMP ciclico. A atividade
da PKA e a fosforilagdo dos receptores de rianodina no sitio ser 2808 é
aumentada, alterando a amplitude do transiente de célcio, aumentando efeitos

inotrépicos e cronotropicos (MOHAMED et al., 2011).
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1.4.2 Trocador sédio/calcio (NCX)

Localizado na membrana sarcoplasmatica, o NCX funciona como um
trocador eletrogénico, contribuindo para o potencial de repouso da célula,
uma vez que troca 3 sodio pra 1 calcio. No modo a frente, o NCX faz o efluxo
do célcio sendo responsavel por remover aproximadamente 28% do calcio do
citosol (BERS, 2002). No modo reverso, o NCX permite o influxo de calcio.
Segundo Bers, 2008 este influxo seria centenas de vezes menor do que o
influxo via canais tipo L. Alguns autores admitem a possibilidade disso
contribuir para a liberacao de célcio do reticulo sarcoplasmatico induzida por
calcio (CLARK, R.B.; BOUCHARD, R.A.; GILES, 1996; SATOH et al., 2003),
mas outros dizem que nao (LINES et al., 2006; SHAM; CLEEMANN; MORAD,
1992). No musculo cardiaco o que permite 0 modo reverso do NCX sdo o
potencial positivo de membrana e o aumento do sodio intracelular (LARBIG et
al., 2010). Segundo Evans e Cannell, 1997, em animais transgénicos, a
auséncia de NCX causou efeitos modestos na funcdo cardiaca e os midcitos
se adaptaram a falta do mecanismo de efluxo de célcio, diminuindo o influxo
de célcio para a célula para cerca de 80%. A diminuicdo do influxo de calcio
deve-se a mecanismos auto-regulatorios nos canais do tipo L. Os autores
afirmam que nos miocitos com NCX intactos, a corrente de s6dio aumentou o
transiente de calcio, mas nos miécitos nocaute para NCX a corrente de sodio
nao alterou o transiente de calcio. Assim sendo, podemos concluir que o
mecanismo sarcolemal da troca Na'/Ca’™ deve ser encarado como um
processo importante na regulacdo da contratilidade miocéardica, posto que é

capaz de modular a for¢a de contracao.

1.4.3 Receptores Diidropiridinicos (DHP)

Os canais de Ca™" dependentes de voltagem, presentes em diferentes
tipos celulares, também estédo presentes nas fibras musculares cardiacas. Em
geral, sua densidade nas membranas celulares € aproximadamente cem
vezes menor do que a dos canais de Na®, porém, seu mecanismo de ativagéo

e de inativagdo é qualitativamente similar. No muasculo cardiaco, estes canais
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e/ou receptores, estdo melhor expressos na membrana do tabulo-T. Existem
diferentes tipos de canais de Ca™". Os tipos T, L e N foram relativamente bem
caracterizados. Os canais T (transitorios) sdo ativados com potenciais de
membrana (En,) mais positivos que -70 mV inativam-se rapidamente e s&o
bloqueados por Flunarizina. Os L (lentos), sao ativados com E, mais positivos
gue -10 mV e sao bloqueados pelas diidropiridinas (nifedipina, nitrendipina,
etc.); e sdo importantes na geracdo dos potenciais de acdo cardiaco
(HOUSSAY; CINGOLANI, 2004).

1.4.4 Receptores de rianodina (RyR)

Os receptores de rianodina (RyR) séo canais que liberam o célcio do
reticulo sarcoplasmatico, sendo estes necessarios para a contracdo muscular.
Durante a despolarizagdo da membrana sarcoplasmatica, o calcio entra na
célula através de canais voltagem dependente conhecidos por receptores
diidropiridinicos ou canais tipo L. O célcio que influi, induz a liberacdo de
célcio das reservas no reticulo sarcoplasmatico através dos RyR para a
contracdo muscular cardiaca. A isoforma encontrada no musculo cardiaco é
RyR2 (BERS, 2002). Este processo € conhecido como caélcio induz a
liberacdo de calcio (CICR). A amplitude da liberacdo de célcio pelo reticulo
determina a forca da contracdo do musculo cardiaco (WEHRENS; LEHNART;
MARKS, 2005).

1.4.5 Bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA)

O reticulo sarcoplasmatico cardiaco ndo serve apenas como
reservatoério de calcio, mas também para manter a concentracdo de calcio no
citoplasma durante a contracdo e o0 relaxamento muscular. Durante o
acoplamento excitacdo contracdo o cdlcio entra através dos canais tipo L
ativando a liberacéo dos estoques de calcio do reticulo através dos receptores
de rianodina. Isso aumenta o célcio citoplasméatico e inicia 0 processo de

contracdo muscular. A concentragdo de célcio no citosol determina a
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extensdo da contracdo muscular e o desenvolvimento da forca. A remocao do
calcio do citosol pela bomba do reticulo (SERCA) para o reticulo resulta no
relaxamento muscular. Em coelhos, a SERCA remove aproximadamente 70%
do calcio do citosol (BERS, 2002). A razdo do relaxamento é determinado
pela recaptacéo de calcio pela SERCA 2a que é regulada por duas moléculas
proteicas, o fosfolambano e a sarcolipina (PERIASAMY; BHUPATHY; BABU,
2008).

A SERCA 2a é a isoforma mais expressa no coracdo de mamiferos.
Em roedores SERCA 2a é mais encontrada no atrio comparado com o
ventriculo, sendo este um motivo para a duracao da contracdo do atrio ser
mais rapida que a do ventriculo. As expressfes de SERCA 2a séo alteradas
conforme a idade, sendo relatado um decréscimo de quantidade e atividade
de acordo com o envelhecimento, tanto em animais quanto em humanos.
Esta diminuicdo esta associada ao prolongamento da contracdo e diminuicéo
da funcdo cardiaca (BHUPATHY; BABU; PERIASAMY, 2007; PERIASAMY;
BHUPATHY; BABU, 2008).

1.4.6 Fosfolambano (PLB)

A velocidade com que a SERCA bombeia o Ca™ é regulada no
musculo cardiaco por outra proteina do RS, chamada Fosfolambano. Esta
proteina também é expressa no musculo liso e no esquelético.

Um aumento ou diminuicdo nos niveis de PLB ou sua fosforilacdo
impactam diretamente na recaptacdo de calcio pelo reticulo e na funcéo
contratii do muasculo. O PLB é expresso tanto nos atrios quanto nos
ventriculos, mas em menores niveis nos atrios. Baixos niveis de PLB podem
facilitar a recaptacdo de calcio pelo reticulo, provendo mais calcio para a
liberacdo (BLUHM et al., 2000).
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1.4.7 Proteinas associadas ao reticulo sarcoplasmatico: Calsequestrina,

Triadina e Junctina

Calsequestrina e triadina s&o proteinas localizadas em éareas
especializadas do reticulo (figura 1), onde este forma uma juncdo com o
sarcolema, denominado reticulo sarcoplasméatico juncional. Calsequestrina,
triadina e junctina formam um complexo protéico associado com RyR2
facilitando a liberacdo de calcio que ocorre durante a contracdo muscular
(KNOLLMANN, 2009; TERENTYEV et al., 2008; ZHANG, 1997).

A Calsequestrina 2 (Casq2) € a isoforma encontrada no musculo
cardiaco, e sua principal funcdo parece ser proteger o coracao de liberacdes
espontaneas de calcio. O célcio une-se a calsequestrina com alta capacidade
e baixa afinidade. Aproximadamente 50% do célcio armazenado no reticulo
sarcoplasmatico esta associado a calsequestrina. A Triadina prende RyR2 e
Casg2 servindo como um link entre as duas, organizando estruturalmente o
reticulo (GUO; JORGENSEN; CAMPBELL, 1996). Um dos papéis propostos
para triadina e junctina € de ancorar Casq2 aos RyR2 e contribuir para a
retencdo de Casg2 na juncao do reticulo. A auséncia de triadina ocasiona
uma remodelacdo dramatica na juncdo do reticulo com o sarcolema,
reduzindo o contato entre estes, prejudicando o acoplamento excitacao-
contracado e a contracdo do miocito (KNOLLMANN, 2009).
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FIGURA 1 - ESTRUTURA INTERNA DO RETICULO SARCOPLASMATICO E O
COMPLEXO PROTEICO CALSEQUESTRINA/ TRIADINA / JUNCTINA.
FONTE : KNOLLMANN (2009)
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1.4.8 Processo de acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) do musculo
cardiaco

O acoplamento excitagdo-contracdo (AEC) é composto por um
conjunto de mecanismos que sao desencadeados, normalmente, pela
excitacdo elétrica gerada pelo potencial de acdo e que vao promover a
liberacdo de célcio do reticulo sarcoplasméatico (BERS, 2002). Na célula
cardiaca, a propagacdo do potencial de acdo através do sarcolema ativa
canais de Ca"" dependentes de voltagem (tipo L), que rapidamente se abrem
permitindo que ocorra um fluxo de Ca™ para o citoplasma. Estes canais de
Ca'™ voltagem dependentes sdo identificados como receptores
diidropiridinicos (DHPRs). Esse Ca™" entrando na célula se liga a receptores
de rianodina do tipo 2 (RyR2), localizados na membrana do RS e, promove
uma mudanca conformacional nestes, abrindo-os. Este Ca™" liberado pelo RS
vai ativar outros RyRs/Ca*'e, consequentemente, aumentando ainda mais a
liberacdo de Ca'™. Tal processo é conhecido como “Ca’’-induced Ca*'-
release” (CICR); ou seja: liberagédo de Ca™" induzida por Ca*™; e que no caso
do musculo cardiaco o termo se refere a ativacdo de canais liberadores por
Ca'" proveniente tanto do meio extracelular (através do trocador Na*/Ca*™ no
modo reverso) como do RS (BERS, 2002; SATOH et al., 2003).

A concentracgio citoplasmatica de Ca*™* aumentada ativa a maquinaria
contrétil, produzindo forca e, em seguida, o Ca'" é tanto recaptado para o
interior do RS como removido da célula pelo trocador Na*/Ca*™ e pela bomba
de Ca'™ da membrana plasmatica (PMCA) (LAMB, 2000).

