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CON sem alteragdes. B) Grupo DIG apresenta material basofilico amorfo multifocal discreto
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oleandrina (OLE) (G,H). A ultraestrutura do coracdo de animais CON mostrou fibras
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Figura 21. Valores médios e desvio padrdo dos biomarcadores teciduais cardiacos: peptideo
natriurético cerebral (BNP) (A) e troponina | (cTnl) (B) obtidos de ratos Wistar controle
(CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina
(OLE). Dados ndo paramétricos foram avaliados por Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenca
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Figura 22. Analise da expressdo das isoformas alfa-1 e alfa-2 da bomba de sédio e potéssio
(NKA) por meio de analise de Western blot de amostras do coragdo de ratos Wistar controle
(CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) (C) e
oleandrina (OLE). Os tratamentos ndo alteraram os niveis de da isoforma alfa-1 (A) e alfa-2
(B). A expressdo da isoforma alfa-1 foi significativamente maior em todos 0S grupos
estudados em relacdo a alfa-2 (C). A avaliagdo relativa entre as isoformas alfa-1/alfa-2
também ndo revelou diferengas significativas entre os tratamentos (D). Dados néo
paramétricos foram avaliados por Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenca significativa entre os
grupos. *Diferenga significativa entre os grupos tratados (p<0,05); **Diferenga significativa
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Figura 23. Andlise de estresse oxidativo (niveis de peroxidacdo lipidica — TBARS) e
atividade das principais enzimas antioxidantes - SOD, CAT e GPx - no tecido cardiaco de
ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina
(OUA) (C) e oleandrina (OLE). Os tratamentos ndo alteraram os niveis de TBARs (A). A
SOD apresentou aumento significativo de sua atividade enzimética nos grupos DIG e OLE,
em relacdo ao controle e OUA (B). A atividade enziméatica da CAT encontra-se aumentada
em todos os tratamentos, com diferenca significativa nos grupos DIG e OUA em relac¢do ao
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controle (C). Os tratamentos ndo alteraram a atividade enzimética da GPx (D). Dados
paramétricos foram avaliados por ANOVA e pos teste de Tukey (p<0,05). *Diferenca
SIGNITICALIVA BNTIE OS GIUPOS. .. c.virveereiieieriiste ettt nr bbb b en e 79
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RESUMO

Os glicosideos cardioativos (GCs) sdo substancias que atuam na bomba de sddio e
potassio (NKA) do coracdo exercendo atividade inotropica. O GC mais conhecido € a digoxina,
empregado até hoje no tratamento da insuficiéncia cardiaca (IC). No entanto, sua restrita
margem de seguranca impulsiona a descoberta de novas substancias cardioativas. Nesse ambito,
pouco se sabe sobre a atuacdo cardiovascular da oleandrina e ouabaina. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos comparativos dos GCs na fisiologia cardiorrenal. Inicialmente, foi
realizado estudo da posologia da digoxina determinando-se que a dose efetiva capaz de alterar a
contratilidade dos cardiomidcitos sem causar arritmias graves é de 50ug/kg via SC por 21 dias.
Determinaram-se os valores de referéncia para os parametros eletrocardiograficos (ECG) e a
melhor formula de corre¢do do intervalo QT para ratos Wistar. Estabeleceu-se um protocolo
anestésico para realizacdo de ECG com isoflurano e determinacdo dos valores médios, desvio-
padrdo, minimo e maximo dos principais parametros: frequéncia cardiaca (FC), duragdo e
amplitude da onda P, duragédo dos intervalos PR e QT, duracdo do complexo QRS, amplitude
das ondas R e T. Também foi feita a avaliacdo comparativa das formulas de QT, onde a férmula
de Hodges apresentou melhor correlagdo com a FC. E, finalmente, avaliaram-se os efeitos
comparativos da digoxina, ouabaina e oleandrina na fisiologia cardiorrenal. A analise
comparativa entre 0os GCs revelou importantes diferencas quanto a sua a¢do no sistema
cardiovascular. Os GCs alteraram a série vermelha do hemograma, o que foi comprovado pela
presenca de equindcitos observados pela microscopia de varredura. Os animais que receberam
oleandrina apresentaram lesGes cardiacas mais graves observadas pela maior atividade sérica de
LDH, aumento relativo da CK-MB necrose focal moderada de cardiomidcitos visto na
microscopia Optica; ruptura, encurtamento e desorganizagdo das fibras cardiacas como
observado na microscopia eletronica de varredura. Os trés tratamentos provocaram aumento
relativo da creatinina e discretas lesdes observadas na microscopia Optica renal. A expressao da
troponina | e isoforma alfa-1 ndo foram alteradas, no entanto os niveis proteicos de BNP e alfa-
2 foram superiores nos grupos que receberam oleandrina e ouabaina em relacdo ao grupo
digoxina. Todos os GCs afetaram a producdo de ROS, sem no entanto causar peroxidacao
lipidica, por meio da ativacdo de diferentes vias antioxidantes. Conclui-se que os efeitos dos
GCs sdo variaveis, possivelmente pela diferenca entre a afinidade e inibi¢cdo da bomba NKA.

Palavras-chave: digoxina, ouabaina, oleandrina, insuficiéncia cardiaca, eletrocardiograma,
espécies reativas de oxigénio.
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ABSTRACT

Cardioactive glycosides (GCs) are substances that act on the sodium and potassium pump of the
heart (NKA) exerting inotropic activity. The best known GC is digoxin, used to date in the
treatment of heart failure (HF). However, its narrow range of safety drives the discovery of new
cardioactive substances. In this context, little is known about cardiovascular performance of
oleandrin and ouabain. The aim of this study was to evaluate the comparative effects of GCs on
cardiorenal physiology. Initially, a digoxin dosage study was performed, determining that the
effective dose capable of altering the contractility of cardiomyocytes without causing serious
arrhythmias is 50 ug/kg via SC for 21 days. The reference values for the electrocardiographic
parameters (ECG) and the best QT interval correction formula were determined for especially
Wistar rats. An anesthetic protocol was established for ECG with isoflurane and determination
of mean values, standard deviation, minimum and maximum of the main parameters: heart rate
(HR), duration and amplitude of P wave, duration of PR and QT intervals, duration of the QRS
complex, amplitude of the R and T waves. The comparative evaluation of the QT formulas was
also performed, where the Hodges formula presented a better correlation with the HR. Finally,
the comparative effects of digoxin, ouabain, and oleandrin on the cardiorenal system were
evaluated. The comparative analysis between GCs revealed important differences in their action
on the cardiovascular system. GCs altered the red blood cell series, which was confirmed by the
presence of echinocytes observed by scanning microscopy. Animals receiving oleandrin had
more severe cardiac lesions observed by increased serum LDH activity, relative increase of CK-
MB, and moderate focal necrosis of cardiomyocytes seen in light microscopy; rupture,
shortening and disorganization of cardiac fibers as observed in scanning electron microscopy.
The three treatments caused a relative increase of the creatinine and discrete lesions observed in
renal optic microscopy. The expression of troponin | and alpha-1 isoform were not altered,
however, the protein levels of BNP and alpha-2 were higher in the groups that received
oleandrin and ouabain in relation to digoxin group. All GCs affected the production of ROS,
without causing lipid peroxidation, through the activation of different antioxidant pathways. It is
concluded that the effects of GCs are variable, possibly due to the difference between the
affinity and inhibition of the NKA pump.

Keywords: digoxin, ouabain, oleandrin, heart failure, electrocardiogram, reactive oxygen
species.
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INTRODUCAO

Os glicosideos cardioativos (GCs) sdo substancias utilizadas, historicamente, no
tratamento da insuficiéncia cardiaca (IC). As moléculas mais conhecidas, cujo potencial
farmacoldgico é explorado até hoje, sdo a digoxina e digitoxina (Whitering, 1785; Prassas
e Diamandis, 2009; Ambrosy et al., 2016). Novos usos terapéuticos e a retomada dos
estudos desses compostos vEém sendo explorados em pesquisas recentes (Hamlyn e
Blaustein, 2013; Cérdova et al., 2016).

Essas substancias séo derivados esteroides, relacionados com a defesa dos organismos
gue os produzem. Existem dois grandes grupos de GCs: os cardenolideos (mais produzidos
pelas plantas) (Bandara et al., 2010) e os bufodienolideos (produzidos principalmente pelos
sapos) (Ma et al., 2012). Os cardenolideos possuem um grupo lactona com cinco carbonos,
enquanto os bufodienolideos possuem anéis com seis carbonos (Kanji e MaclLean, 2012).
Esses esteroides podem ser encontrados em algumas plantas, tais como, Digitalis spp. (Kwon
et al., 2011) e Nerium oleander (Pedroza et al., 2015), conhecidas popularmente como
dedaleira e espirradeira, respectivamente.

Desde a descoberta dos GCs presentes na Digitalis purpurea (Whitering, 1785), estes
tiveram um importante papel na medicina humana e veterinéria, devido ao seu potencial
inotrépico positivo. Muito se discute sobre os riscos de utilizacdo da digoxina, o principal
digitalico prescrito nas Gltimas décadas em funcéo do seu potencial toxico, o que limita o uso
na terapia da IC, podendo causar arritmias graves e até o 6bito (Hauptman e Kelly, 1999;
Adams Jr. et al., 2016).

A IC é uma das sindromes clinicas mais importantes na medicina humana e animal.
Em cées estda associada principalmente a doencas valvares adquiridas, cardiomiopatia
dilatada e alteracfes congénitas (Castro et al., 2009). Independente da patologia de origem, a
instalagdo da IC geralmente cursa com falha na contragdo ventricular, sendo os GCs
recomendados para pacientes com reducdo da fracdo de eje¢do. Em pacientes idosos, com
alteracdo da funcdo renal e fibrilacdo atrial, sua utilizagdo € considerada controversa
(Ponikowski et al., 2016).

Outro GC que vem sendo estudado é a ouabaina, uma molécula produzida de forma
endodgena por seres humanos e animais, cujo o mecanismo de acdo na regulacdo da
hipertensdo arterial ainda ndo foi totalmente elucidado (Hamlyn e Blaustein, 2013). A
ouabaina foi descoberta em 1976 por Haddy e Overbeck como um GC presente
fisiologicamente nos mamiferos. Os autores propuseram a existéncia de um fator inibidor da
bomba de Na'/K* (NKA) no plasma, que exerceria papel crucial na hipertensdo sistémica
dependente de volume. Em seguida esse fator foi detectado na circulagdo humana e apenas
em 1991, purificado e, descrito, desde entdo, como ouabaina-endégena (Hamlyn et al.,
1991). Em mamiferos, foi comprovada que a presenga da ouabaina estid intimamente
ligada a alguns modelos de hipertenséo arterial (Meira et al., 2015).

Os GCs tém como alvo principal a NKA do coragdo, e seus impactos benéficos séo
atribuidos aos efeitos inotropicos positivos devido ao aumento da disponibilidade do célcio

(Ca2+) intracelular. Acredita-se que a inibicdo da NKA resulta em elevagdo do sédio (Na™)

intracelular que reduz secundariamente a extruséo do ca”’ por meio do trocador Na*/Ca’"
(NCX), causando o aumento da contratilidade dos cardiomidcitos (Bers, 2002). A ouabaina
pode, ainda, afetar a pressdo sistémica por meio da inibicdo da NKA, com consequente
desequilibrio ibnico desencadeando a hipertensdo sistémica (Hamlyn e Blaustein, 2013; Meira
et al., 2015).
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Os efeitos adversos mais relatados da administracdo do GCs sdo as arritmias.
. 2+ . . N .
Acredita-se que 0 excesso de Ca™ intracelular possa causar disparos espontaneos conhecidos

como waves de Ca2+, provocando oscilagBes no potencial de membrana dos cardiomidcitos,
despolarizacdes atrasadas e extrassistoles ventriculares (Bers, 2002).