Uma vez recaptado pela SERCA, o Ca™ é armazenado ligado a
calsequestrina, uma proteina que organiza 0 reticulo sarcoplasmatico e
permite que o calcio esteja pronto para ser liberado proximo ao receptor de
rianodina. O Ca'™" se liga a calsequestrina com alta capacidade e baixa
afinidade (AIRES, 2012; KNOLLMANN, 2009; LAMB, 2000).
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1.5 MUSCULO LISO VASCULAR

Os masculos lisos encontrados nas paredes de 6rgdos como
estbmago, intestino e bexiga sdo classificados como fasicos, por se
contrairem de forma ritmica ou intermitente. Os musculos lisos que constituem
os esfincteres, as paredes dos vasos sanguineos e a parede das vias aéreas
sdo classificados como tbnicos, por estarem constantemente contraidos
(BERNE; LEVI, 2000).

Nos vasos as células musculares estdo  arranjadas
circunferencialmente de modo que a contracdo reduz o diametro do tubo,
aumentando a resisténcia ao fluxo sanguineo. A variedade de contatos
especializados que existe entre as células musculares involuntarias servem
para ligagdo mecanica e para comunicacdo. As células musculares cardiacas
e lisas estdo assim arranjadas porque devem ser ativadas e contrair-se no
mesmo grau.

Existem tipos de juncdes encontradas no muasculo liso, como as
juncdes abertas que separa as membranas plasmaticas por um espaco de 2 a
3 nm. S&o vias de baixa resisténcia e permitem a comunicacdo quimica
através da difusdo de compostos de baixo peso molecular.

Estas células possuem de 2 a 10 um de diametro ao nivel do nucleo e
afilam-se nas suas extremidades. Quando contraidas tornam-se totalmente
distorcidas como resultado das forcas exercidas sobre a célula pelas juncdes
com outras células ou com a matriz extracelular. As células lisas ndo possuem
tubulos T, no entanto a membrana plasmatica possui fileiras longitudinais de
pequenas invaginacdes saculares denominadas cavéolas, que aumentam a
area da superficie celular em aproximadamente 70% e sao identificadas como
sitio de ancoramento para inumeras proteinas envolvidas na sinalizacao
celular (BERNE; LEVI, 2000; FLOYD; WRAY, 2007; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

A membrana plasmatica circunda os miofilamentos das células
musculares lisas e durante a ativacédo o calcio se difunde para o interior da
célula através de canais de célcio localizados na membrana. Calcio este,
oriundo do estoque de calcio do liquido extracelular, importante para a

regulacdo da contragdo. O musculo liso ainda possui reticulo sarcoplasmatico
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que mantém estoques de calcio intracelular. Este estoque pode ser
mobilizado quando neurotransmissores excitatorios, horménios ou drogas se
liguem a receptores na membrana plasmatica. Receptores acoplados a
proteina G sdo presentes no sarcolema de células de musculo liso vascular.
Suas interagBes com enzimas alvo provocam a produgcdo de moléculas
sinalizadoras intracelulares. Uma enzima frequente nas células dos musculos
lisos é a fosfolipase C. Quando ativada a fosfolipase C degrada uma molécula
lipidica componente da membrana plasmética, o fosfolipidio de inositol,
removendo um acgucar fosfato gerando inositol 1,4,5 trifosfato ou IP3. Este se
difunde para o citoplasma e no reticulo sarcoplasmatico se liga a receptores
de IP3, abrindo-os e iniciando a liberacdo de Ca™ para o meio citosélico. O
volume do reticulo sarcoplasmatico € em média 6% do volume da célula
muscular lisa e as mitocondrias dispersas sado suficientes para geracao de
ATP para contracdo (ALBERTS, 2004; FLOYD; WRAY, 2007; NELSON; COX,
2006; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

O citoesqueleto atua como ponto de fixacdo para os filamentos
delgados e permite a transmissao de forca para as extremidades da célula. As
estriacbes sdo ausentes assim como as linhas Z. Nas células musculares
lisas os equivalentes aos discos Z sdo os corpos densos no citoplasma e as
areas densas que formam faixas ao longo do sarcolema. Essas estruturas sao
0s pontos de ligacdo para os filamentos delgados e contém a-actinina, uma
proteina encontrada nos discos Z do musculo estriado. Os filamentos
intermediarios sdo proeminentes no musculo liso, compostos de polimeros de
proteinas desmina ou vimentina e unem 0s corpos e as areas densas a trama
do citoesqueleto.

Os miofilamentos sdo pouco conhecidos. Faltam detalhes sobre a
estrutura dos filamentos grossos e delgados e sua sobreposicdo. Os
filamentos delgados possuem mesma estrutura e composicdo da actina e
tropomiosina além de duas proteinas ndo encontradas nos musculos
estriados, a qual sua funcdo permanece desconhecida, mas parecem ser
fundamentais para o ciclo das pontes cruzadas, sendo estas caldesmona e
calponina. Diferenciam-se também por ndo possuirem troponina nem
nebulina. O contelddo de actina e tropomiosina no muasculo liso € o dobro

enquanto o conteudo de miosina é um gquarto do conteudo encontrado no
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musculo estriado. Grupos pequenos de 3 ou 5 filamentos grossos estédo
alinhados e sao circundados por muitos filamentos delgados interdigitados,
conectados a corpos ou areas densas (BERNE; LEVI, 2000; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

1.5.1 Canais ibnicos no musculo liso

O tbnus vascular, a atividade contrétil das células lisas das paredes
das pequenas artérias e arteriolas sdo o principal determinante da resisténcia
ao fluxo sanguineo através da circulagéo, regulando a pressao sanguinea e a
distribuicdo do sangue para os 6rgdos e tecidos. Todo esse processo é
dependente de estimulos vasoconstritores e vasodilatadores de hormoénios
circulantes, neurotransmissores, da pressdo sanguinea e de produtos
derivados do endotélio. Canais iGnicos participam ativamente desse processo,
como em todas as células musculares, o masculo liso usa Ca™ como gatilho
para a contracdo, sendo assim, o influxo de Ca*™ pelos canais da membrana,
assim como as liberacdes intracelulares sdo a principal fonte de Ca*™ no
musculo liso vascular (JACKSON, 2000).

As células musculares lisas dos vasos expressam tipos diferentes de
canais de K* (JACKSON, 1998), canais de Ca' voltagem dependentes
(NELSON; QUAYLE, 1995), canais de CI" (GIBSON et al., 1998), canais
catibnicos ativados por estiramento em suas membranas plasmaticas que
estdo relacionados com a regulacdo do ténus vascular (KNOT;
ZIMMERMANN; NELSON, 1996).

Os canais de K sdo os condutores idnicos dominantes nas células
vasculares. Sua atividade determina e regula o potencial de membrana e o
ténus vascular (NELSON; QUAYLE, 1995). O gradiente eletroquimico para o
K* é tal que a abertura dos canais resulta na difusdo do cation para fora da
célula causando hiperpolarizacdo da membrana, e o contrario tem efeito
oposto (JACKSON, 1998). Os canais de Ca*" voltagem dependentes tem um
papel central na regulacdo do tbnus vascular pelo potencial de membrana; a
hiperpolarizagdo da membrana fecha esses canais e leva a uma

vasodilatacdo, a despolarizacdo os abre causando uma vasoconstricdo. Os
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canais de Ca'" voltagem dependentes do tipo L parecem ser dominantes na
maioria das células musculares vasculares embora também existam canais de
Ca'" do tipo T (CRIBBS, 2001). O potencial de membrana ndo apenas regula
os canais de Ca'" voltagem dependentes como parece ter influéncia sobre a
liberacdo dos estoques intracelulares de Ca™" via inositol 1,4,5 trifosfato e o
aumento da sensibilidade ao Ca"™ pelo aparelho contratii (VLADIMIR;
GANITKEVICH; ISENBERG, 1993).

O influxo Ca™ n&o ocorre apenas por canais de Ca’" voltagem
dependentes, mas também por canais operados para estocagem e ativados
por estiramento. Os canais operados para estocagem (SOCC) séo ativados
quando os estoques intracelulares de Ca"" estdo baixos ou vazios por uma
via de sinalizacdo nao definida (GIBSON et al., 1998; GUIBERT; DUCRET;
SAVINEAU, 2008).

O influxo de Ca'™ também ocorre pelos canais ativados por
estiramento (SACC). Esses canais sao responsaveis em parte pela
despolarizacdo induzida por estiramento e resultam em um influxo de Ca™
suficiente para aumentar o Ca'" intracelular, mesmo quando os canais
diidropiridinicos estdo inativos. Esses canais podem estar envolvidos na
regulacdo do tébnus miogénico (GUIBERT; DUCRET; SAVINEAU, 2008; JI et
al., 2002).

1.5.2 Sarcolema

Os mausculos lisos apdés um estimulo diminuem as concentracdes de
célcio a partir dos picos iniciais. Essa reducao € obtida pelo bombeamento de
célcio por transporte ativo para fora da célula através do sarcolema e por
troca passiva acoplado a entrada de trés ions sodio pela saida de um ion
célcio. A contracdo continua do musculo liso é totalmente dependente dos
estoques extracelulares de calcio, o estado estavel do calcio citoplasmatico e,
portanto da fosforilacdo das pontes cruzadas sao regulados pela soma dos
processos dependentes de estimulos que governam as trocas de calcio com
os estoques extracelulares (BERNE; LEVI, 2000).
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O célcio entra no musculo liso através do potencial de membrana, que
determina a abertura dos canais de calcio do tipo L voltagem dependentes
que sdo o principal tipo de canal de célcio expresso no musculo liso. Esses
canais ddo aporte a quantidade de célcio necessaria para ativar 0s
miofilamentos. Duas familias de transportadores de calcio sdo presentes na
membrana dos musculos lisos, a bomba de calcio ATPase ou PMCA e o
trocador sodio calcio ou NCX. Esses canais e trocadores se localizam nas

caveéolas ou rafts lipidicos (FLOYD; WRAY, 2007).

1.5.3 Reticulo sarcoplasmatico

Local de reserva de calcio intracelular, tanto no musculo estriado
quanto no masculo liso (BERNE; LEVI, 2000). A liberacdo de Ca™ das
reservas intracelulares pode ocorrer pelos receptores de rianodina, liberacéo
essa chamada de sparks ou faiscas. Geralmente essa liberacido de Ca™
sinaliza a formacdo de um segundo mensageiro como o inositol 1,4,5
trifosfato ou IP3, que se liga a receptores de IP3 na membrana do reticulo e
inicia outra liberagdo de Ca'", liberagdo essa chamada de puffs, ou sopros
(WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005). Entretanto essa liberagdo de Ca'™ é
acompanhada por uma fase sustentada de Ca*" oriundo do meio extracelular.
Tem sido proposto com esses eventos que o Ca'" do meio intracelular é
rapidamente depletado e entdo abrem-se canais que permitem o influxo de
Ca'™ do meio extracelular, onde o capacitor para isso é o Ca’™ do meio
intracelular. Esses canais sdo conhecidos como store-operated, ou estoque
operados (LEUNG et al., 2008). Ndo se conhece a via de interacdo entre
receptores de rianodina e os receptores IP3 mas existem sugestfes de que
0s receptores IP3 estdo localizados juntos a um grupo de receptores de
rianodina e, a atividade de um aumenta a atividade do outro (WRAY;
BURDYGA; NOBLE, 2005).



37

1.5.4 Processo de acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) do musculo

liso vascular

In vivo as células musculares lisas vasculares sdo parcialmente
contraidas com uma concentracédo intracelular de Ca™ de 100-300 nM. A
pressao intraluminal aumentada induz despolarizacao gradual do musculo liso
vascular via canais catidnicos ativados por estiramento. Tal estiramento,
transduz o aumento da pressao luminal em uma despolarizacdo via influxo de
Na’. Isto ativa os canais de Ca™ do tipo L voltagem dependentes ou DHP,
localizados no sarcolema, permitindo influxo do Ca™ do meio extracelular. Por
sua vez, este influxo de Ca'" ativa os receptores de rianodina (RyR) levando a
liberacdo do Ca'™ do reticulo sarcoplasmatico, fendmeno este conhecido
como “liberagdo de Ca*" induzida por Ca™™.

Esta pequena liberacdo de Ca™ através dos receptores de rianodina
denominado de sparks regula negativamente a contracdo, ativando os canais
STOC (spontaneous transient outward current) ou correntes espontaneas
transientes para fora. Esses canais sdo canais de K ativados por aumentos
no transiente do Ca'" local oriundo do reticulo sarcoplasmatico (CHEUNG,
2003). Com isso ocorre efluxo de K*, hiperpolarizando a membrana, fechando
os canais de Ca'™ do tipo L, inibindo o influxo de Ca*". A deplecdo dos
estoques intracelulares de Ca™ provoca a abertura de canais de Ca'™ néo-
voltagem dependentes ou canais store operated (SOCC) permitindo um
amplo influxo de Ca™"(BERNE; LEVY, 2000; KNOT; ZIMMERMANN;
NELSON, 1996; MARCHAND, A.; ABI-GERGES, G.; SALIBA, Y.; MERLET,
E.; LOMPRE, 2012; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

O mecanismo do filamento deslizante — ponte cruzada fundamenta a
contracdo do musculo liso nas similaridades do mecanismo do musculo
estriado onde para um comprimento 6timo do tecido muscular liso a geracao
de forca sera maxima. Da mesma maneira a contracdo do musculo liso
depende do aumento da concentracdo do calcio citoplasmatico. Entretanto o
musculo liso ndo possui troponina e o célcio regula indiretamente o ciclo das
pontes cruzadas. A ligacdo das pontes cruzadas no musculo liso depende de

fosforilagdo que ocorre quando uma quinase ligada a um sitio especifico na
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cadeia leve da miosina denominada miosina cinase é ativada pelo aumento
do célcio citoplasmatico. Calcio este que se associa a uma proteina de
ligacdo de célcio, a calmodulina, que possui quatro sitios de ligacdo com alta
afinidade, formando o complexo 4Ca™ - Calmodulina na miosina cinase,
associado a transferéncia de um ATP para a ponte cruzada. Fosforilada a
ponte cruzada pode ligar-se ao filamento fino e efetuar o ciclo com a hidrélise
de um ATP por ciclo até que a concentracdo de célcio citoplasmatico diminua,
a cinase torne-se inativa e as pontes cruzadas sejam desfosforiladas pela
miosina fosfatase.

Os niveis iniciais de calcio ndo sdo sustentados durante as
contracfes tonicas, nas quais os valores da concentracdo de calcio e da
fosforilagdo das pontes cruzadas diminuem. Mesmo com essas diminui¢cdes
as forcas aumentam vagarosamente para altos valores préximos ao maximo
com somente 20 a 30% das pontes cruzadas fosforiladas, consumindo cerca
de trezentas vezes menos ATP em relacdo ao musculo estriado.

A energética do musculo liso € diferente do musculo estriado por duas
razdes. Primeiro a miosina do muasculo liso tem a velocidade de desligamento
muito lenta, mesmo quando fosforilada. Segundo, pelo retardo mais longo na
velocidade do ciclo das pontes cruzadas causado pela diminuicdo na
velocidade de fosforilacdo dependente de calcio. O desligamento € etapa
limitante na velocidade do ciclo das pontes cruzadas. No musculo liso quase
todas as pontes ativas estdo gerando for¢a, ao contrario do masculo estriado
onde muitas pontes estdo nas porcdes sem ligacdo no ciclo, resultando na
elevada producao de forca e baixo consumo de ATP.

Para que ocorra o relaxamento é necessario remover o Ca*™ do meio
citosdlico. Isso pode ocorrer de trés maneiras: via bomba de Ca™ da
membrana (PMCA), via trocador Na*/Ca™ (NCX) ou via bomba de Ca™ do
reticulo (SERCA) (MARCHAND, A.; ABI-GERGES, G.; SALIBA, Y.; MERLET,
E.; LOMPRE, 2012).

Comparado ao trocador sodio calcio, a PMCA possui baixa
capacidade de transporte de calcio. No musculo liso a atividade da PMCA é
regulada por GMP ciclico PKC e calmodulina. A regulagdo por Ca™
Calmodulina ocorre quando esta se liga a uma regido auto inibitéria da bomba

e assim a estimula num processo que lembra a ativacdo da miosina pela
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mesma Ca"" Calmodulina. Estudos mostram que tanto a PMCA quanto o NCX
sdo importantes para a homeostasia e seu bloqueio inibe o efluxo de célcio
(FLOYD; WRAY, 2007).

O trocador Na*/Ca™ ou NCX utiliza o gradiente eletroquimico do sodio
gerado pela Na'/K* ATPase, para fazer o efluxo de Ca™. Durante um ciclo 1
Ca'" é trocado por 3Na", sendo que o trocador pode transportar em ambas as
direcbes, dependendo do potencial eletroquimico do Na®. Se a concentragéo
de Na* é significantemente reduzida, o trocador passa a trabalhar no modo
reverso, ocasionando influxo de Ca™.

SERCA é a bomba que transporta o Ca*™" do meio citosolico para o
[imen do reticulo sarcoplasmético. No musculo liso SERCA 2b é a principal
isoforma encontrada. Pouco € sabido sobre a capacidade da SERCA em
diminuir o Ca™ citosolico, diminuindo a forca de contragdo e induzindo o
relaxamento. Em conjunto com NCX e PMCA, a SERCA é necessaria para o
funcionamento maximo dos mecanismos de extrusdo do Ca*", mas com NCX
e PMCA bloqueadas a SERCA nao se mostrou eficiente em diminuir a
concentragdo de Ca™" citoplasmatico (FLOYD; WRAY, 2007).
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FIGURA 2 - MEDIADORES PRIMARIOS DA HOMEOSTASE DO CA™ NO MUSCULO
LISO. NCX LOCALIZADO NA CAVEOLA ASSOCIADOS A NA'/ K* ATPASE
A2. PMCA ASSOCIADA A CALMODULINA E NA'/K" ATPASE A1. NO
RETICULO SARCOPLASMATICO A SERCA ASSOCIADA AO
FOSFOLAMBANO.

FONTE: FLOYD, R. (2007)
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1.5.5 Relaxamento e Oxido Nitrico (NO)

A dilatacdo dos vasos ¢ iniciada nas células do endotélio vascular. O
gas NO é produzido pela desaminacdo da arginina, catalizada pela enzima
NO sintetase endotelial (eNOS). Como o NO é gas, ele atravessa a
membrana plasmética, se difunde rapidamente pra fora da célula onde foi
produzido e para as células vizinhas. Atua somente localmente porque tem
uma meia vida curta, entre cinco a dez segundos no espaco extracelular,
antes de se converter em nitratos e nitritos pela acdo da agua e do oxigénio.
No musculo liso o NO se liga ao ferro no sitio ativo da enzima guanilil ciclase,
estimulando-a a produzir GMP ciclico dependente de proteina quinase ou
PKG (ALBERTS, 2006).

Uma variedade de drogas e hormoénios relaxam os musculos lisos por
aumentar as concentracdes intracelulares de GMP ciclico (BERNE; LEVI,
2000). O NO é um sinal inibidor produzido pelas células endoteliais e causa
vasodilatacdo dependente do endotélio em resposta a um agonista de
dilatacdo. E o regulador primario do tonus vascular com capacidade de
modular a ativacdo das células através dos canais de Ca"™ do tipo L ou
abrindo canais de K* causando uma hiperpolarizacdo. A liberacdo de NO
estimula a producdo de PKG e o relaxamento das células musculares lisas,
como consequéncia da remocao citoplasmatica de Ca*, pela diminuicdo da
sensibilidade do aparelho contrati ao Ca'™" via estimulacdo da miosina
fosfatase e a desfosforilacdo da miosina cinase, pela inibicdo da liberacéo de
Ca'" iniciado por IP3, ou aumento da velocidade da recaptacéo do Ca*" para
o reticulo pela SERCA. Porém esses efeitos dependem da capacidade dos
musculos lisos em reduzir as concentragdes de Ca™". Essa capacidade varia
de acordo com o tipo do vaso (HOVE et al., 2009; LINCOLN; KOMALAVILAS,;
CORNWELL, 1994).

Existe relato ainda que o NO é capaz de modular os canais SOCC,
diminuindo a concentrac&o intracelular de Ca™, acelerando a recaptacdo para
o reticulo via SERCA pelo aumento da fosforilagcdo do fosfolambano. Assim os
estoques intracelulares se enchem de Ca*", a entrada do meio extracelular é

inibida e o tbnus vascular reduzido (LEUNG et al., 2008). As consequéncias
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de uma regulacdo ineficiente na concentracdo de Ca'" causariam uma
hipercontratilidade vascular e espasmo, oclusdo do vaso, diminuicdo da
perfusdo tecidual podendo ocasionar morte tecidual, aumento do trabalho
cardiaco podendo causar ineficiéncia cardiaca.