A oleandrina, proveniente da planta N. oleander ¢ um dos GCs recentemente
estudados. N&o se conhece ainda o potencial farmacolégico desse composto na terapia da IC
e sua capacidade de alterar a eletrofisiologia dos cardiomidcitos. Estudos prévios do nosso
grupo de pesquisa determinam sua capacidade de modular a atividade da bomba NKA e
provocar arritmias em doses altas (Botelho et al., 2017).

Considerando a importancia dos GCs na terapia de pacientes com IC, esse trabalho
objetiva avaliar os potenciais efeitos da oleandrina, ouabaina e digoxina na fisiologia
cardiorrenal.
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OBJETIVOS
Geral
Investigar alteracGes eletromecanicas e estruturais cardiorrenais apos a administraco
prolongada de oleandrina em comparacdo com a ouabaina e a digoxina em ratos Wistar
higidos.

Especificos:

Avaliar os parametros cardiovasculares in vivo e ex vivo dos efeitos do tratamento
prolongado com digoxina por meio de avaliacdo seriada com eletrocardiograma, histologia e
contratilidade celular em animais higidos para determinacdo da posologia a ser empregada nos
demais experimentos (Capitulo 2).

Determinar parametros eletrocardiograficos e a melhor formula de correcéo do intervalo
QT para a linhagem de ratos Wistar a serem empregados como padrdes de normalidade para
futuros experimentos (Capitulo 3).

Avaliar os parametros cardiovasculares in vivo dos efeitos do tratamento prolongado
com oleandrina, digoxina e ouabaina por meio de monitoramento seriado com
eletrocardiograma, creatina quinase (CK) e sua fracdo MB (CK-MB), aspartato transaminase
(AST), lactato desidrogenase (LDH), calcio idnico (Ca?*), cloreto (CI), magnésio (Mg?*),
proteinas totais (PT), albumina (Alb), relagdo albumina/globulina (A/G), creatinina (Creat),
ureia e troponina | (cTnl) (Capitulo 3)

Analisar as alteracfes anatomopatologicas do coragdo e rins apds administragdo
cronica de oleandrina, digoxina e ouabaina, assim como a ultraestrutura do coracdo e do
tecido renal por meio de microscopia eletrnica de varredura (Capitulo 3).

Estudar o efeito do tratamento com oleandrina, digoxina e ouabaina sobre a
expressao proteica de biomarcadores teciduais cardiacos troponina | (cTnl) e peptideo
natriurético (BNP) por meio de Western blot (Capitulo 3).

Estudar o efeito do tratamento com oleandrina, digoxina e ouabaina sobre a expressao
proteica da bomba de sodio e potéssio do coragdo, comparando a modulagdo das suas
isoformas alfa-1 e alfa-2 (Capitulo 3).

Estudar os efeitos do tratamento com oleandrina, digoxina e ouabaina sobre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), por meio de mensuracdo dos niveis de
TBARs (Thiobarbituric Acid-reactive Substances), e atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) pelos métodos de
ELISA e espectrofotometria (Capitulo 3).
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CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA

Insuficiéncia cardiaca

Doencas cardiovasculares sdo as maiores causas de morte humana em paises
desenvolvidos. Sua etiologia e complicacBes sdo multifatoriais, envolvendo tanto fatores
genéticos quanto ambientais, dificultando a capacidade de prevencdo dessas doengas que
frequentemente evoluem para a IC (Zaragoza et al., 2011).

A IC é uma sindrome clinica caracterizada por sinais e sintomas associados a
anormalidades estruturais e/ou funcionais do coracéo, resultando em queda do débito cardiaco
e/ou aumento das pressdes intracardiacas. Os principais achados clinicos sdo fraqueza, falta de
ar, inchago nos membros inferiores, aumento da pressdo da jugular, ruidos pulmonares e edema
periférico (Ponikowski et al., 2016). No Brasil, em humanos, as principais etiologias descritas
sdo cardiomiopatias indeterminadas, associadas a doenga hipertensiva e isquémica, doenca de
Chagas, choque cardiogénico, doenca pericardica e amiloidose (Bocchi et al., 2016).

Dados dos EUA indicaram que cerca de cinco milhdes de pessoas tém insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC), com o surgimento de 550 mil casos em cada ano, representando até
um milhdo de hospitalizagbes. O custo estimado pode chegar a 29 bilhdes de dolares/ano e
mortalidade entre 5-75%. Devido a epidemiologia da IC e 0 seu impacto econémico Varias
pesquisas vém buscando novas terapias para diminuir a gravidade dos casos e até mesmo
prevenir essa doenca (Hunt et al., 2005).

Na medicina veterindria, 0s cdes representam a espécie em que a IC é mais comumente
diagnosticada e estudada. Em levantamento recente realizado na Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG), 90,6% dos cdes encaminhados com
suspeita de cardiopatias apresentaram doenca degenerativa valvar e 9,38% cardiomiopatia
dilatada (Botelho et al., 2016a). Com o prolongamento da vida dos animais de companhia, ha
uma tendéncia ao aumento das doencas cardiovasculares crénicas e o estudo de novas terapias e
biomarcadores que possam auxiliar no diagndstico e tratamento dos pacientes se faz necessario.

Existem cinco classes importantes de biomarcadores cardiacos de acordo com a
patologia e apresentacdo clinica do paciente: (1) inflamacéo e placa; (2) isquemia; (3) necrose
inicial; (4) necrose intermediaria e tardia; e (5) IC (Singh et al., 2010). Os principais marcadores
de inflamacdo e desestabilizacdo da placa de ateroma sdo a proteina C reativa (CRP),
mieloperoxidases, metaloproteinases, interleucina 6 e fator de crescimento placentério (Singh et
al., 2010). Entretanto, esses marcadores ndo fazem parte da rotina diagnostica da medicina
humana, com excecdo da CRP (Santos et al., 2003), e ainda sdo pouco descritos na medicina
veterinaria. A isquemia pode ser diagnosticada com o auxilio da albumina modificada pela
isquemia, enzima glicogénica-fosforilase, acidos graxos livres e fosfolipases (Singh et al.,
2010).

Os principais marcadores precoces da necrose de miocardio sdo a mioglobina e a
creatina quinase fragdo MB, em especial a isoforma CK-MB. Para identificacdo de necrose
intermediéria e tardia, além da propria CK, as troponinas cardiacas (cTn) podem ser avaliadas,
com destaque para a cTnT e c¢Tnl. J& em casos de IC, os marcadores mais utilizados sdo 0s
peptideos natriuréticos, em especial o peptideo natriurético cerebral (BNP), cujo aumento esta
diretamente relacionado com o remodelamento atrioventricular e a presenca de arritmias
importantes (Yonezawa et al., 2009; Singh et al., 2010).

Na medicina humana, diretrizes séo frequentemente atualizadas para adequar aos novos
biomarcadores e farmacos que vem surgindo. Os medicamentos mais indicados para a terapia da
IC sdo os betabloqueadores, inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA),
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antagonistas da aldosterona, diuréticos, anticoagulantes e antiagregadores plaquetarios,
antiarritmicos, bloqueadores dos canais de Ca?* e inotropicos (Bocchi et al., 2012; Ponikowski
etal., 2016).

Dentre os inotropicos positivos, a classe dos digitalicos, em especial a digoxina,
representa uma das poucas drogas de uso oral aprovadas pela Food and Drug Administration
(FDA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o aumento da
contratilidade cardiaca em pacientes com IC. No entanto, a curta margem de seguranca da
digoxina limita a sua utilizag&o e impulsiona novos estudos sobre o potencial cardioativo de
outros compostos semelhantes, os GCs ou cardenolideos, que atuam no mesmo sitio de acéo, a
bomba NKA do coracéo.

Bomba NKA

A bomba NKA é uma proteina tipo T ubiqua, que exporta trés ions Na* e internaliza
dois ions K* contra seu gradiente eletroquimico, consumindo ATP. Sua atividade é primordial
para o transporte ativo celular e multiplos mecanismos regulatérios nos tecidos onde é
expressada, como no musculo esquelético cardiaco, rins, endotélio, epitélio alveolar, jejuno,
epitélio ciliar, encéfalo e, principalmente, no sarcolema de células cardiacas (Fuller et al., 2013;
Zhang et al., 2014).

A descoberta de diferentes isoformas da NKA foi crucial para o entendimento da
diferenca de sensibilidade entre espécies frente a acdo dos GCs e 0 seu papel em cada tecido
onde é expressada. Sua estrutura é formada por trés subunidades: o, B e y; a Ultima também é
conhecida como proteina FXYD. Existem quatro isoformas da subunidade o, trés da f e sete
proteinas FXYD (Geering, 1991; Sweadner e Rael, 2000; Karlish et al., 2008). Acredita-se que
a combinag&o entre as subunidades possa gerar cem diferentes tipos de bombas com atividades
fisiopatoldgicas distintas (Fuller et al., 2013). No musculo cardiaco, predominam as isoformas
a-1, a-2 e B-1. O sitio catalitico da bomba é a subunidade o, com locais de ligagdo para o Na*,
K* e GCs (James et al., 1999).

O bloqueio da bomba NKA pelos GCs pode ser benéfico para pacientes com redugdo da
fracdo de ejecdo e, até mesmo, auxiliar na terapia antiarritmica devido ao seu consequente
aumento na contratilidade dos cardiomidcitos. No coragdo, NKA tem papel importante no
estabelecimento do gradiente de Na* intracelular, sendo fundamental para manutencdo do
potencial de acdo (PA), além de estar associada a varios trocadores e transportadores essenciais
para funcionamento celular normal, homeostase idnica e controle do volume celular (Fuller et
al., 2013).

Os GCs se ligam a subunidade o da NKA, impedindo o transporte ativo dos ions Na* e
K*- Consequentemente, ha aumento do Na* intracelular e dos niveis séricos de K* (Langford e
Boor, 1996). O aumento do Na* intracelular afeta o trocador de Na*/Ca?* (NCX), impedindo a
saida do Ca®* da célula. O incremento dos niveis intracitoplasmaticos de Ca®* promove maior
interacdo com o mecanismo contrdtil celular, impedindo o relaxamento do musculo cardiaco e
promovendo sua contracdo, fenébmeno conhecido como efeito inotrépico positivo (Figura 1),
benéfico para pacientes com IC (Langer, 1981; Langford e Boor, 1996).
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Figura 1: Mecanismo de ac¢éo dos glicosideos cardioativos: a inibicéo da corrente da bomba de sodio e
potassio (NKA), impede a extrusdo de 3Na* do citoplasma em troca de 2K* contra o seu gradiente
eletroquimico. O acumulo do Na* intracelular promove a troca de 3Na* por 1Ca?* pelo trocador de
Na*/Ca** (NCX). Consequente aclimulo do Ca?* intracelular aumenta a interagdo com as proteinas
contrateis do coragdo, promovendo o0 inotropismo positivo. ATP: adenosina trifosfato; NCX: trocador de
Na*/Ca?*; RyR: receptores de rianodina; PLB: fosfolambam (Adaptado de Grandi e Herren, 2014).