Alguns tecidos precisam de uma regulacao via NO-PKG mais intensa
gue outros. Em aorta de ratos, por exemplo, o PKG atua mais intensamente
no reticulo sarcoplasmatico onde o fluxo de Ca™ parece ser regulado via
fosforilacdo de receptor de IP3 e fosfolambano, enquanto em outros vasos
como na carétida a regulacdo dos canais de K* ativados por Ca** por PKG
parece ser mais importante no controle da concentracido de Ca™" (LINCOLN;
KOMALAVILAS; CORNWELL, 1994).

1.6 SINALIZACAO CELULAR: RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G

Uma proteina G € um interruptor molecular (BERNE; LEVY, 2000),
constituidos de subunidades alfa, beta e gama (AIRES, 2008). A ligacédo de
uma molécula sinalizadora extracelular ao receptor transmembrana sete
passos, induz a uma mudanca conformacional que permite ativar uma
proteina G localizada na parte de dentro da membrana plasmatica. Todas as
proteinas G sdo semelhantes na sua estrutura e desempenham funcdes de
forma semelhante, sdo formadas por trés unidades, (alfa, beta e gama) duas
das quais estéo ligadas a membrana plasmatica por caudas lipidicas curtas.
No estado ndo estimulado a subunidade alfa possui uma GDP ligada e a
proteina G esta inativa. A ligacdo de um ligante extracelular com seu receptor
causa sua alteracdo e consequente ativacdo da proteina G pela perda da
afinidade da subunidade alfa por GDP, que é trocada por uma molécula de
GTP. Esta ativacdo separa as subunidades da proteina G. A subunidade alfa
ligada, em unido a seu GTP, se separa do complexo beta/gama gerando duas
moléculas separadas que se deslocam independentemente ao longo da
membrana. As duas subunidades da proteina G ativada (subunidade alfa e o
complexo beta/gama) podem interagir diretamente com as proteinas alvo
localizadas na membrana plasmatica, que por sua vez podem transmitir 0s

sinais para outros destinos. O espacgo de tempo que as unidades alfa e
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beta/gama permanecem dissociadas e por tanto disponiveis para transmitir
sinais é limitado pelo comportamento da subunidade alfa. Esta subunidade
tem atividade de hidrolise de GTP (GTPase), hidrolisando sua GTP em GDP e
associando novamente ao complexo beta/gama, desligando o sinal. Essa
reassociacdo ocorre alguns instantes ap0s a ativacdo da proteina G. Apés
reassociada, a proteina G esta pronta para ser reativada por outro receptor
ativo (AIRES, 2008; ALBERTS, 2006; BERNE; LEVY, 2000).

As proteinas alvo das subunidades da proteina G s@o canais iGnicos
ou enzimas ligadas a membrana. A interacdo das proteinas G com o0s canais
ibnicos causa uma mudanca imediata no estado e comportamento da célula.
Suas interagBes com enzimas alvo provocam a producdo de moléculas
sinalizadoras intracelulares adicionais. Os alvos mais frequentes sdo a
adenilato ciclase, que é a enzima responsavel pela sintese do AMP ciclico e a
fosfolipase C, enzima responsavel pela sintese das moléculas sinalizadoras
trifosfato de inositol e diacilglicerol. As moléculas geradas nessas cascatas
intracelulares sdo chamadas de segundos mensageiros. Os primeiros
mensageiros sdo 0s sinais extracelulares. Os segundo mensageiros sao
produzidos em grande quantidade quando as enzimas adenilato ciclase ou a
fosfolipase C séo ativadas e transmitem o sinal por toda a célula (ALBERTS,
2006; NELSON; COX, 2006).

1.6.1 AMP ciclico

Muitos sinais extracelulares que se ligam a receptores associados a
proteina G afetam a atividade da adenilato ciclase e por tanto alteram a
concentracgao intracelular da molécula mensageira AMP ciclico. A subunidade
alfa da proteina G estimulada, ativa a adenilato ciclase causando aumento na
sintese de AMP ciclico a partir do ATP. Esta proteina G é denominada Gs
porque estimula a ciclase. Uma segunda enzima denominada fosfodiesterase
do AMP ciclico converte rapidamente o AMP ciclico em AMP para eliminar o
sinal (ALBERTS, 2006; NELSON; COX, 2006).

O AMP ciclico exerce seus efeitos pela ativagdo da enzima

proteinoquinase dependente de AMP ciclico (PKA). Esta enzima € mantida
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inativa em complexo com outra proteina. A ligagdo do AMP ciclico causa uma
mudanca conformacional deste complexo liberando a quinase ativa. A PKA
ativada catalisa a fosforilacdo de serinas e treoninas especificas em
determinadas proteinas intracelulares, alterando suas atividades (ALBERTS,
2006; NELSON; COX, 2006).

1.6.2 Fosfolipase C

A fosfolipase C quando ativada propaga o sinal pela degradacao de
uma molécula lipidica que € um componente da membrana plasmatica. A
molécula é o fosfolipidio de inositol (um fosfolipidio que contém um acgucar de
inositol ligado a sua cabeca polar) que esta presente na face citosdlica da
bicamada lipidica da membrana plasmatica. A cascata funciona quando a
fosfolipase C remove o acucar-fosfato do fosfolipidio de inositol e gera duas
moléculas mensageiras, o 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol
(DAG). O IP3 se difunde para o citosol enquanto DAG permanece na
membrana plasmatica. Estas moléculas tém atuacao na sinalizacdo dentro da
célula (ALBERTS, 2006; NELSON; COX, 2006).

O IP3 é liberado no citosol, chega ao reticulo sarcoplasmatico e se
liga aos canais de célcio do reticulo, ou receptores de IP3 (IP3R), abrindo-os.
O célcio armazenado dentro do reticulo € liberado para o citosol, causando
aumento na concentracao citoplasmatica do ion. Juntamente com o calcio, o
diacilglicerol ativa uma proteinoquinase. Esta enzima € denominada
proteinoquinase C (PKC), porgue ela precisa se ligar ao célcio para se tornar
ativa. Uma vez ativada, a PKC fosforila um conjunto de proteinas
intracelulares. A PKC tem o mesmo mecanismo de acdo da PKA, mas suas

proteinas alvo sao diferentes.

1.6.3 GMP ciclico

7

O GMP ciclico dependente de proteina quinase ou PKG é

amplamente distribuido pelas células, mas suas concentragdes mais elevadas
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estdo nos pulmdes, cerebelo e musculos lisos. Na maioria dos outros tecidos
a concentracdo de PKG é de 10 a 100 vezes menor que de PKA (FRANCIS;
CORBIN, 1994; LOHMANN, S.M.; VAANDRAGER A.B.; SMOLENSKI, A
WALTER, U.; DE JONGE, 1997). O PKG € encontrado no citoplasma e em
fracbes da membrana, sendo sua distribuicdo tecido dependente. Nos
pulmdes e nos musculos lisos é predominante no citoplasma enquanto nos
intestinos € predominante na membrana. Em musculo cardiaco, esquelético,
figado e adipdcitos a concentracdo de PKG é minimo (FRANCIS; CORBIN,
1994). A musculatura lisa vascular é uma rica fonte de PKG e 0o mecanismo
preciso do relaxamento do musculo liso por esta via permanece incerto
(LINCOLN; KOMALAVILAS; CORNWELL, 1994).

Sinais extracelulares como o peptideo natriurético atrial, fatores de
relaxamento derivados do endotélio ou nitro vasodilatadores se ligam a
receptores de guanilato ciclase na membrana das células. Os efeitos dessa
ligacdo sdo mediados via enzima Oxido nitrico sintase dependente de Ca'",
gue através da desaminacdo da arginina produz o gas Oxido nitrico ou NO,
um fator de relaxamento derivado do endotélio, ativando a guanilato ciclase
soluvel, presente no citoplasma das células, aumentando o0s niveis de
proteina quinase dependente de GMP ciclico ou PKG promove fosforilacdes
em sitios especificos de serina e treonina atuando de forma semelhante ao
PKA, porém suas funcdes sao pouco conhecidas (LINCOLN; KOMALAVILAS;
CORNWELL, 1994; LOHMANN, S.M.; VAANDRAGER A.B.; SMOLENSKI, A.;
WALTER, U.; DE JONGE, 1997; NELSON; COX, 2006)

1.7 JUSTIFICATIVA

A aranha marrom Loxosceles intermedia é a espécie dominante no
municipio de Curitiba (FISCHER, 2008). O aumento da sua populacao
observada em Curitiba e regido metropolitana sédo atribuidos ao crescimento
das cidades com consequente destruicdo do seu habitat e desaparecimento
dos seus predadores naturais. Como resultado desse desequilibrio as
aranhas encontram um excelente local para sua sobrevivéncia e reproducao

no ambiente domiciliar, com consequente aumento dos casos de
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loxoscelismo, sendo hoje considerado um problema de saude publica
(MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2000).

Em 2001 os acidentes loxoscélicos atingiram o segundo lugar entre as
ocorréncias médico/ambulatoriais, sendo menor apenas para 0S casos de
atendimento anti-rabico humano. Desde esta data até os dias de hoje, esta
segunda posicéo continua sendo mantida (SESA/DEVA/DVVZI/SINAN, 2011).

Em 2011, Curitiba apresentou 76% dos casos de loxoscelismo do
estado. Englobando Curitiba e regido metropolitana este dado sobe para
92,9%. Em 2009 no Estado do Parana ocorreram 5682 casos de loxocelismo,
sendo que 72% do total ocorreram em Curitiba e regido metropolitana e desse
montante, 14 casos foram considerados muito graves. Isso justifica a
necessidade do estudo da biologia da aranha marrom, das toxinas do seu
veneno e da fisiologia dos efeitos sistémicos dos O0rgaos expostos a essas

toxinas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar efeitos diretos e sistémicos da toxina recombinante do veneno
da aranha marrom fosfolipase D em parametros da atividade mecéanica do

musculo cardiaco e liso de aorta.

2.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar em coracdo perfundido de rato intoxicado com a toxina
recombinante fosfolipase D nos parametros, de contratilidade (frequéncia
cardiaca, producéo de presséao, velocidade maxima de producédo de pressao
(+dp/dt) e de relaxamento (-dp/dt)) e da atividade elétrica mediante
eletrocardiografia.

2. Avaliar os efeitos da toxina recombinante fosfolipase D, em
musculos papilares isolados intactos estimulados eletricamente e em
condicbes isométricas, parametros de contratilidade (forca absoluta,
velocidade maxima de producédo de forca (+df/dt) e de relaxamento (-df/dt).

3. Avaliar os efeitos da toxina recombinante fosfolipase D em musculo
liso de artéria aorta sob condi¢cdes isométricas, parametros de contratilidade

(forca absoluta e velocidade de relaxamento).
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3 MATERIAL E METODOS

A toxina recombinante foi fornecida pelo Laboratério de Matriz
Extracelular e Biotecnologia de Venenos sob responsabilidade do Professor
Doutor Silvio Sanches Veiga, do Setor de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal do Parana.

Neste estudo experimental foram utilizados 52 ratos Wistar, 250-300g,
fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Os
animais foram mantidos em gaiolas sob condi¢cdes de controle de temperatura
e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a racdo. A pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA - 591),
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR em 28 de fevereiro de 2012.

Os animais foram divididos ao acaso em 8 grupos, sendo 4
experimental (n = 26) e 4 grupos controle (n = 26). Cada grupo experimental e
seu respectivo controle foram empregados para a realizacdo dos
experimentos de: 1) coracdo isolado, 2) musculo papilar isolado intacto, 3)
avaliacdo da producao de forca maxima do musculo liso de aorta, 4) avaliacao
do tempo de relaxamento do musculo liso de aorta.

Os animais do grupo do coracao isolado foram previamente tratados
com a toxina recombinante fosfolipase D (240ug/kg) (LUCATO et al., 2011)
administrada por via intraperitoneal. No grupo controle injetou-se 0 mesmo
volume de PBS. O volume total injetado em ambos 0s grupos ndo excedeu
250 pl. A avaliacdo da performance cardiaca desses animais foi realizada 24
horas ap0s a injecao.

Em todos os experimentos, os animais foram submetidos a anestesia
geral com cloridrato de ketamina (50 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). Apos a
verificacdo da auséncia de resposta a estimulos dolorosos, foi realizada a
exsanguinacdo. Mediante toracotomia o0s coracfes foram removidos e
transferidos para um copo de Becker contendo 20 ml de solucdo de Ringer.
Esta solucdo teve a seguinte composicdo (em mM): NaCl=110; KCI=4,0;
CaCl,=2,0; MgCl,=2,0; TRIZMA=10 e glicose=11, com pH ajustado para 7,4
com NaOH ou HCI e gaseificada com oxigénio puro. A fim de confirmar a

integridade e a qualidade da Fosfolipase-D a pureza foi verificada por meio de
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eletroforese e sua atividade foi avaliada utilizando ensaio esfingomielinasico.
Em seguida o coracdo ou os vasos foram empregados nos experimentos

descritos abaixo.

3.1 ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida (12,5%)
contendo detergente anibnico Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) em
condicdes redutoras. Os géis foram preparados utilizando o aparato comercial
Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, Hercules, EUA). A solugdo de poliacrilamida,
contendo os catalisadores APS e TEMED, foi colocada entre placas de vidro e
isolada com uma camada de isobutanol. Apos a polimerizacéo, foi removida a
camada de agua e isobutanol acima do gel com auxilio de papel filtro. A
solucdo de empacotamento, contendo 5% de poliacrilamida e os
catalisadores, foi colocada acima do gel e nela foi posicionado o pente para
formacéo dos pocos. Apds a polimerizacdo, o pente foi removido e 0s poc¢os
secos com auxilio de papel filtro. A separacdo das proteinas foi obtida
mediante aplicacdo de corrente de 25 mA constante, até a separacédo total
das proteinas. Os géis foram corados em solucdo contendo Azul de
Coomassie Brilhante R-250 (Amresco, Ohio, EUA) 0,25%, metanol 50% e
acido acético 10% em agua deionizada, durante 10 minutos a temperatura
ambiente sob agitacdo constante. A descoloracéo foi realizada com metanol
50% em agua deionizada, com sucessivas trocas da solucdo de metanol
(HARLOW; LANE, 1988).

3.2 ENSAIO DE ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA

A atividade fosfolipasica foi mensurada utilizando o kit Amplex Red
(Molecular Probes, Eugene, EUA). Neste ensaio, a atividade fosfolipasica é
monitorada usando 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazine (reagente Amplex Red),
um reagente fluorogénico sensivel para H,O,. Primeiramente, a fosfolipas-D

hidrolisa a esfingomielina a ceramida-1-fosfato e colina. A colina, por sua vez,
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€ oxidada pela enzima colina oxidase a betaina e H,O,. Finalmente, a H,0»,
na presenca da peroxidase reage com o Amplex Red estequiometricamente
(1:1), gerando um produto altamente fluorescente, o Resorufin (APPEL et al.,
2008; CHAVES-MOREIRA et al., 2011). Para mensurar a atividade
fosfolipésica da toxina LiRecDT1, esta foi incubada com o Reagente Amplex
Red, na concentracdo de 10 pg em pentaplicata, a 37°C por 30 minutos. Foi
utilizado como controle negativo apenas o Reagente Amplex Red sem a
toxina, também em pentaplicata a 37°C por 30 minutos. A florescéncia foi
mensurada em um fluorimetro (Tecan Infinite M200, Mannedorf, Switzerland)

usando comprimento de onda de excitacdo em 540 nm e emissao em 570 nm.

3.3 CORACAO ISOLADO

O coracao removido foi retrogradamente perfundido através de uma
canula fixada no coto aortico, com solucdo de Ringer continuamente
oxigenada e mantida 32° C. A presséao de perfusdo foi mantida constante (50
cm de altura). Mediante uma camara com capacidade para 50 ml, o coracao
foi mantido imerso em solucdo de Ringer de idéntica composicdo. Foi
realizada uma abertura na juncdo atrio ventricular esquerda para permitir a
insercdo de um baldo na cavidade ventricular esquerda. Este baldo foi
confeccionado com filme plastico, teve uma capacidade para 200 pl e foi
fixado a extremidade de uma sonda uretral n°4 (Mark Med). A outra
extremidade foi conectada a um transdutor de pressao (WPI-blpr) mediante
uma valvula de 3 vias a qual foi empregada para o preenchimento do cateter
e do baldo com solucao de Ringer. O balédo foi somente inflado apés ter sido
cuidadosamente posicionado na cavidade ventricular esquerda com uso de
uma seringa de capacidade de 1000 pl. Tomou-se cuidado especial no
preenchimento da canula e do baldo com o objetivo de evitar a presenca de
bolhas de ar. O transdutor de pressdo foi conectado a uma unidade
conversora analdgico/digital/analégico (PowerLab 4/30, AD Instrument) e 0s
dados foram armazenados e analisados em um computador, utilizando-se um

software (Lab Chart versdo 7.3.7). Os valores de +dp/dt e —dp/dt foram
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calculados utilizando-se deste mesmo software. O enchimento do bal&do foi
realizado de maneira gradual até obtencdo do valor maximo na relacdo
volume/pressdo gerada pela contragdo miocérdica. O valor maximo de
pressao diastolica intraventricular correspondeu a aproximadamente 5 mm de
mercurio. Foi realizada, antes de cada experimento, a curva de calibragdo do
transdutor de pressdo mediante o emprego de um manémetro de mercurio.

O registro eletrocardiografico foi obtido empregando-se a unidade
Power Lab 26T conectado a um computador no médulo de ECG e com 0 uso
do software Cardio Axis. O registro eletrocardiografico de coracéao isolado foi
realizado mediante quatro eletrodos mergulhados na solucdo de banho e
posicionados lateralmente as preparacdes, para obtencédo de derivacbes ndo
convencionais. Esses eletrodos foram mantidos em posicéo estacionaria e em
todos os experimentos os coragdes foram montados sempre na mesma
posicdo anatdbmica. Desta maneira foi possivel a obtencdo do registro
eletrocardiografico em duas derivagées com um angulo entre as mesmas de
60°. A mensuracao de pressao intraventricular e o registro eletrocardiografico

foram obtidos simultaneamente.

3.4 EXPERIMENTOS COM MUSCULOS PAPILARES ISOLADOS INTACTOS

O coracéo foi transferido para uma placa de Petri (contendo solucéo
de Ringer) e, apés a abertura do ventriculo direito foi realizada a disseccao
dos musculos papilares com auxilio de um estéreo microscopio. Tal
procedimento foi realizado com pincas e tesouras oftalmolégicas. Preservou-
se a extremidade tendinea e uma porcdo do miocéardio, as quais serviram
para fixacdo da preparacao.

O musculo papilar removido foi colocado em uma placa de Petri
contendo solucdo Ringer e suas extremidades fixadas. Uma foi fixada em
posicdo estacionaria a um micromanipulador e a outra, a um transdutor de
forca (WPI-Fort 10, Transuction Laboratories Co.). A preparacdo entdo
transferida para uma camara contendo solucdo de Ringer (3 ml),

continuamente oxigenada e mantida 32° C.
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Os musculos papilares foram estimulados com pulsos supralimiares
de voltagem (10 a 15 V), duragédo de no maximo de cinco milissegundos (ms),
através de um par de eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a
extensdo do musculo. Mediante o emprego do micromanipulador, procedeu-
se o0 estiramento do musculo até Lmax (comprimento do musculo no qual a
tensdo ativa € maxima). A frequéncia de estimulacdo padréo foi de 1 Hz.
Nestas condicbes, as preparacbes foram mantidas por um periodo de
estabilizacdo de 40 minutos e, em seguida realizados o0s protocolos
experimentais. A forca desenvolvida foi digitalizada por um sistema de
aquisicdo de dados (PowerLab 4/30, AD Instrument) conectado a um
computador. Os dados foram analisados com o emprego de um software (Lab
Chart verséo 7.3.7). Este software foi utilizado no calculo da +df/dt e — df/dt.