Acoplamento excitagdo-contracao

A atividade elétrica do miocéardio é atribuida a capacidade das células cardiacas de gerar
e coordenar potenciais de agdo (PAs), prontamente detectados pelo eletrocardiograma. A
geracdo dos PAs depende da expressdo e atividade de diversos canais, bombas e trocadores
ibnicos que participam dos processos de despolarizagdo e repolarizagdo da membrana
citoplasmética. Mudangas nas propriedades desses canais podem levar a alteragBes na
morfologia do potencial de acdo (PA), sincronizacdo e/ou propagacdo os impulsos elétricos,
predispondo assim o coracao a arritmias potencialmente letais (Nerbonne e Kass, 2005).

O impulso elétrico surge em células com propriedades biofisicas autoexcitatorias
encontradas principalmente no n6 sinusal. O estimulo elétrico é entdo conduzido por todo o
miocardio em sequéncia espacial e temporalmente definida, por meio das juncdes comunicantes
encontradas célula a célula no tecido cardiaco, as quais sdo poros que comunicam a membrana
lateral de dois cardiomidcitos consecutivos, permitindo de forma ndo seletiva a passagem de
pequenas moléculas e ions (Nerbonne e Kass, 2005).
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Ondas de despolarizacdo iniciadas no no sinusal se propaga pelos éatrios, o que é
identificado pelo eletrocardiograma como onda P. Na sequéncia, o sinal elétrico passa pelo n6
atrioventricular, onde ocorre pequena pausa fisiolégica observada como intervalo PR. O
impulso ao atingir os cardiomidcitos ventriculares, promovem a despolarizagdo no seu potencial
de membrana, representado pelo complexo QRS. A fase de repolarizagdo é visualizada pela
onda T, principalmente devido ao processo de inativagdo dos canais de Na" e abertura dos
canais de K* dependentes de voltagem, principal componente i6nico responsavel pela
repolarizacéo do potencial de membrana, representada pela onda T (Bers e Despa, 2006; Tilley,
2012).

O acoplamento excitagdo-contracdo é o processo que permite a interagédo do fon Ca?
com a maquinaria contratil do coracdo realizando sua contracdo e relaxamento a partir da
propagacdo do PA. O PA cardiaco pode ser dividido de forma didatica em cinco fases. A fase 0
é caracterizada pelo inicio da despolarizagdo induzida pela abertura dos canais de Na* e inicio
da abertura dos canais de K* transiente rapidos (I, 1) A fase 1 é deflagrada principalmente pela
abertura dos canais de Ca?" dependentes de voltagem tipo L (IcaL), para permitir sua interacéo
com a troponina. Durante a fase 2 a ativacdo da corrente de Ca?* permanece, formando o plat6
do PA e alguns canais de K* iniciam a ativacdo lenta. Durante a fase 3 a corrente de Ca®" é
inativada e as correntes de K* recuperam o PA no processo repolarizagdo. A fase 4 é a retomada
ao potencial de repouso, com contribuicao ativa de canais K* (Bers, 2002; Bers, 2008).

O acoplamento excitagdo-contracdo esta diretamente relacionado & disposicdo das
proteinas nele envolvidas. RegiGes de tdbulos T concentram a grande maioria de canais e
transportadores, como os canais de Ca?* dependentes de voltagem, bomba NKA, especialmente
a isoforma alfa-2, e o trocador NCX. Nesses mesmos locais podem ser encontrados grande
concentragdo de organelas, em especial reticulo sarcoplasméatico e mitocondrias, o que cria
microdominios eletroquimicos que favorecem o inotropismo cardiaco (Aronsen et al., 2013).

A medida que o PA atinge os tubulos T, a ativacdo dos canais de Ca?* tipo L, permite
grande entrada de Ca?" intracelular, ativando receptores de rianodina (RsRy) que por sua vez
induzem a liberacdo de Ca?* estocado no reticulo sarcoplasméatico (RS) em processo chamado
calcium-increase calcium release. O Ca?* disponivel no citoplasma interage com a troponina C
(TnC) e favorece sua interacdo com a troponina | (Tnl), fazendo com que a Tnl se desligue do
sitio ativo da actina liberando sua conexdo com a tropomiosina (TmT) e TnT. O que permite sua
interacdo com a miosina e, portanto, a contragdo por meio do encurtamento das fibras cardiacas
(Bers, 2002; Bers, 2008).

Glicosideos cardioativos

Os GCs sdao um grupo de substancias amplamente distribuidas na natureza, com
diferentes fontes e aplicagdes, e estrutura quimica muito semelhante. Todos os GCs tém em
comum um anel esterdide, ligado a um anel lactona insaturado na posicdo 17 e a maioria deles
também esta ligada a uma porcdo de agucar na posicdo 3 (Figura 2 e Tabela 1) (Schonfeld et al.
1985).

A diversidade destas moléculas provem de pequenas diferencas na estrutura,
especialmente o nimero de carbonos do anel de lactona e por¢des de aglcar associadas. Os
cardolideos, encontrados principalmente em plantas, possuem um anel de butirolactona com
cinco carbonos, enquanto os bufodienolidos, encontrados principalmente em veneno de sapos,
possuem um anel de pirona com seis carbonos (Prassas e Diamandis, 2008).
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Tabela 1. Férmula quimica, massa molecular e residuos de agucar dos principais glicosideos
cardioativos

Glicosideos Férmula Massa molecular Molécula de aglcar

cardioativos guimica (g/mol)

Digoxina Ca1H64014 780.949 Polissacarideos de hexopyranosyl

Ouabaina C29H14012 584.659 Monossacarideo de mannopyranosyl

Oleandrina Ca2Hag09 576.727 Monossacarideo de hexopyranosyl e
acetoxil

O grupo esteréide é comum a todas as substancias, formado por 17 carbonos
distribuidos em quatro anéis ligados a um anel de lactona e diferentes residuos de acucar. Os
acucares mais frequentemente encontrados séo glicose, galactose, manose, ramnose e digitalose.
A atividade de GCs esta relacionada ao anel lactona, enquanto os residuos de acUcar s&o
determinantes para a toxicocinética e toxodindmica de cada substancia (Brown et al., 1986;
Kanji e Mac Lean, 2012). A presenca de agliconas livres, por exemplo, favorece a absorcéo e
biotransformacdo de GCs, enquanto a presenca de residuos de agUcar, como a ramnose, pode
potencializar sua acdo em mais de 25 vezes (Melero et al., 2000; Cornelius et al., 2013).

Considerando isso, a forma glicosidica de moléculas conhecidas como digoxina,
digitoxina e ouabaina proporciona maior bloqueio da NKA em comparacdo a sua forma de
aglicona. No entanto, esse fendbmeno depende ndo apenas do numero e da natureza dos agucares,
mas também da estrutura esterdide e do nimero de grupos hidroxila presentes (Cornelius et al.,
2013). Os acUcares ndo possuem receptores especificos no local de interagcdo, mas podem
permitir uma ligag&o e estabilidade mais fortes. A primeira molécula ligada ao anel esteroide é
potencialmente a mais importante para garantir o bloqueio da NKA (Melero et al., 2000;
Cornelius et al., 2013).

Fontes dos principais glicosideos cardioativos

GCs sdo substancias farmacologicamente ativas produzidas por diferentes espécies de
plantas e animais, incluindo o homem. Os mais conhecidos sdo: digoxina, digitoxina, ouabaina,
oleandrina, bufalina, marinobufagenina, aerobufagenina e telocinobufagina. A tabela a seguir
mostra a associacdo entre cada GC e suas respectivas fontes (Tabela 2).

Os GCs sdo historicamente descritos em plantas e sua ingestdo esta associada a sinais
clinicos cardiovasculares devido ao bloqueio da corrente da NKA no coragdo. A ouabaina é
encontrada em plantas do género Acokanthera e Strophanthus (Cassels, 1985; Strobach et al.,
1986), digoxina em plantas do género Digitalis, como D. lanata e D. purpurea (Whitering,
1875; Braga et al., 1997) e oleandrina da planta Nerium oleander (Pedroza et al., 2015). A
intoxicacdo por bufodienolideos também permite a mesma inferéncia; relatos de intoxicacgéo por
veneno de rd do género Rhinella impulsionaram a pesquisa para a identificacdo de diferentes
GCs e seu veneno (Li et al., 2013; Huang et al., 2015).
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Tabela 2: Principais glicosideos cardioativos e suas fontes

Glicosideos Fontes Referéncias
cardioativos
Digoxina Planta Digitalis purpurea Whitering, 1785
Urina humana (digoxin-like) Goto et al., 1990
Digitoxina Plantas do género Digitalis Braga et al., 1997
Ouabaina Plasma humano (ouabain-like) Hamlyn et al., 1991
Glandula adrenal bovina (ouabain-like) Hamlyn et al., 1991;
Hipotalamo bovino (ouabain-like) Tymiak et al., 1993
Plantas dos géneros Cassels, 1985; Strobach et
Acokanthera e Strophanthus al., 1986
Oleandrina Planta Nerium oleander Pedroza et al., 2014
Botelho, 2015; Botelho 2016
b
Thevetina Planta do género Thevetia Melero et al., 2000
Bufalina Ché& Chan Su (Bufo bufo gargarizans e Bufo  Lietal., 2013
melsanostictus) Siméo, 2015

Marinobufagenina

Telocinobufagina
Bufotalina

Veneno de Rhinella schneideri
Plasma e urina de humanos e ratos

Plasma humano
Veneno de Bufo vulgaris

Fedorova et al., 2001; Tian et
al., 2010

Komyiama et al., 2005
Melero et al., 2000
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Figura 2. Estrutura molecular dos glicosideos cardioativos: A- Digoxina, B-Ouabaina, C- Oleandrina
(adaptado de Prassas e Diamandis, 2009).
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Somente no inicio da década de 1990, com a identificacdo de compostos enddgenos
do tipo digitélico, a busca por GCs produzidos por mamiferos foi intensificada. Com isso foi
possivel identificar moléculas anédlogas e/ou idénticas a ouabaina, digoxina, digitoxina,
marinobufagenina e telocinobufagenina em amostras de plasma (Hamlyn et al., 1991) e urina
(Goto et al., 1990) de pacientes com insuficiéncia cardiaca e renal (Gottlieb et al., 1992;
Komiyama et al., 2005).

Esta descoberta foi seguida pela correlagdo de GCs enddgenos, controle da presséo
arterial (Hamlyn et al., 1991) e IC (Gottlieb et al., 1992) impulsionando novos estudos em
relacdo ao seu mecanismo de acao e diferentes respostas fisioldgicas.

Digoxina

Entre os GCs, a digoxina é a molécula mais conhecida, utilizada no tratamento da IC
por mais de dois séculos. Derivada de compostos digitalicos encontrados nas plantas Digitalis
lanata e D. purpurea, o primeiro relato da sua utilizagdo no tratamento da IC foi feito por
Withering em 1785. Entretanto, devido ao seu potencial toxico, pequena margem de seguranca e
a descoberta de novas substancias para o tratamento da IC, sua utilizac&o clinica foi reduzida
(DIG Trial, 1997; Pincus, 2016).

Pesquisas randomizadas que investigaram a capacidade terapéutica da digoxina
determinaram que sua utilizacdo reduziu hospitalizagdes causadas pela faléncia cardiaca, sem,
no entanto, afetar a sua mortalidade (DIG Trial, 1997). Em pacientes com historico de isquemia
miocardica e faléncia cardiaca utilizando a digoxina de forma crénica também ndo foi possivel
estabelecer associagdo com a mortalidade (Chamaria et al., 2015; Metawee et al., 2016).