Realizamos, antes de cada experimento, a curva de calibracdo do
transdutor de forca obtida com massas conhecidas (padrdo). Mensuramos o
diametro na porcdo central da preparacdo, com 0 uso de uma graticula
posicionada na ocular do estéreo microscopio. A area de seccao transversa
das preparacdes foi calculada atraves da seguinte formula:

A =mr?

Assim, a forca produzida pelos musculos papilares e os valores da
+df/dt e — df/dt foram normalizadas pela area de seccao transversa dos
mesmos.

Para avaliarmos os possiveis efeitos da fosfolipase D sobre a forca da
contracdo isomeétrica era adicionada a camara concentracdes crescentes de
fosfolipase D (8,3 e 16,6 pg/ml). Avaliaram-se os efeitos da toxina durante 30
minutos. Os experimentos do grupo controle foram realizados com volume
equivalente de PBS.

Os dados de forca obtidos na presenca da toxina ou PBS estdo
expressos em valores percentuais em relacdo ao controle de cada um dos

experimentos.
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3.5 EXPERIMENTOS COM MUSCULO LISO DE AORTA

O coracdo e os pulmdes eram removidos e um segmento de
aproximadamente 2 cm da aorta toracica dissecada. Este segmento foi
transferido para uma placa de Petri contendo solu¢cdo de Ringer. Com o
auxilio de um estéreo microscopio foi realizada a remocdo do tecido
conjuntivo que recobre externamente a artéria e com tesoura oftalmoldgica
foram obtidos anéis de aorta com cerca de trés milimetros de largura.

Para a obtencao do registro de tensdo isométrica, esses anéis foram
transferidos para uma cuba com capacidade para 3 ml contendo solucao de
Ringer, continuamente gaseificados e mantidos a temperatura constante de
32° C. Duas hastes metalicas, uma mantida em posicdo estacionaria e
conectadas a um transdutor de forca (Scientific Instruments, GMHB,
Heidelberg, Alemanha) e a outra a um micromanipulador, foram posicionadas
na luz de cada segmento aortico. Assim procedeu-se 0 estiramento dos anéis
de aorta até a obtencédo de uma tensdo basal de 200 mg. Foi mensurada a
largura da preparacdo, com o uso de uma graticula posicionada na ocular do
estéreo microscopio. A producdo de forca das preparacbes foi normalizada
através da seguinte formula:

Espessura da parede x 2 x largura

Assumimos que a espessura de cada parede era de 0,1mm

Assim, a forca produzida pelos musculos lisos do anel de aorta foi
normalizada pela sua area. Os dados de for¢ca foram armazenados em um
micro  computador mediante 0 emprego de um  conversor
analdgico/digital/analégico (Power Lab 4/30, AD Instruments).

Avaliamos os efeitos da fosfolipase D nos niveis de tensao basal por
45 minutos, ou seja, imediatamente apds o estiramento da preparacéo, estas
foram expostas a toxina (16,6 pg/ml) ou a PBS. Na sequéncia, a preparacao
foi transferida para uma camara contendo solucéo de isotdnica Ringer com
uma concentracdo de 80 mM de K' e 100 uM de fenilefrina. Com este
protocolo avaliamos os efeitos da exposicéo previa das preparacdes a toxina
na capacidade maxima de producdo de forca. Em outro grupo experimental,
preparaces previamente contraidas com K* e fenilefrina foram expostas a

toxina (16,6 pg/ml) ou PBS com finalidade de avaliar o tempo e o valor
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maximo de relaxamento. Avaliamos o relaxamento apos o platd de contracao
de trinta em trinta minutos até o final da terceira hora e de trés em trés horas

até o final da décima segunda hora.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados serdo apresentados como média * erro padrdo da média.
Para comparacdo de uma Unica condicdo experimental em relacdo ao
controle, sera empregado o teste t-Student. Para multiplas comparacdes, na
mesma condicdo experimental sera utilizado ANOVA. Para andlise dos
contrastes a posteriori sera utilizado o teste de Tuckey. Para analise e
plotagem dos dados sera utilizado o programa GraphPad Prism 5 System
(San Diego, CA, USA). Sera aceita diferenca estatisticamente significativa
entre grupos, quando a probabilidade de ocorréncia da hipétese nula for
inferior ou igual a 5 % (P < 0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Foi obtida a fosfolipase-D recombinante produzida em modelo
procariotico E.coli BL21plySs. Com o intuito de verificar a pureza das
aliquotas utilizadas nos ensaios foram feitas andlises em SDS-PAGE. Na
Figura 3 podemos observar a presenca de uma banda evidente na altura
entre 29-45kDa (seta) demonstrando uma boa eficiéncia na purificacao.
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FIGURA 3 - SDS-PAGE DA PURIFICACAO DA TOXINA LiRecDT1 POR MEIO DE
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM RESINA Ni*’- NTA AGAROSE. A
ESQUERDA, O INDICADOR DE MASSA MOLECULAR. A PROTEINA FOI
EXPRESSA A 30 °C, NA CONCENTRACAO DE INDUTOR (IPTG) 0.05MM
POR 3,5H. NA COLUNA TOH OBSERVA-SE A CULTURA ANTES DA
INDUCAO. EM T3,5H A CULTURA AO FINAL DA INDUCAO DA EXPRESSAO.
EM S TEM-SE A FRACAO SOLUVEL COM A PRESENCA DA PROTEINA
RECOMBINANTE. EM V (VOID) A FRACAO NAO LIGANTE DA RESINA NI-
NTA. E NA PONTA DA SETA A INDICACAO DA ALTURA DA PROTEINA
RECOMBINANTE PURIFICADA.
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4.2 ENSAIO DE ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA

Ensaios de determinagdo da atividade esfingomielindsica foram
utilizados para avaliar a atividade da toxina dermonecrotica recombinante
LiRecDT. Para estes ensaios de atividade esfingomielinasica foi utilizado o Kit
Amplex Red Assay.

Como forma de controle negativo, foi utilizado apenas o reagente
Amplex Red na auséncia da LiRecDT1. E para constatacdo da atividade da
esfingomielindsica da enzima foi utilizado 10ug da LiRecDT1, ao qual foi
incubada com seu substrato por 30 minutos a 37°C.

A reacao ocorre da seguinte forma: a enzima fosfolipase-D age em seu
substrato, a esfingomielina, e cliva-a em colina e ceramida 1-fostato. A colina
€ oxidada por uma oxidase e H,0O do kit, e a H,O; na presenca de peroxidase
horseradish reage com o reagente de Amplex na proporcdo de 1:1gerando
fluorescéncia. A amostra é entdo colocada em um fluorimetro (Shimadzu
modelo RF-5301 PC Flourescence Spectrophotometer) na excitacdo de
560nm e emisséao 590nm.

A analise estatistica da atividade da fosfolipase-D e reacdo da colina
foi realizada com analises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Os dados
foram comparados em GraphPad na versdo 3.000 para Windows. Media +

Desvio padrado na significancia de p< 0,001.

Sphingomielynase Activity
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1 1 Negative Control

2 LiRecDT1 10pg

40000+

300004

200004
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Fluorescence intensity (570 nm)

0l —e—

1 2

FIGURA 4 - ENSAIO DE ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA DA ISOFORMA LiRecDT1
SOBRE SEU SUBSTRATO ESFINGOMIELINICO. EM 2 MOSTRANDO
ATIVIDADE DA LiReCDT1 COMPARADO AO SEU CONTROLE NEGATIVO EM
1.
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4.3 CORACAO ISOLADO

Na figura 5 e 6, A é um registro tipico das variagcbes de pressao
intraventriculares no tempo. A figura B demonstra os valores +dp/dt e-dp/dt
calculadas a partir do registro da figura A e a Figura C € o0 registro

eletrocardiografico da mesma preparacao.
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Os valores de pressdo intraventricular méxima desenvolvida
expressas em mmHg dos coragdes isolados foram de 137,3 = 4,5 no grupo
controle (N=8) e de 123,7 + 3,4 no grupo experimental (N=8).

O gréfico 1 mostra os efeitos da fosfolipase D sobre a geracao de
pressdo desenvolvida pelos coragfes isolados. O grafico mostra que a
fosfolipase D, na concentragdo empregada, foi capaz de interferir, diminuindo

a pressao desenvolvida.
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GRAFICO1 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NA PRESSAO DESENVOLVIDA PELO
VENTRICULO ESQUERDO DE CORACOES DE RATOS. OS RESULTADOS
SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM. * REPRESENTA DIFERENCA
ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE DO GRUPO EXPERIMENTAL EM
RELACAO AO CONTROLE (P=0,0319).
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Os valores de +dp/dt maxima e — dp/dt maxima em mmHg por
segundo obtidos dos experimentos com coragfes isolados. Os valores de
+dp/dt maxima e -dp/dt maxima foram respectivamente de 1536,5 + 55,7; -
819,1 £ 29,0 no grupo controle (N=8) e de 1392,8 + 37,6; -710,3 £ 23,0 no
grupo experimental (N=8).

O grafico 2 mostra os efeitos da fosfolipase D na velocidade méaxima
de geracgao de presséo intraventricular (+df/dtusx) pelos coragbes isolados. O
grafico mostra que a fosfolipase D, na concentracdo empregada, ndo foi

capaz de interferir na velocidade da presséo desenvolvida.
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GRAFICO 2 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NA VELOCIDADE MAXIMA DE
DESENVOLVIMENTO DE PRESSAO INTRAVENTRICULAR ESQUERDA
(+DP/DTuax) PELOS CORACOES DE RATOS. OS RESULTADOS ESTAO
EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (P=0,0508).
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O grafico 3 representa os dados de velocidade maxima de
relaxamento (-df/dtyi) em coracdes isolados na presenca e auséncia da

fosfolipase D.
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GRAFICO 3 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NA VELOCIDADE MAXIMA DE
RELAXAMENTO MAXIMO (-DP/DTyn) PELOS CORAGCOES ISOLADOS DE
RATOS. OS RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM
(P=0,0108). * REPRESENTA DIFERENCA ESTATISTICAMENTE
SIGNIFICANTE DO GRUPO EXPERIMENTAL EM RELACAO AO
CONTROLE.
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Os valores de frequéncia cardiaca obtidos de coragdes isolados foram
respectivamente de 84,9 £ 6,5 no grupo controle (N=8) e 76,9 + 6,2 no grupo
experimental (N=8). Esses dados n&o diferiram de forma estatisticamente
significativa.