Entretanto, a eficicia da digoxina é muito controversa. Pacientes com fibrilagéo atrial
que utilizam digoxina possuem 27% mais chance de morte, sendo 21% de causas relacionadas
as doencas cardiovasculares (Qureshi et al., 2016). Estudos recentes também sugerem que sua
utilizagdo, possa sim, aumentar o risco de morte (Vamos et al., 2015; Adams Jr. et al., 2016;
Madelaire et al., 2016; Zeng et al., 2016).

Atualmente, a digoxina é recomendada para o tratamento da IC, em pacientes com ritmo
sinusal normal e fracdo de ejecdo alterada. Pode ser utilizada concomitantemente com
betabloqueadores e inibidores da ECA (Bocchi et al., 2012). Também é recomendavel a
avaliacdo dos niveis séricos de digoxina em pacientes com IC para determinacdo da dose
adequada em funcdo da idade, sexo, patologias presentes e funcéo renal (DIG Trial, 1997).
Pacientes com baixos niveis séricos, entre 0,5-0,9 ng/mL, apresentaram menor morbidade sem
alteracdo da mortalidade geral em comparacdo com pacientes cujos niveis séricos foram
superiores a 1,2 ng/mL (Adams Jr. et al., 2016).

Em casos de intoxicagdo os valores séricos da digoxina podem atingir 5,7 ng/mL e ja
foram relatados de forma acidental (Renard et al., 2015) ou em tentativas de suicidio (Juneja et
al., 2012). A conduta clinica nesses casos envolve tratamento antiarritmico, de suporte e a
utilizagdo de anticorpo especifico, Fab anti-digoxina, capaz de neutralizar com sucesso a droga
(Chan e Buckley, 2014). Entretanto, o uso do Fab é restrito até mesmo em centros médicos mais
avancados devido ao seu alto custo.

Os principais sinais clinicos associados a essa intoxicacdo se assemelham a outros
cardenolideos e incluem ndusea, vémito, dor abdominal, alteragdo do status mental e distdrbios
visuais (Tabelas 3 e 4). O achado laboratorial mais comum é a hiperpotassemia. No
eletrocardiograma (ECG) pelo menos 26,8% dos pacientes apresentam alteragdes e, 41,5% dos
pacientes que ja apresentavam lesdes, exibem novas arritmias (Limon et al., 2016; Scalese et al.,
2016). Dentre as mais comuns foram identificadas a fibrilagdo ventricular (FV), taquicardia
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ventricular (TV), arritmias supraventriculares, bloqueio atrioventricular de segundo (BAV 2) e
terceiro graus (BAV 3) (DIG Trial, 1997). Em funcéo das ressalvas em sua utilizacdo, novas
opcdes terapéuticas vém surgindo para tentar substituir a digoxina no tratamento da IC.

Ouabaina

A ouabaina é um cardenolideo conhecido por estar presente no veneno de flechas da
tribo Massai, na Africa, originada da semente de plantas como Strophantus gratus e
Acokenthera schimpert (Cassels, 1985). Além disso, seu reconhecimento como um glicosideo
enddgeno iniciou na década de 1970, com a busca por um ligante da bomba NKA responsavel
pela regulacdo da excrecdo do Na* em modelos de expansao plasmatica (Haddy et al., 1978).

Em 1976, foi observado que esse fator enddgeno inibidor da NKA participava da
fisiopatogenia da hipertensdo dependente de volume. Cées hipertensos apresentavam
diminuicdo da atividade da NKA e a substancia responsavel por essa atuacdo passou a ser
chamada de digitalis-like (Haddy et al., 1978). Durante os anos seguintes ela foi utilizada em
pesquisas sobre a hipertensdo arterial e inotropismo, e a busca pela identificacdo da sua forma
quimica se iniciou.

Apenas em 1991, essa substancia foi identificada como ouabaina a partir do plasma
humano (Hamlyn et al., 1991). Com alta afinidade pela bomba NKA e agfes cardiotonicas e
vassopressoras ja conhecidas, a ouabaina passou a ser mais amplamente pesquisada. Nos
mamiferos, ela ja foi identificada no plasma, adrenal (Laredo et al., 1994), hipotdlamo (Huang
et al., 1996) e coragao (D’Urso et al., 2004), sendo considerada um horménio com atividade
fisiologica pouca conhecida (Blaustein et al., 2009). Acredita-se que seu papel é controlar a
pressdo arterial e o balango de Na* (Hamlyn et al., 1996). Mas a ouabaina também é capaz de
atuar no musculo cardiaco e endotélio modulando sua fungéo, proliferagdo e diferenciagdo
(Huang e Li, 1997; Aydemir-Koskoy et al., 2001).

Em alguns estados patoldgicos € possivel encontrar altos niveis circulantes de ouabaina,
sugerindo um possivel envolvimento na fisiopatogenia de doengas como a IC (Gottieb et al.,
1992), hipertensdo arterial primaria (Hamlyn et al., 1991), sindrome de Cushing (Naruse et al.,
1994) e insuficiéncia renal cronica (Hamlyn et al., 1996) (Tabelas 3 e 4).

Seu mecanismo de acdo mais conhecido é o bloqueio da NKA, alterando o balango
eletroquimico de fons importantes como Na*, K*, Ca?*, resultando em efeito inotropico positivo
por meio de interferéncia no NCX (Bai et al., 2013). Entretanto, em doses baixas, a ouabaina
pode aumentar a atividade da NKA, reduzindo a tensdo ventricular (Meira et al., 2015). Essa
acdo inotropica negativa nédo é relatada em outros GCs e ainda nao foi totalmente elucidada.

Devido a suas propriedades inotrépicas, a ouabaina vem sendo usada como um
marcador da atividade da bomba NKA na busca por drogas para o tratamento de diferentes
patologias cardiovasculares. Além do inotropismo, ela também ativa vias de sinalizacbes
intracelulares associadas a moléculas como a ERK (Extracellular Signal-regulated Kinase-1) e
EGFR (Receptor do fator de crescimento epidérmico), que participam da fisiopatogenia da
hipertrofia cardiaca (Bai et al., 2013).

Sabe-se que a administracdo exdgena de ouabaina de forma cronica é capaz de induzir a
hipertensdo arterial, sugerindo sua atuagdo na patogénese ou manutencdo da hipertensdo. Em
ratos propensos a doenca, a ouabaina estd associada ao aumento da pressdo arterial, com
modulagdo na produgéo do (6xido nitrico) NO e aumento da produgdo de fatores vasconstritores
derivados da (cicloxigenase) COX-2, sugerindo que seu mecanismo de acdo vai além do
blogueio da NKA e pode estar relacionado com fatores centrais e periféricos (Xavier et al.,
2009; Davel et al., 2014). Os efeitos prolongados da sua administracdo exdgena ainda nao foram
totalmente elucidados.
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Tabela 3: Principais sinais clinicos associados a intoxicacdo por digoxina, ouabaina e oleandrina

Glicosideos Sinais clinicos Referéncias

cardioativos

Digoxina Alteracdes do estado mental, cefaleia, Joost et al., 2010; Mitchell, 2010;
convulsdo, nausea, vomito, diarreia, dor Renard et al., 2015; Janssen et al.,
abdominal, distlrbios da visdo, palpitacGes 2016
cardiacas, fadiga, fraqueza, pulso irregular,
arritmias

Ouabaina Aumento da pressdo arterial e arritmias Xavier et al., 2009; Davel et al., 2014

Oleandrina Vomito, sialorreia, dor abdominal, tremores, Haynes et al., 1985; Le Couter e
diarréia, arritmias, pulso fraco e irregular, dor Fisher, 2002; Aslani et al., 2007;
de cabeca, letargia, dor toracica, palpitacdes Barbosa et al., 2008 Peymani et al.,
cardiacas, apatia, alteragdo do estado mental, 2011; Kugukdurmaz et al., 2012,
incoordenacao, fraqueza e depresséo Page and Murtaugh, 2014

Oleandrina

A oleandrina é o principal GC encontrado na N. oleander, planta pertencente a familia
Apocynacea, nativa de regides mediterraneas da Europa e Asia, cultivada como planta
ornamental em todo o mundo (Pio Corréa, 1975; Cruz, 1979). Popularmente é conhecida como
espirradeira, oleander, adelfa, loureiro rosa, flor de S3o José, loendro da india, solan e kaner
(Cruz, 1979).

Estudos sobre os efeitos toxicos desse GC sdo escassos, sendo os relatos de caso de
intoxicacdo pela ingestdo da planta mais comuns, envolvendo geralmente lesdes agudas e morte
stbita em homens (Dorsey, 1962; Langford e Boor, 1996; Papi et al., 2002; Wojtyna e Enseleit,
2004; Peymani et al., 2011) e diferentes espécies animais (Langford e Boor, 1996; Hughes et al.,
2002; Soto-Blanco et al., 2006; Pedroso et al., 2009) (Tabelas 3 e 4).

Sua utilizagdo fitoterapica no passado envolveu patologias como a IC (Middleton et al.,
1936), dermatopatias e tumores externos (Lorenzi e Matos, 2002). O extrato da N. oleander
também pode ser benéfico no tratamento experimental de diabetes tipo 2 (Bas et al. 2012) e
alguns tipos de neoplasia de origem mamaria e pulmonar (Siddiqui et al., 2012; Calderén-
Montafio et al. 2013). Varias pesquisas mostram seu amplo potencial como antiflingico
(Hadizadeh et al., 2009), antimicrobiano (Derwich et al., 2010), inseticida (Roni et al., 2013),
antiinflamatorio, antipirético (Kumar e Anand, 2010) e imunomodulador (Al-Farwachi et al.,
2007).

Sua utilizacdo, entretanto, é limitada pelos efeitos colaterais, principalmente as
arritmias. As mais frequentemente relatadas sdo bradicardia (Shumaik et al., 1988; Khan et al.,
2010), taquicardia (Le Couter e Fisher, 2002), ritmo idioventricular (Haynes et al., 1985),
inverséo da onda P, BAVs de 1° (Khan et al., 2010), 2° e 3° graus (Camphausen et al., 2005),
aumento da duracdo do complexo QRS, blogqueio de ramo esquerdo (Wojtyna e Enseleit, 2004),
depressdo do segmento ST (Le Couter e Fisher, 2002), parada sinusal, diminui¢cdo do segmento
QT (Peymani et al., 2011), ritmo de escape juncional (Vallé et al., 2002) e flutter atrial
(Kugukdurmaz et al., 2012).

O seu potencial terapéutico e pré-arritmico se deve a sua acdo inibitoria da corrente da
bomba NKA (Botelho et al., 2017). Em cardiomidcitos isolados é capaz de aumentar 0s niveis
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intracelulares de C¢'312+ de forma dose-dependente, reduzindo o pico do transiente e aumentando
os sparks de Ca?". E provavel que além da modulacdo da NKA, a oleandrina seja capaz de afetar
os receptores de rianodina e/ou canais de Ca?* do sarcolema (Poindexter et al., 2007).

Tabela 4: Achados eletrocardiograficos mais comuns atribuidos a intoxicacdo por digoxina, ouabaina e

oleandrina

Glicosideos Achados eletrocardiograficos Referéncias

cardioativos

Digoxina Bradicardia, bloqueio atrioventricular, parada Smith et al., 1982; Princi et al.,
sinusal, ritmo idioventricular acelerado, inversdo 2000; Ramirez-Ortega et al., 2007;
da onda T, taquicardia ventricular, extra-sistole Joost et al., 2010; Mitchell, 2010;
ventricular, extra-sistole supraventricular e Janssen et al., 2016
taquicardia, fibrilaco atrial

Ouabaina Extrassistole ventricular, taquicardia ventricular, Chagas, 1932; Page and Real, 1955;
fibrilnagdo  ventricular, arritmia  sinusal, Zipes et al., 1974; Germiani et al.,
bradicardia, blogueio atrioventricular 1995

Oleandrina Extrassistoles ventriculares, ritmo juncional, Haynes et al., 1985; Le Couter e

blogueio atrioventricular, fibrilacdo atrial,
taquicardia ventricular, fibrilagdo ventricular,
taquicardia sinusal, ritmo idioventricular,
bloqueio de His, parada sinusal, ritmo de escape
juncional, flutter atrial

Fisher, 2002; Camphausen et al.,
2005; Peymani et al., 2011,
Senthilkumaran et al.,
2011Kugukdurmaz et al., 2012;
Khan et al., 2013

A IC é uma das patologias mais importantes para a medicina humana e animal, e apesar
dos avangos na terapia, diagnostico e progndstico ainda faltam farmacos cardioativos seguros
que atuem de forma crénica na contragdo cardiaca. O potencial farmacolégico da oleandrina
vém sendo estudado e sua capacidade de aumentar a contragdo ventricular em doses reduzidas
pode ser determinante na terapia da IC.
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CAPITULO 2
Avaliagdo da contratilidade de cardiomiocitos de animais submetidos ao
tratamento prolongamento com digoxina

Resumo

A digoxina é farmaco um inotrépico positivo usado para tratamento de insuficiéncia cardiaca
(IC); no entanto, sua eficacia é questionada devido a sua curta margem terapéutico. O objetivo
deste trabalho foi estabelecer uma posologia segura para o uso da digoxina (DIG) por meio da
avaliacdo do remodelamento eletromecénico do cora¢do. Foram utilizados 12 ratos da linhagem
Wistar (Rattus novergicus albinus) distribuidos em trés grupos (n=4), tratados diariamente
durante 21 dias, por via subcutanea (SC): grupo controle (NaCl 0,9%), grupo DIG 50 e grupo
DIG 100 (50 e 100 pg/kg de digoxina, respectivamente). Estes animais foram avaliados por
meio de exame clinico e eletrocardiograma seriado a cada sete dias. Ao final do experimento,
um animal de cada grupo foi eutanasiado para coleta de material histolégico e outros trés
animais para isolamento de cardiomidcitos e avaliagdo da contratilidade celular. Ndo foram
observadas alteragdes clinicas, eletrocardiogréficas e histopatologicas significativas, embora o
grupo DIG 100 tenha apresentado diminuicdo da onda T apés sete dias. Essa alteracdo nao se
manteve ao longo do experimento e, portanto, ndo representa achado importante associado a
administracdo da digoxina. A auséncia de alteragdes significativas confirma que a dose de
50ug/kg de digoxina, por 21 dias, ndo é toxica, ja que o tratamento com essa droga pode causar
arritmias graves, vacuolizacdo intracitoplasmatica de cardiomidcitos e necrose de coagulacdo
das fibras cardiaca. No grupo DIG 50, a analise de contratilidade celular revelou prolongamento
da contragdo inicial e relaxamento final dos cardiomidcitos isolados. Esse achado estd
relacionado a capacidade da digoxina de inibir a corrente da bomba de soédio (Na*) e potassio
(K*) (NKA) e impedir o transporte ativo dos ions Na*/K*, promovendo um aumento do Na*
intracelular e do K* extracelular. Esse distarbio eletrolitico promove aumento do calcio
intracelular (Ca?*) e consequente efeito inotrépico. Foi possivel observar neste experimento que
a provavel maior disponibilidade do Na*e Ca?* prolongou o tempo de contragdo e relaxamento
celular no grupo DIG 50. Os resultados indicam que a posologia (50ug/kg) utilizada tem
potencial antiarritmico e pode ser utilizada como modelo no tratamento experimental da IC.

Palavras-chave: contratilidade, cardenolideos, insuficiéncia cardiaca.
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Introducgéo

A digoxina é um GC utilizado na terapia da IC ha séculos (Withering, 1785; DIG Trial,
1997). Capaz de bloquear a corrente da NKA do coracao teve seu uso difundido devido ao baixo
custo e boa resposta inotrépica positiva e cronotrdpica negativa. No entanto, estudos nas dltimas
décadas vém questionando sua capacidade de reduzir a mortalidade de pacientes internados
(DIG Trial, 1997; Pincus, 2016).

Com o surgimento de novas drogas, especialmente os betabloqueadores, sua utilizacdo
clinica foi significativamente reduzida. A curta margem de seguranga da digoxina fez com que a
pesquisa por novos farmacos fosse impulsionada (Bocchi et al., 2012).

Diante disso, GCs similares a digoxina serdo avaliados no decorrer desta tese com o
intuito de estudar os seus efeitos na fisiologia cardiorrenal e potencial na terapia cardiovascular.
Para isso, € necessario estabelecer uma posologia padronizada para que os GCs sejam
inicialmente avaliados de forma equiparada.

A partir dos estudos de Meira et al. (2015) optou-se pelas doses de 50 e 100 pg/kg de
digoxina. Considerando os efeitos observados in vivo e ex vivo da digoxina sobre o musculo
cardiaco, iniciamos os estudos sobre a acdo cardiorrenal dos GCs. Utilizando tratamento
prolongado com 50 e 100 pg/kg de digoxina subcutanea (SC) por 21 dias, determinamos a dose
para que os proximos estudos sejam conduzidos na tentativa de elucidar alguns dos mecanismos
pelos quais as altera¢bes cardiovasculares ocorrem. Considerando o potencial cardiovascular da
digoxina, o objetivo do presente capitulo foi estudar os efeitos da sua administracdo prolongada
na capacidade contrétil do corac&o.

Material e Métodos
Selecdo dos animais e grupos experimentais

Todos os animais utilizados foram manejados respeitando o bem-estar e minimizando o
desconforto, ap6s aprovacdo do Comité de Etica no Uso dos Animais (CEUA-74/2017) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Anexo 1). Foram utilizados 12 ratos (Rattus
novergicus albinus) machos da linhagem Wistar, com cinco a seis semanas de idade e com peso
médio inicial de 137g. Os animais foram provenientes do Biotério Central-UFMG e mantidos
no Laboratério de Experimentacdo Animal da EV- UFMG onde receberam 4gua e ragdo ad
libitum, em regime de 12 horas de ciclo claro/escuro, em temperatura ambiente média de 23°C.

Os animais foram distribuidos em trés grupos (n=4) e receberam durante 21 dias,
injecOes diarias por via subcutanea (SC) de 0,1mL de NaCl 0,9% (grupo controle); 50 pg/kg de
digoxina (grupo DIG 50) e 100 pg/kg de digoxina (Teuto®) (grupo DIG 100).

Avaliacdo clinica

Os animais foram avaliados diariamente quanto ao comportamento normal da espécie,
sensibilidade no local de aplicagdo e possiveis sinais de IC.

Eletrocardiograma

Os animais foram avaliados por eletrocardiograma (ECG) (Eletrocardiografo
ECGPCVVET- Tecnologia Eletrénica Brasileira S.A) durante 5 minutos, previamente aos
tratamentos (TO) e, de forma sequenciada aos sete (T7), 14 (T14) e 21 dias (T21), de acordo
com Oliveira et al. (2013). O exame foi conduzido no Laboratorio de Toxicologia da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG) mediante anestesia
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inalatéria em circuito fechado (VetCase, Brasmed®) com isoflurano (Isoflurine® 2,5% inducao;
1,5% para manutencgao).

Analise histoldgica

Apobs 21 dias de tratamento foi realizada a eutandsia de um animal de cada grupo
com tiopental 100mg/kg IP, de acordo com o Guia Brasileiro de Boas Praticas de Eutanasia
(CFMV, 2013), para obtencado de fragmentos do coragdo, fixados em formol a 10%. Os cortes
e as etapas de preparacdo foram realizados no Laboratério de Patologia da EV- UFMG.

Isolamento dos cardiomidcitos

Apobs os 21 dias de tratamento com o GC, trés animais de cada grupo receberam
heparina (10 U/mL; IP) e foram deixados em repouso por um periodo de 10 a 15 minutos,
guando, entdo, foram eutanasiados por decapitacdo. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Membranas Excitaveis (LAMEX) do ICB-UFMG.

O torax foi aberto e as cartilagens costocondrais de ambos os lados rebatidas,
expondo a cavidade toracica. Em seguida, foram seccionadas as veias cava inferior e superior,
as artérias aorta e pulmonar, a traqueia, o es6fago e parte dos pulmdes, retirando dessa forma
0 coracdo em bloco. Logo ap6s, o coragao foi colocado em placa de Petri com 100 ml de
solucdo tampédo (ST) gelada (130 mM NacCl, 1,0 mM &cido lactico, 3,0 mM &cido piravico, 25
mM HEPES, 0,5 mM MgCI2, 0,33 mM NaH2PO4, 22 mM D-glicose, e 5 uL de solucéo
estoque de insulina a 100 pug/mL, com pH em 7,4 (com o objetivo de diminuir o metabolismo
cardiaco). Na placa de Petri, todos os tecidos exceto o coracdo, foram removidos, deixando a
mostra o coto da aorta. O coragéo foi mantido em sistema Langendorff, perfundido por trés a
cinco minutos de solucdo sem Ca?* contendo: 130 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCiI2,
0,33 mM NaH2PO4, 3,0 mM piruvato, 22 mM glicose e 25 mM HEPES (pH mantido em
7.4).

Para a obtencdo de cardiomidcitos, foi utilizado o procedimento padrdo para
dissociacdo enzimatica como descrito por Mitra e Morad (1985). O coragdo acoplado ao
sistema Langendorff foi perfundido por cinco minutos com solugdo contendo 1 mg/mL de
colagenase tipo Il (Worthington, NJ, USA), 0,17 mg/mL protease tipo IX (Sigma®) e tripsina.
O coragdo digerido foi removido da cénula e, a regido do ventriculo esquerdo separada e
cortada em pequenos fragmentos. Células isoladas por trituragdo mecénica foram mantidas
em solucéo de Tyrode nutridora contendo: 140 mM NaCl, 1,0 mM MgCI2, 10 mM HEPES,
54 mM KCI, 1,8 mM CaCl, 10 mM glicose ajustada para pH 7,4 com NaOH. Apenas
células tolerantes ao Ca?*, quiescentes, rod-shaped e com estriacdes evidentes foram
estudadas.

Anadlise da contratilidade

Para a andlise da contratilidade celular, as células foram mantidas em placas em
camara acoplada a microscopio invertido (Eclipse, TS 100, Nikon, Japdo). Durante 0s
experimentos, realizados em temperatura ambiente (25-30°C), as células foram mantidas em
solucéo de Tyrode nutridora contendo: 140 mM NacCl, 1,0 mM MgCI2, 10 mM HEPES, 5,4
mM KCI, 1,8 mM CaCl2, 10 mM glicose ajustada para pH 7,4 com NaOH.