O grafico 4 representa os efeitos da fosfolipase D sobre a frequéncia
de batimentos por minuto desenvolvida pelos cora¢fes isolados. O gréfico
mostra que a fosfolipase D, na concentracdo empregada, foi incapaz de

interferir na frequéncia cardiaca.
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GRAFICO 4 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NA FREQUENCIA DE BATIMENTOS
DESENVOLVIDA PELOS CORAGOES DE RATOS. OS RESULTADOS SAO
APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM. N = 8, P=0,3896.

A andlise do tracado eletrocardiografico foi realizada numa derivacéo
nao convencional. Os animais do grupo controle e do grupo experimental
mostraram eixo elétrico médio do complexo QRS normal, ndo sendo possivel
observar alteragcbes quer na geracdo e/ou conducdo da frente de
despolarizacdo ou repolarizacdo cardiaca, sendo que em todos 0s animais o
ritmo foi sinusal. Desta forma podemos afirmar que as alteracdes verificadas
nao foram devido a alteracbes elétricas, na geracdo ou conducdo dos

potenciais de agao.



FIGURA 7 - CORAGAO DE RATO ISOLADO EM SOLUGAO BANHO
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4.4 MUSCULOS PAPILARES ISOLADOS INTACTOS

A Figura 8 é o registro original de um experimento tipico da forca de
contracdo de mausculo papilar isolado em funcdo do tempo em valores
absolutos. Em 8A a forgca desenvolvida em funcdo do tempo e em 8B a

velocidade maxima de contracao e relaxamento.
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A Figura 9 € o registro original de um experimento tipico da forca de

contracdo de mdusculo papilar isolado em fungcdo do tempo em valores

absolutos. Em 9A a forgca desenvolvida em fungcdo do tempo e em 9B a

velocidade maxima de contracao e relaxamento.
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Os valores de forgca maxima obtidos dos musculos papilares isolados
intactos expressos em % dos valores obtidos no controle foram
respectivamente de 98,7 = 7,2 e 91,1 £+ 14,0 para concentra¢des de 8,3ug/ul e
16,6pg/ul de PBS (N=6) e 108,5 + 14,9 e 97,0 £ 15,4 para concentracdes de
8,3ug/ul e 16,6pug/ul de PLD. (N=6). Esses dados nao diferiram de forma
estatisticamente significativa.

O gréfico 5 representa os efeitos da fosfolipase D (PLD) na forca
maxima desenvolvida por musculos papilares isolados intactos. O grafico
mostra que a fosfolipase D, na concentracdo empregada, foi incapaz de

interferir na forga desenvolvida.
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GRAFICO 5 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NA FORCA DESENVOLVIDA PELOS
MUSCULOS PAPILARES DE CORACAO DE RATOS. OS RESULTADOS SAO
APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM N = 6, P=0,9264.
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Os valores de +df/dt maxima e — df/dt maxima de musculos papilares
isolados expressos em % dos valores obtidos dos controles, foram
respectivamente de 103,0 * 8,8; -100,3 + 15,3 para concentragdes de 8,3ug/ul
de PBS, 107,6 £ 20,2; -108,0 + 23,2 para concentracdes de 16,6ug/pl de PBS
(N=6), 110,7 £ 17,7; -113,9 £ 14,6 para concentracdes de 8,3ug/ul PLD, 105,8
+ 15,5; -110,5 = 18,4 para concentragdes de 16,6ug/pl de PLD (N=6). Esses
dados nao diferiram de forma estatisticamente significativa.

O gréfico 6 representa os efeitos da fosfolipase D (PLD) sobre a +df/dt
maxima dos musculos papilares isolados intactos. O grafico mostra que a
fosfolipase D, na concentracdo empregada, foi incapaz de interferir na

velocidade de producéo de forca desenvolvida.
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GRAFICO 6 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NA +DF/DT MAXIMA PELOS
MUSCULOS PAPILARES DE CORACAO DE RATOS. OS RESULTADOS
SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM. N = 6, P=0,9898.
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O grafico 7 representa os efeitos da fosfolipase D (PLD) sobre a -df/dt

maxima dos musculos papilares isolados intactos. O grafico mostra que a

fosfolipase D, na concentragcdo empregada, foi incapaz de interferir na

velocidade do relaxamento.
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EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NA -DF/DT MAXIMA PELOS
MUSCULOS PAPILARES DE CORAGAO DE RATOS. OS RESULTADOS
SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM. N = 6, P=0,9712.

FIGURA 10 - MUSCULO PAPILAR DE VENTRICULO DIREITO DE RATO EM SOLUCAO
BANHO.
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4.5 MUSCULO LISO DE AORTA
A Figura 11 é o registro original de um experimento tipico da forca de
contracdo de anel de aorta em funcdo do tempo em valores absolutos. A

contracao foi obtida pela exposi¢cdo da preparacédo a uma solucéo isotdnica de
Ringer contendo 80 mM de KCl e 100uM de fenilefrina.
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A Figura 12 é o registro original de um experimento tipico da forca de
contracdo de anel de aorta em funcdo do tempo em valores absolutos. A
contracao foi obtida pela exposi¢cdo da preparagcédo a uma solucéo isotdnica de
Ringer contendo 80 mM de KCl e 100uM de fenilefrina.
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3.4 mN/mm?2
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Os valores de forga méaxima obtidos dos anéis de aorta expressos em
mN/mm? foram respectivamente de 13,0 + 1,1 no grupo controle (N=6) e 11,9
+ 0,8 no grupo experimental (N=6). Esses dados n&o diferiram de forma
estatisticamente significativa.

O gréfico 8 representa os efeitos da fosfolipase D (PLD) sobre a forga
desenvolvida pelos anéis de aorta. O grafico mostra que a fosfolipase D, na
concentracdo empregada, foi incapaz de interferir na forca desenvolvida.
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GRAFICO 8 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) SOBRE A FORCA DESENVOLVIDA
PELOS ANEIS DE AORTA DE RATOS. OS RESULTADOS SAO
APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM. N = 6, P=0,4312.
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Os valores de relaxamento de anéis de aorta expressos em % dos

valores de forca maxima foram dos grupos controle e experimental aos 30,

60, 90, 120, 150 e 180 foram respectivamente de: 91,7 = 3,1 e 87,0 £ 1,5;
79,1+59e764+32;,680+75e660+44;61,7+81e59,0+4,8;581+
7,6 e 53,8 £ 4,9; 56,5 + 7,4 e 50,1 £ 4,9. Em todos os tempos a andlise

estatistica demonstrou ndo existir diferenca entre os grupos.

O grafico 9 representa os dados dos efeitos da fosfolipase D (PLD) e

do PBD no relaxamento dos anéis de aorta. O grafico mostra que a

fosfolipase D, na concentracdo empregada, foi incapaz de interferir no

relaxamento.
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GRAFICO 9 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) SOBRE O RELAXAMENTO DOS ANEIS
DE AORTA DE RATOS. OS RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO

MEDIA + EPM. N = 6. P=0,6083
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Os valores de relaxamento obtidos dos anéis de aorta expressos em
% dos valores de forca maxima foram dos grupos controle e experimental as
3, 6, 9 e 12 horas foram respectivamente de 56,3 + 7,2 e 50,1 = 4,9; 56,1 £
8,8e422+44,506+70e40,4+3,7,459+6,7e 42,9 +7,2. Esses dados
nao diferiram de forma estatisticamente significativa.

O grafico 10 mostra os efeitos da fosfolipase D (PLD) e do PBS no
relaxamento dos anéis de aorta. O grafico mostra que a fosfolipase D, na

concentracdo empregada, foi incapaz de interferir no relaxamento.
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GRAFICO 10 - EFEITOS DA FOSFOLIPASE D (PLD) NO RELAXAMENTO DOS ANEIS DE
AORTA DE RATOS. OS RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO

MEDIA + EPM. N = 6. P=0,4234
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FIGURA 13 - SEGMENTO DE ARTERIA AORTA TORAXICA DE RATO E ANEIS DE
AORTA OBTIDOS DESTE SEGMENTO.
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5 DISCUSSAO

Loxocelismo é a forma de designar os acidentes causados pelo
envenenamento provocados por picadas de aranhas do género loxoceles as
quais encontram-se distribuidas mundialmente (DA SILVA et al., 2004;
FUTRELL, 1992). A picada da aranha marrom geralmente apresenta
manifestacbes clinicas como lesdo dermonecrodtica com espalhamento
gravitacional perto e no local da picada. O veneno desencadeia reagdes
locais e sistémicas. Como manifestacédo sistémica do loxocelismo, tem sido
descritos distlrbios hematoldgicos como agregacdo plaquetaria a qual resulta
em trombocitopenia e coagulagdo intravascular; hemdlise e insuficiéncia
renal. Efeitos sisttmicos sdo menos comuns que efeitos dermonecraticos,
mas causam complicacdes sérias podendo ocasionar morte (KUSMA et al.,
2008).

O veneno é constituido de uma mistura de toxinas proteicas de baixo
peso molecular (5 a 40 kDa). Estimativas demonstram que o volume total de
veneno injetado numa picada pode ser de 1 a 2 ul. Este veneno contém
dezenas de microgramas de proteina dentre as quais fosfatase alcalina,
hialuronidases, metaloproteases e fosfolipase D ou toxina dermonecrotica.
Esta ultima tem sido melhor caracterizada e tem demonstrado intensa
atividade. Tem sido demonstrado que a fosfolipase D hidrolisa
glicerofosfolipideos e esfingolipideos presentes na membrana plasmatica,
gerando respectivamente acido lisofosfatidico e ceramida-1-fosfato (KUSMA
et al., 2008).

Derivados de esfingomielina como esfingosina e ceramida modulam a
atividade celular potentemente e isso ocorre pela ativacdo de uma proteina G
e por mecanismos de cascata que culminam com alteracbes nas
concentracdes de Ca™ intracelular (TORNQUIST et al., 2004) afetando as
enzimas envolvidas na regulacdo do Ca™ assim como modulando os niveis
intracelulares de Ca™, sendo que em alguns tipos celulares induzem um
rapido aumento no Ca’" citoplasmatico enquanto em outras nada ocorre
(COLINA et al., 2005). Fatores extracelulares como TNF-qa, interferon,
interleucina-1, queimaduras, agentes quimioterapicos entre outros causam a

ativacao de uma esfingomielinase que hidrolisa esfingomielina da membrana
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plasmética gerando ceramida. Ceramida parece servir como um segundo
mensageiro que tem papel importante em varios processos bioldgicos
fundamentais como fungbes em receptores de membrana, proliferacao
celular, diferenciagcdo celular, apoptose, funcdo imune e respostas
inflamatérias. Ceramida pode ser fosforilada por ceramida quinase
convertendo-se em ceramida-1-fosfato (HANNUN, 1996).