Os cardiomidcitos foram estimulados por meio de estimulador de campo conectado a
um par de eletrodos de platina imersos na camara contendo as células, com pulsos de
voltagem de 4 ms de duracdo e intensidade de 80 V bifasico. A frequéncia de estimulacéo foi

38



ajustada a 2 Hz. As células foram visualizadas em um computador com cédmera NTSC
(MyoCam CCD100V, lonoptix, Milton, MA, USA). As imagens captadas foram utilizadas
para mensurar 0 encurtamento celular (indice de contratilidade) em resposta a um estimulo
elétrico usando um sistema de video detector de bordas (lonoptix, Milton, MA, USA). A
imagem foi obtida usando uma frequéncia de aquisi¢éo de 240 Hz. O encurtamento celular foi
calculado baseando-se na saida obtida no sistema de deteccdo de bordas do conversor
lonWizard A/D (lonoptix, Milton, MA, USA). Entre 10-20 contra¢Bes consecutivas foram
utilizadas para realizar a média de contracdo de uma determinada célula. Foram utilizadas 10-
20 células por animal.

Os parametros avaliados foram: tamanho da célula no periodo diastolico (BL),
tamanho da célula no periodo sistélico (peak), fracdo de encurtamento (BL % to peak), tempo
para atingir a contracdo maxima (time-to-peak) e tempo a 90% do relaxamento (t to bl 90%).

Analise estatistica e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os dados
obtidos estdo apresentados na forma de médias e desvio padrdo. Em relacdo as variaveis
quantitativas foram feitos testes de normalidade de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov),
seguida de ANOVA e pds teste de Tukey (p<0,05). Em caso de ndo normalidade, foi utilizado
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pds teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os
dados foram avaliados por meio de Instat GraphPad 3 e GraphPad Prism 7. O nivel de
significancia estabelecido foi p<0,05.

Resultados e discussao
Avaliacdo clinica

Os animais ndo apresentaram alteracfes clinicas. O grupo que recebeu a maior dose de
digoxina (DIG 100), a partir da sétima aplicacdo, apresentou discreta sensibilidade dolorosa no
local de aplicacdo.

A auséncia de sinais clinicos ¢ indicativo de que as doses usadas estdo na margem
terapéutica para a espéecie. Achados de intoxicagdo comuns a digoxina, como dor abdominal,
inapeténcia, alteracdo do estado mental e comportamental (Limon et al., 2016; Scalese et al.,
2016), ndo foram observados no presente experimento.

Avaliacao eletrocardiogréafica

O ECG seriado permitiu 0 comparativo entre grupos nos tempos TO, T7, T14 e T21.
Nenhuma arritmia foi observada nos animais. Sabe-se que as arritmias sdo os achados mais
comuns nas intoxicacdes por GCs. Estudos determinaram que pelo menos 26,8% dos pacientes
apresentam alteracGes eletrocardiograficas e, 41,5% dos pacientes que ja apresentavam
alteragdes, exibem novas arritmias (Limon et al., 2016; Scalese et al., 2016). Dentre elas sdo
descritas a fibrilacdo ventricular, taquicardia ventricular, arritmias supraventriculares, bloqueio
atrioventricular de segundo (BAV 2) e terceiro graus (BAV 3) (DIG Trial, 1997).

Né&o houve diferenca significativa entre a FC nos tempos estudados (Figura 1). Este é
um achado importante, pois a modulagdo autondmica € descrita em pacientes cardiopatas
submetidos & terapia crénica com digoxina. Esse farmaco é capaz de diminuir a FC, prolongar o
intervalo PR e diminuir niveis circulantes de noradrenalina em pacientes com IC (Krum et al.,
1995). No entanto, o presente trabalho, realizado em trés semanas, objetivou avaliar os efeitos
diretos da digoxina no coragdo, sendo assim a manutencdo da FC reafirma que as doses e 0
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tempo utilizados foram suficientes para induzir alteragGes cardiacas sem alterar a modulagédo
autonémica em animais higidos e, principalmente, sem causar arritmias.

A amplitude da onda T foi significativamente menor no grupo DIG 100 apds sete doses
de digoxina (Figura 2). Essa alteracdo ndo se manteve ao longo do experimento e, portanto, ndo
representa alteracdo importante associada a administracdo da digoxina. Disturbios eletroliticos
causados pelo bloqueio da NKA podem estar associados aos achados. Os demais parametros
avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (Dados ndo mostrados).

B
A To T7
800- 600-
600- . =
: T 4007 :
£ 400- d == g :
o . e 2
200 : 200- =
0- KR : 0- el :
& S & S
(<) N N
» (<] (<]
Q S N
C T14
- T
0\@ 0\@
N N

Figura 1. Valores médios e desvio padrdo da frequéncia cardiaca (FC) de ratos Wistar submetidos a
administracdo subcutanea (SC) diaria de NaCl 0,9% por 21 dias (CON), digoxina 50ug/kg (DIG 50) e
digoxina 100 pg/kg (DIG 100). Avaliagdes seriadas foram realizadas nos tempos zero (A), sete (B), 14
(C) e 21 dias (D). Andlises realizadas por ANOVA seguida de pds-teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 2. Valores médios e desvio padrdo da amplitude da onda T (TmV) de ratos Wistar submetidos a
administracdo diaria subcutanea (SC) de NaCl 0,9% por 21 dias (CON), digoxina 50ug/kg (DIG 50) e
digoxina 100 pg/kg (DIG 100). Avaliagdes seriadas foram realizadas nos tempos zero (A), sete (B), 14
(C) e 21 dias (D). Andlises realizadas com teste de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn (p<0,05).
*Diferenca significante entre grupos.

Avaliacdo macro e microscépica

A avaliagdo macroscopica do coracdo ndo revelou nenhuma alteracdo aparente. A
avaliacdo histoldgica dos tecidos cardiacos ndo foram observadas diferencas entres 0s grupos.
Ambos os controles e tratados apresentavam, fibras cardiacas organizadas em feixes
longitudinais e transversais com preservacdo das estriacbes, como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Fotomicroscopia do ventriculo esquerdo de ratos Wistar. Grupos controle e tratados com
digoxina 50 e 100ug/kg, respectivamente. A) Fibras cardiacas dispostas longitudinalmente com
preservacao da arquitetura do tecido de animais do grupo CON que receberam NaCl 0.9% por via SC
durante 21 dias. B) Auséncia de alteracdes em amostras de animais do grupo DIG 50 que receberam
50ug/kg de digoxina por via SC durante 21 dias. C) Auséncia de altera¢cdes em amostras de animais do
grupo DIG 100 que receberam 100pg/kg de digoxina por via SC durante 21 dias. (HE, aumento de 400Xx).

A auséncia de lesbes significativas no muasculo cardiaco a avaliagdo histologica sugere
que a posologia utilizada ndo foi tdxica. Em casos graves de intoxica¢do por GCs podem ser
observados vacuolizagdo intracitoplasmatica (Botelho et al., 2017), miocardite focal ndo
purulenta, necrose de coagulacdo das fibras cardiacas, vacuolizagdo e extensas areas de necrose
no coragdo (Minardi et al., 1982; Pedroso et al., 2009).

Contratilidade celular

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos na avaliacdo do
tamanho das células no periodo sistolico (peak), diastélico (BL) e quanto a sua fracdo de
encurtamento (BL% peak), como mostra a Figura 4 (A-C). O tempo para atingir o pico a partir
do inicio da contracdo (t peak) foi prolongado no grupo DIG 50 (Figura 4- D), assim como o
tempo entre o pico e 90% do retorno a linha base (t bl 90%) (Figura 4-E).

A bomba NKA ¢é responsavel pelo estabelecimento do gradiente eletroquimico do Na*
nos cardiomidcitos (Fuller et al., 2013). A digoxina, ao se ligar a subunidade alfa da NKA,
impede o transporte ativo do Na*/K* promovendo um aumento do Na* intracelular (Langford e
Boor, 1996). A maior disponibilidade desse ion justifica 0 aumento do tempo para o pico da
contracdo e o tempo para o retorno ao estado relaxado, como visto no presente experimento.
Essa alteragdo esta associada a um efeito lusitropico negativo e pode ser interpretada como o
prolongamento das contragfes e um potencial antiarritmico.

O consequente aumento do Ca?* relacionado ao efeito indireto da digoxina no NCX
também pode estar associado a esses achados (Langford e Boor, 1996). A maior disponibilidade
desse ion pode promover aumento da contragdo, ndo visualizado no presente experimento, como
demonstrado principalmente pelos pardmetros peak e Bl to peak, representando a fracdo de
encurtamento celular. No entanto, o incremento do Ca?* nos cardiomidcitos pode ter contribuido
para o prolongamento da contragdo, j& que sua maior disponibilidade prolonga a fase de platd do
PA (Bers e Despa, 2006).
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Figura 4. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros de contratilidade celular de cardiomidcitos de
ratos Wistar submetidos & administracéo didria SC de NaCl 0,9% por 21 dias (CON), digoxina 50ug/kg
(DIG 50) e digoxina 100 pg/kg (DIG 100). A) Tamanho sistélico (peak); B) Tamanho diastolico (BL); C)
Fracdo de encurtamento celular (BL% peak); D) tempo para atingir a contragdo maxima (t to peak); E)
Tempo para o relaxamento a 90% (t to bl 90%). Analises realizadas por ANOVA seguida de pds teste de
Tukey (p<0,05). *Diferencga significativa entre grupos.

Conclusodes

A andlise comparativa da administracdo cronica de digoxina definiu que a dose de
50pg/kg por 21 dias (DIG 50) promove alteragfes na analise da contratilidade de cardiomidcitos
sem causar quadro de intoxicagdo. Os resultados indicam que a posologia utilizada de 50ug/kg
SC diarios de digoxina em ratos por 21 dias, tem potencial antiarritmico devido ao
prolongamento do pardmetros t to peak e t to bl 90%.
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CAPITULO 3
Efeitos in vivo da oleandrina, digoxina e ouabaina na fisiologia cardiorrenal de
ratos Wistar higidos

Resumo

O objetivo desse capitulo é apresentar os efeitos prolongados da administracdo de oleandrina,
ouabaina e digoxina sobre a fisiologia cardiorrenal. Foram utilizados 28 animais (Rattus
novergicus, Wistar) distribuidos em quatro grupos (n=7). O grupo controle (CON) recebeu
NaCl 0,9% a cada 24h durante 21 dias. Os grupos tratados receberam 50pg/kg de digoxina
(DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina (OLE), respectivamente. Foram feitas analises seriadas de
eletrocardiograma (ECG) aos zero, sete, 14 e 21 dias; seguidas de coleta de sangue, tecido
cardiaco e renal. Foram realizados hemograma e analise bioquimica sérica de creatina quinase
(CK), fracdo MB (CK-MB), troponina |, aspartato aminotransferase (AST), lactato
desidrogenase (LDH), proteina total (PT), albumina (Alb), calcio (Ca?*), magnésio (Mg*"),
cloreto (CI), ureia e creatinina (Creat). Os tecidos cardiaco e renal foram processados para
analise de microscopia Optica por meio das coloracdes Hematoxilina Eosina (HE), Periodic
Acid Shiff (PAS) e Tricdmico de Masson e também pela microscopia eletrdnica de varredura.
Amostras do coracdo foram encaminhadas para analise de Western blot com anticorpos
marcadores para a troponina |, peptideo natriurético cerebral (BNP), bomba NKA isoforma alfa-
1 e alfa-2, e analise das espécies reativas de oxigénio por meio de ELISA para dosagem dos
niveis de TBARs (Thiobarbituric Acid-reactive Substances) e atividade das enximas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e espectrofotometria
para determinacdo da atividade enzimatica da catalase (CAT). O exame de ECG mostrou a
diminuicdo do intervalo QT corrigido em todos animais tratados. Todos os grupos tratados
alteraram a série vermelha do hemograma. O grupo OLE apresentou maior expressdo de CK-
MB e LDH, enquanto todos os grupos tratados tiveram aumento relativo da creatinina. A analise
histoldgica determinou que os GCs promovem altera¢fes degenerativas no coracéo e rins, sendo
gue apenas a oleandrina promoveu necrose focal moderada de cardiomidcitos e células epiteliais
tubulares renais. A microscopia de varredura também confirmou o maior potencial lesivo da
oleandrina, com ruptura e encurtamento de fibras cardiacas. A expressdo da troponina | e
isoforma alfa-1 ndo foram alteradas, no entanto 0s niveis proteicos de BNP e alfa-2 foram
superiores nos grupos que receberam oleandrina e ouabaina em relagdo ao grupo digoxina.
Todos os GCs afetaram a producdo de ROS, sem no entanto causar peroxidagdo lipidica, por
meio da ativagdo de diferentes vias antioxidantes. Conclui-se que os GCs aqui estudados
provocam alteracGes cardiorrenais sem alterar a expressdo proteica da bomba NKA, com
producdo de ROS e danos teciduais varidveis que sugerem diferencas entre a atuacdo da
digoxina, ouabaina e oleandrina no tecido cardiaco, assim como provaveis diferencas quanto a
afinidade e inibicdo da bomba NKA.

Palavras-chave: espécies reativas de oxigénio, microscopia eletrbnica de varredura,
remodelamento cardiaco.
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Introducgéo

Os GCs tem amplo potencial na terapéutica da IC, no entanto apenas a digoxina e
digitoxina séo encontradas no mercado (Prassas e Diamandis, 2009; Ambrosy et al., 2016). Sua
curta margem de seguranca impulsionou a descoberta de novas drogas mais seguras. A
comercializacdo de farmacos como os betablogueadores reduziu significativamente o emprego
da digoxina (DIG Trial, 1997), entretanto poucos agentes tem atuacdo cardioativa inotrdpica
cronica.

A ouabaina é um GC produzido de forma enddgena, que se encontra aumentando em
pacientes cardiopatas e hipertensos. E muita utilizada para estudos de eletrofisiologia celular
como inibidor da corrente da bomba NKA. Ja a oleandrina proveniente da planta N. oleander
¢ um dos GCs menos estudados. Ndo se conhece ainda o potencial farmacoldgico desse
composto na terapia da IC e sua capacidade de alterar a eletrofisiologia dos cardiomiécitos.
Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa determinam sua capacidade de modular a
atividade da bomba NKA e provocar arritmias em doses altas (Botelho et al., 2017).

Estudos sobre a utilizagdo de outros GCs com finalidade terapéutica cardiovascular séo
pouco descritos na literatura (Meira et al., 2015; Botelho et al., 2017). A maioria dos trabalhos
avaliam suas atividades toxicas em altas doses e de forma isolada. Assim como a digoxina, a
oleandrina e ouabaina podem atuar na bomba NKA do cora¢do e potencializar a contratilidade
dos cardiomidcitos. Doses terapéuticas podem ser benéficas para a terapia da IC; no entanto néo
ha avaliagbes dos impactos in vivo da administracdo prolongada desses agentes cardioativo.

O objetivo desse experimento é avaliar de forma comparativa os efeitos prolongados da
administracdo subcuténea de digoxina, ouabaina e oleandrina em ratos higidos com o intuito de
elucidar possiveis diferengas do seu potencial de ag&o e investigar as alteragdes eletromecénicas
e estruturais do sistema cardiovascular.

Material e Métodos
Selecdo dos animais e grupos experimentais

Foram utilizados um total de 28 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus) provenientes do Biotério Central-UFMG, mantidos no Laboratério de
Experimentacdo Animal da EV-UFMG onde receberam agua e ragdo ad libitum, em regime
de 12 horas de ciclo claro/escuro, em temperatura ambiente média de 25°C.

Os animais higidos foram distribuidos em quatro grupos (n=7): grupo controle (CON)
recebeu apenas 0,1 mL de veiculo por via subcutanea (SC), a cada 24h, por trés semanas
(21 dias); grupo DIG, grupo OUA e grupo OLE receberam respectivamente 50 ug/kg de
digoxina, ouabaina e oleandrina (Sigma®), ressuspendidos em 0,1 mL de NaCl 0,9% por via
SC também a cada 24h, durante trés semanas.

Avaliacéo cardiovascular

Todos os animais foram avaliados diariamente considerando o estado geral e possiveis
alteragdes clinicas. Os animais foram avaliados por eletrocardiograma (ECG)
(Eletrocardiografo ECGPCVVET- Tecnologia Eletronica Brasileira S.A) durante cinco
minutos, previamente aos tratamentos (T0) e de forma sequenciada aos sete (T7), 14 (T14) e
21 dias (T21), de acordo com Oliveira et al. (2013). O exame foi conduzido no Laboratério de
Toxicologia da EV-UFMG mediante anestesia inalatoria em circuito fechado (VetCase,
Brasmed®) com isoflurano (Isoflurine®, durante a 2,5% inducéo e 1,5% para manutencao).
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Analise do tracado de ECG

Todos os ECGs foram realizados e analisados pelo mesmo veterinario de acordo com
metodologia padronizada. Os tracados foram registrados em seis derivacdes do plano frontal,
com 50mm/s de velocidade e sensibilidade de 1cm = 2mV (2N). Em cada tracado, trés
segmentos contendo cinco batimentos (derivacdo 11) foram selecionados para qualidade (linha
de base bem definida e sem artefatos) e os valores médios para frequéncia cardiaca (FC) e
amplitude e comprimento das deflexdes P-QRS-T foram determinados.

Os parametros avaliados foram: frequéncia cardiaca (FC) e ritmo cardiaco, duragéo
da onda P (Pms), complexo QRS (QRS), intervalos PR e QT e amplitude das ondas P (PmV), R
e T. Os padrdes e o ritmo da morfologia foram avaliados em cada derivacdo, e as medidas do P-
QRS-T foram conduzidas na derivacao Il.

Resultados do ECG de dez ratos Wistar saudaveis foram utilizados para determinagao
de valores de normalidade para a espécie/linhagem. O intervalo QT foi corrigido pelas formulas
de Bazett (1920); Fridericia (1920); Van der Water et al. (1989), Framingham (Sagie et al.,
1992); Mitchell et al. (1998) e Hodges et al. (1983) como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Férmulas de correcdo do QT utilizadas no presente estudo e suas respectivas referéncias

Formulas para corregdo do QT Referéncias

QTcB = QT/(RR)¥2 Bazett (1920)

QTcF = QT/(RR)*3 Fridericia (1920)

QTcV =QT +0.087(1- RR) Van de Water et al. (1989)
QTcFr=QT +0.154 x (1-RR)] Framingham- Sagie et al. (1992)
QTcM = QT/+/ (RR/100) Mitchell et al. (1998)

QTcH= QT + 0.00175 x (FC-60) Hodges et al. (1983)

RR: segmento RR do tracado eletrocardiogréfico; FC: frequéncia cardiaca; QTcB: formula de correcdo de
Bazett; QTcF: formula de correcdo de Fridericia; QTcV: férmula de correcdo de Van der Water; QTcFr:
formula de correcdo de Framingham; QTcM: férmula de corre¢do de Mitchell; QTcH: férmula de
correcdo de Hodges.

Coletas de sangue e exames laboratoriais

Apbs 21 dias, foi realizada a anestesia de todos os animais com isoflurano e
administracdo tiopental intraperitoneal na dose de 100mg/kg, de acordo com o Guia Brasileiro
de Boas Praticas de Eutanasia (CFMV, 2013). Logo em seguida o sangue foi coletado por
puncdo na artéria aorta abdominal em tubos sem anticoagulante para obtencdo do soro e com
anticoagulante EDTA a 10%, para na analise hematoldgica.

Para realizacdo do hemograma, o sangue foi homogeneizado e processado em
aparelho automético (PocH-100iV - Sysmex®) que forneceu os pardmetros contagem total de
leucdcitos (LEU), contagem total de eritrécitos (ERI), hematdcrito (HCT) hemoglobina (Hb),
volume globular médio (VGM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracao
corpuscular média de hemoglobina (CHCM), desvio-padrdo da amplitude de eritrocitos
(RDW-SD), coeficiente de variagdo da amplitude de eritrécitos (RDW-CV), nimero total de
plaquetas (PLT), amplitude de variacdo do tamanho plaquetario (PDW), volume plaquetario
médio (VPM) e numero de macroplaquetas (MPLT). Foram confeccionados esfregacos
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sanguineos imediatamente apds a coleta, corados pela técnica de Romanowsky para
diferenciagdo de leucdcitos e avaliagdo morfoldgica celular.

O perfil bioguimico foi obtido por meio das dosagens séricas de creatina quinase (CK)
e a isoenzima CK-MB, desidrogenase latica (LDH), aspartato aminotransferase (AST), ureia,
creatinina, calcio idnico (Ca?") (corrigido pela albumina), magnésio (Mg), cloreto (CI),
proteinas totais (PT), aloumina (Alb) e relagdo albumina/globulinas por método colorimétrico
cinético utilizando kits comerciais (Veteste®) e leitura em espectrofotémetro (TP Analyser®).
Dosagens troponinas | foram feitas por método imunocromatografico rapido semi-quantitativo
utilizando kit comercial (Bioclin®).

Avaliacao histoldgica e ultraestrutural

Foram coletados fragmentos do coracdo e rins de quatro animais de cada grupo.
Secgdes do masculo papilar do ventriculo esquerdo e da interse¢do cortico-medular do rim
esquerdo foram mantidos em glutaraldeido a 2% e encaminhadas para avaliacdo de
microscopia eletrénica varredura no Centro de Microscopia da UFMG (CM-UFMG). As
seccOes remanescentes foram fixadas em formol a 10%. Apdés parafinizagdo, foram realizados
cortes histoldgicos de 4 um de espessura corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina
(HE), Periddico Acido-Schift (PAS) e Tricomico de Masson. Os cortes e as etapas de
preparacdo foram realizados no Laboratério de Patologia Animal da EV- UFMG.

Avaliagdo da modulacdo da NKA e atividade da cTnl e BNP

Para a realizacdo do Western blot, as amostras de tecido cardiaco foram adicionadas
em um tampdo de carregamento de amostras (Laemmli 2X buffer) contendo ureia 0,5m M;
SDS 0,17 mM; DTT 39 uM; Tris-HCI 0,01 M pH 8,0, em uma proporcéo de 1:1 (Laemmli

2X buffer) e aquecidas a 950C por quatro minutos. Em seguida carregados os géis de SDS-
poliacrilamida 10% imersos em um tampéo de eletroforese (Tris-HCI 25 mM, glicina 190
mM, SDS 0,1 %) e submetidos a uma amperagem de 120 V por 1he meia. Ap6s o término
da eletroforese, foi feita a transferéncia elétrica das proteinas do gel para uma membrana de
PVBF (Amersham, UK) em um tampédo de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190
mM, metanol 20%) a temperatura ambiente, usando 120 V (Bio-Rad). Apo6s a
transferéncia das proteinas, as membranas foram blogueadas por uma hora, em uma solucéo
blogueadora de leite desnatado diluido a 5% em um tampdo TBS - tween (Tris-HCI 10
mM, NaCl 100 mM, tween 20 a 0,1 %, pH 7,5).