Ceramida-1-fosfato pode ligar-se a receptores para esfingolipideos
presentes nas membranas de células de pituitaria aumentando de maneira
dose dependente o influxo de Ca*". Este efeito provavelmente envolve a
ativacao da fosfolipase C, pois quando inibida a PKC os efeitos de ceramida-
1-fosfato nos canais de Ca™ dependentes de voltagem diminuem. Observou
também que ceramida-l-fosfato inicia uma pequena, mas significante
formac&o de fosfatos de inositol, contudo seu efeito é dependente do Ca*" do
meio extracelular. Na presenca de Nimodipina, um bloqueador de canais de
Ca' dependentes de voltagem, o efeito foi abolido (TORNQUIST et al.,
2004).

Colina et al. demonstrou que em linfécitos T ceramida e esfingosina
provocam aumento no Ca*" intracelular, essencial para a ativacdo do sistema
imune. Ceramida-1-fosfato nos linfécitos € capaz de formar IP3, liberando
Ca'" dos estoques intracelulares provocando a abertura dos canais SOCC na
membrana desencadeando o influxo do Ca*"do meio extracelular (COLINA et
al., 2005).

Chaves-Moreira et al. demonstrou que a fosfolipase D promove
hemdlise de eritrécitos humanos. Este efeito foi dependente do influxo de
Ca'™" pois blogueadores de canais de Ca*™" do tipo L bloquearam esses efeitos
(CHAVEZ-MOREIRA, D.; VEIGA, 2011).

Demonstrando que o efeito depende de célula para célula, Zheng et al.
utilizou anéis de aorta de ratos pré contraidos com fenilefrina e adicionou uma
esfingomielinase especifica para hidrolisar esfingomielina. A vasoconstricdo e
o aumento intracelular de Ca™" foram diminuidos de maneira significante. Foi
relatado que ndo houve diminuicdo no aumento inicial do Ca™" citosolico
(dependente dos estoques intracelulares), mas causou um rapido declinio na
segunda fase da contragdo (dependente dos estoques extracelulares) de

maneira diferente do grupo controle, levando a hipétese de que a



76

esfingomielinase bloqueou o influxo de Ca™ através dos canais tipo L ou
canais SOCC (ZHENG et al., 2000).

Biosinais lipidicos envolvidos na mobilizacdo do Ca™ em diferentes
tipos de células sé@o descritos na literatura. Efeitos sistémicos da fosfolipase D
em Orgéos também séo descritos:

Dias-Lopes et al. investigou os efeitos do veneno bruto e da toxina
dermonecrotica recombinante da loxoceles intermédia em camundongos.
Verificou a presenca da toxina nos rins, coracao, pulmdes e figado. Em outro
experimento isolou coracdes e observou que a forca de contracdo cardiaca e
a frequéncia cardiaca dos animais tratados com veneno bruto ou fosfolipase
D eram menores que 0s animais controle. Niveis de creatina quinase sérica
estavam aumentados em relagéo ao grupo controle, indicando leséo cardiaca.
Demonstrou com imunofluorecéncia que a toxina se liga a membrana dos
cardiomiocitos e com patch clamp que a corrente de influxo pelos canais de
Ca™ do tipo L estava 25% aumentada em relagdo ao grupo controle (DIAS-
LOPES et al., 2010). Leskova e Kryzhanovsky discutem que € essa
acumulacido excessiva de Ca™ nos cardiomiocitos € um dos fatores chave
para a injaria cardiaca (LESKOVA; KRYZHANOVSKY, 2011).

Roman et al. utilizou ratos transgénicos sem os sitios de fosforilacdo de
PKC na troponina | no coracédo. Através de ecocardiografia mostrou ndo haver
diferenca na frequéncia cardiaca entre os grupos, mas houve diferenca
significativa na geracado da pressao sistdlica intraventricular esquerda, +dP/dt
e —dP/dt que foram maiores nos animais transgénicos em niveis basais,
resultados muito parecidos com o0s encontrados em nosso laboratério.
Quando estimulou esses coracdes com isoproterenol e fenilefrina notou que
0s animais controle respondiam a isso com mudancas inotrépicas positivas,
enquanto que nos animais transgénicos nada ocorria. O autor entdo concluiu
que a fosforilagdo por PKC na troponina | diminui a sensibilidade ao Ca™ nos
miofilamentos e deprime a velocidade das pontes cruzadas. Nos animais
transgénicos a falta de fosforilacdo nesses sitios tira 0 coracdo do seu estado
inibido, levando as funcdes cardiacas préximas a cinética maxima de
contracdo e relaxamento, ou seja, PKC fosforila troponina 1, regulando

negativamente a contracdo cardiaca (ROMAN et al., 2004).
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Dong et al. utilizou ratos Wistar Kyoto (animal modelo para disfuncéo
cardiaca induzida por hipertensdo) e utilizou espectometria de massas e
Western blot para estudar fosforilagdo em troponina | in vivo. Verificou que
nao houve alteracéo na fosforilagdo por PKA entre os grupos, mas no grupo
hipertenso teve um aumento significativo na fosforilacdo de troponina | por
PKC em relacdo ao grupo controle, dando suporte a hipétese de que a
fosforilacdo inadequada de troponina | por PKC pode ser associado a
disfuncao cardiaca (DONG et al., 2012).

Nossos resultados dos efeitos diretos da toxina recombinante
fosfolipase D em mulsculos papilares intactos e anéis de aorta nas
concentragOes utilizadas, ndo apresentaram efeitos diretos na producao de
forca. Concluimos que o decréscimo na producdo de forca foi tempo-
dependente e ndo pela acéo da fosfolipase D. Em contra partida os resultados
observados nos efeitos sistémicos da fosfolipase D sobre o coragdo foram
significantes. Observamos que existe diminuicdo de 11% na producdo de
pressdao ventricular esquerda no grupo experimental e nestes mesmos
experimentos foram também observadas reducbes significativas na
velocidade de relaxamento miocardico (-dP/dtns) avaliados pela velocidade
maxima de reducéo da presséo intraventricular em 15,35%.

Segundo Leskova e Kryzhanovsky a quantidade de esfingomielina em
cardiomiocitos de gatos seria entre 3,2 a 9,4% da membrana plasmatica
(LESKOVA; KRYZHANOVSKY, 2011). De acordo com os artigos supracitados
a acao da fosfolipase D acarreta uma hidrolise de fosfolipidios de membrana,
mais especificamente esfingomielina e um dos produtos dessa degradacao
sdo a ceramida-1-fosfato. A ceramida-1-fosfato interage com receptores de
esfingolipideos na membrana das células e aumenta de maneira dose
dependente o influxo de Ca™ nas células, parecendo envolver a ativacéo da
fosfolipase C, ativando fosfolipidios de inositol e também PKC aumentando a
concentracdo de Ca’" citosodlico e regulando negativamente a cinética de
contracao cardiaca.

Com o Ca'" citosdlico aumentado e a expressdo de SERCA e NCX
normais, o miécito ndo diminui a concentracgéo intracelular de Ca™ de maneira
satisfatéria para a diastole, o que pode ser um fator para injuria cardiaca
(LESKOVA; KRYZHANOVSKY, 2011), além de fosforilagdo aumentada em
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troponina | por PKC, o que pode ser um marcador de disfuncdo cardiaca
(DONG et al., 2012; HINKEN et al., 2012; WALKER; FULLERTON;
BUTTRICK, 2013), regulando negativamente a cinética de contracédo
cardiaca. Apenas a disfuncdo diastélica ndo promove o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca, mas aumenta a tendéncia (KINDERMANN et al., 2008).

O conhecimento cientifico que norteia o loxocelismo relacionado a
funcdo cardiovascular é escasso. Desta forma é dificil explicar a luz da
literatura os eventos subsequentes a intoxicacao por fosfolipase D e os efeitos
cardiovasculares encontrados em nosso trabalho. Encontramos estudos que
relatam os efeitos da fosfolipase D em diferentes tipos de células, o que nos
da uma ideia dos efeitos fisioldgicos, mas que por muitas vezes séo diferentes
de célula para célula. Nossa hipotese para 0os mecanismos de acao da
fosfolipase D no musculo cardiaco sdo especulativos uma vez que nao
obtivemos dados de sinalizag&o intracelular nem de marcadores bioquimicos

em nosso trabalho.
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6 CONCLUSAO

A fosfolipase D é um potente agente biologico. Seus efeitos sao
descritos em diversos tipos de células e tecidos, mas no sistema
cardiovascular sdo escassos. De acordo com nossos estudos, ndo foram
encontrados efeitos diretos da toxina sobre parametros de contratilidade em
musculos papilares isolados ou anéis de aorta. Porém em coracdes isolados
de animais pré-tratados com fosfolipase D obtivemos redugédo na geracao de
pressao intraventricular esquerda e diminuicdo da velocidade maxima de
relaxamento (-dP/dt). Tem sido demonstrado que a acdo da fosfolipase D
envolve a degradacédo da esfingomielina e a geracdo de subprodutos como
ceramida 1 fosfato. Este subproduto se liga a receptores de membrana e
ativam uma proteina G, a qual se liga a fosfolipase C originando o inositol
1,4,5 trifosfato e o diacilglicerol. O inositol 1,4,5 trifosfato se liga a receptores
no reticulo sarcoplasmatico, o que causa a liberacdo de Ca'" do reticulo
sarcoplasmatico promovendo a ativacdo do diacilglicerol da membrana
plasmatica, formando a proteino quinase C ou PKC. Esta provoca
fosforilagcbes em sitios especificos de canais de Ca*" do tipo L e na troponina
. Isto reduz a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*" e deprime também a
velocidade das pontes cruzada ocasionando efeito inotropico e lusiotrépico
negativo. Essa hipotese é especulativa, uma vez que ndo temos dados de

sinalizacao intracelular ou marcadores bioquimicos nesses coracoes.
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