Os anticorpos primarios utilizados foram: isoforma alfa-1 NKA (1:5000) monoclonal
(Upstated), isoforma alfa-2 NKA (1:250) monoclonal (Upstated), troponina | e BNP (1:500)
(ABCAM) e GAPDH (Santa Cruz) monoclonal (1:1000), diluidos em uma solucdo de
BSA a 5% em um tampdo TBS — tween (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, tween 20 0,1

%, pH 7,5) e incubados overnight a 49C. Ap6s o periodo de incubagdo com o anticorpo
primario, as membranas foram lavadas por 15 minutos com uma solugdo TBS-T (Tris-HCI 10
mM, NaCl 100 mM, tween 20 0,1%, pH 7,5), para remog¢do dos anticorpos primarios. Os
anticorpos secundarios foram anti-mouse monoclonal IgG, (1:5000, Stressgen, Victoria,
Canadd), incubados por uma hora em uma solucdo de leite desnatado diluido a 5% em um
tampdo TBS — T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, tween 200 a 1%, pH 7,5).

Apbs a incubacdo com o anticorpo secundario, as membranas foram novamente
lavadas por 15 minutos, para remoc¢do do anticorpo secundario com a solucdo TBS-T. As
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bandas foram detectadas utilizando um composto fluorescente (Luminata, Amersham, UK).
As proteinas pesquisadas foram corrigidas pela quantidade de GAPDH detectada.

Preparacdo dos tecidos para a mensuracdo das atividades enzimdticas e das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os ventriculos foram homogeneizados (Euro Turrax T20b IKA LABORTECHNIK) por
cerca de trés minutos em solugdo salina/tampéo fosfato (pH 7,2), sempre mantidos no gelo.
Apds este processo, 0s homogenatos foram centrifugados a 10.000g, durante 15 minutos, a 4°C.
O sobrenadante foi utilizado para a mensuracdo dos niveis de TBARS (Thiobarbituric Acid-
reactive Substances) e da atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e catalase.
Para a determinacdo da atividade da glutationa peroxidase, as amostras foram homogeneizadas
em tampdo Tris-HCI (50mM, pH 7,5, contendo 5mM de EDTA) e centrifugadas a 10.000g,
durante 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi retirado para a mensuracdo da atividade da
glutationa peroxidase (Barreto, 2012). A determina¢do da concentracdo de proteina nos tecidos
foi realizada como descrito por Lowry e colaboradores (1951), e a albumina sérica bovina foi
utilizada para a construgdo da curva padréo.

Determinacao dos niveis de TBARS

O TBARS é um ensaio bioquimico utilizado para determinar a presenca de peroxidacao
lipidica nos tecidos pela reacdo do acido tiobarbitirico com o malondialdeido (MDA) que é o
principal produto da peroxidagdo lipidica. Os niveis de TBARS foram mensurados de acordo
com o método descrito por Ohkawa et al. (1979) e Janero et al. (1990). Aliquotas do
homogenato (0,05ml) foram adicionadas em 0,5ml de &cido tiobarbiturico (0,67%) e 0,25ml de
acido tricloroacético (20%). A mistura foi incubada por 20 minutos a 100° C. Apds a
centrifugacdo dos homogenatos a 8.000g durante cinco minutos, a leitura da absorbancia das
amostras foi realizada a 532nm. Os niveis de TBARS foram expressos em nmol de MDA/mg
proteina.

Atividade da Superéxido Dismutase

Este ensaio foi realizado de acordo com Dieterich et al. (2007), com algumas
modificacdes (Gioda et al., 2010). Aliquotas do homogenato foram adicionadas em solucéao
salina/Tampéo fosfato (pH 7.2), MTT (1.25mM) e pirogalol (100mM). Apds cinco minutos, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de DMSO. A leitura foi realizada a 570 nm. A
determinacdo da atividade da enzima dada em U.mg proteina, e foi determinada a partir da
capacidade da superdxido dismutase em inibir a autoxidacdo do pirogalol, onde 1U = 50% de
inibicdo da autoxidacao do pirogalol.

Atividade da Catalase
O ensaio da catalase foi realizado conforme o método de Nelson e Kiesov (1972).
Foram adicionados 2 mL de tampé&o fosfato (50mM, pH 7.0) junto a aliquota do sobrenadante

(0,06ml) obtido ap6s a homogeneizacdo dos tecidos, e em seguida foi adicionado 0,04ml do
substrato (H20,, 3M). A leitura foi realizada durante um minuto & 25°C em espectrofotdmetro a
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240nm. A atividade da catalase foi expressa em AE/min/mg de proteina, sendo que AE
corresponde a variacdo da atividade da enzima durante um minuto.

Atividade da Glutationa Peroxidase

O ensaio da glutationa peroxidase foi realizado conforme o método de Paglian&
Valentine (1967), com algumas modificacGes. Aligquotas do homogenato (0,004ml) foram
adicionadas em 0,2ml de tampéo fosfato de potéssio (100mM, pH=7,5), contendo 2mM de
glutationa reduzida (GSH), 0,1U/ml de glutationa redutase, 0,12mM de NADPH, 2mM de H20>
e 1ImM de azida sédica. A atividade da glutationa peroxidase foi mensurada a 340 nm e
expressa em nmol NADPH/min/ml.

Analise estatistica e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, os dados obtidos
estdo apresentados na forma de média e desvio padrdo. Em relagdo as varidveis quantitativas
foram feitos testes de normalidade de distribuicdo (Kolmogorov-Smirnov), seguida de
ANOVA e pos teste de Tukey (p<0,05). Em caso de ndo normalidade, foi utilizado teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste de compara¢es multiplas de Dunn. A influéncia
das diferentes formulas de QT foi comparada pelo teste de Pearson (varidveis normalmente
distribuidas). Em todas as analises, as diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05. Os dados foram avaliados por meio de Instat GraphPad 3 e GraphPad Prism 7.

Resultados e discussao
Valores de normalidade de parametros eletrocardiogréaficos

A anédlise do ECG de ratos Wistar higidos determinou que em todos os animais as
derivagdes DI, DI, DIl e aVF sdo positivas, enquanto avR e aVL sdo negativas.. Média, desvio
padréo, valores minimos e maximos dos parametros eletrocardiogréficos (FC, Pms, PmV, PR,
WRS, R, T, QT) sdo descritos em Tabela 2.

O ECG é utilizado rotineiramente na medicina e na pesquisa experimental e, embora
seja definido como uma técnica simples, sua interpretacdo pode ser desafiadora. A falta de
padronizacdo dos parametros do ECG é uma lacuna importante para comparagdes na pesquisa.
Diferentes desenhos experimentais, como tipo de eletrodos e anestesia, idade e tamanho dos
animais podem contribuir para a falta de valores de referéncias e erros na interpretagdo dos
resultados (Konopelski e Ufnal, 2016).

O uso de um ECG de seis canais ndo invasivo e a anestesia com isoflurano é uma
técnica bem conhecida que fornece um registro ndo invasivo, seguro e de baixo custo com alta
repetibilidade (Murakami et al., 2014; Botelho et al., 2016). Dez animais foram avaliados
considerando a similaridade entre os roedores, ja que trabalhos anteriores demonstraram que
esse numero é suficiente para estabelecer correlagBes entre os parametros de ECG (Roussel et
al., 2016).

Usando este design experimental foi possivel definir os principais valores de ondas e
intervalos nos roedores utilizados. Vale ressaltar que os parametros sdo afetados pelo tipo de
anestesia utilizada em todas as espécies de roedores. Por exemplo, a anestesia com éter de ratos
Wistar define FC entre 290-378bpm (Fraser et al., 1967), sob anestesia com uretano de 357-
452bpm (Buschmann et al., 1980), enquanto a quetamina e xilazina de 242-336 bpm (Miranda
et al., 2007). O presente trabalho descreve a FC de ratos entre 326 + 57,45bpm de acordo com
valores previamente encontrados (320 * 6) (Murakami et al., 2014).
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Tabela 2. Média, desvio padrdo, valores minimos e maximos dos parametros eletrocardiograficos de
ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus). Os tracados foram registrados em seis derivaces do plano
frontal, com 50mm/s de velocidade e sensibilidade de 1cm = 2mV (2N) em ratos adultos saudaveis
anestesiados usando eletrocardiograma computadorizado

Parametros Média + Desvio padréo Min. Max.
FC (bpm) 326 +57,45 189 378
P (ms) 34,40+ 5,01 25 43

P (mV) 0,050 + 0,015 0,03 0,082
PR (ms) 54,50 + 10,14 48 75
QRS (ms) 34,10 + 4,58 27 42

R (mV) 0,182 + 0,064 0,13 0,293
T (mV) 0,046 + 0,02 0,03 0,086
QT (ms) 75,60 + 11,89 62 98

Frequéncia cardiaca (FC), duracdo da onda P (Pms), amplitude da onda P (PmV), dura¢do do segmento
PR (PRms), duracdo do complexo QRS (QRSms), amplitude da onda R (RmV), amplitude de onda T
(TmV), duragdo do intervalo QT (QTms), valores minimos (Min.) e valores maximos (Max).

A determinacdo da duracdo do intervalo PR entre os animais utilizados deve ser
notada. O intervalo PR é essencial para a avaliacdo do bloqueio atrioventricular de primeiro
grau, e intervalos especificos de referéncia devem ser usados para cada linhagem, como
proposto pelos nossos resultados. Isso provavelmente minimizara erros em tal diagndstico e
fornecera evidéncias adicionais de arritmias em doencas que frequentemente apresentam esses
bloqueios (Zhang et al., 2013; Vilar-Pereira et al., 2016). O intervalo PR também ¢ afetado pela
anestesia e foi relatado em ratos Wistar de 39 a 78 ms (Shintaku et al., 2014). O presente estudo
revelou valores médios similares de 34,4 ms.

O teste de Pearson permitiu a avaliacdo da correlacdo entre as formulas de correcdo
do QT, o intervalo QT ndo corrigido, a frequéncia cardiaca e segmento RR, apresentados na
Tabela 3. Em todos os animais avaliados, a formula de Van der Water apresentou correlagdo
perfeita (r=1) quando comparada com o QT ndo corrigido. No entanto, a correlacdo mais forte
com RR e FC foi obtida pela formula de Hodge, que apresentou todos os valores de r supeirores
a0,9.

No que diz respeito a corregdo do QT, as diferentes correlagdes entre as formulas
revelam a importancia em se estabelecer a mais adequada para 0s modelos animais atualmente
utilizados. Estudos anteriores usaram férmulas destinadas a pardmetros humanos, gerando
possiveis erros nas estimativas de correcdo (Costa et al., 2008), pois cada formula é determinada
para uma faixa especifica de FC. Nossos resultados revelam que a férmula de Hodges tem a
melhor correlacdo com FC/RR e, portanto, deve ser usada para este modelo. As menores
correlagdes foram encontradas para Bazett, Framingham e Fridericia, por serem mais adequadas
a FC humana do que as encontradas roedores. Esse achado € particularmente importante para a
avaliacdo da hipocalemia, isquemia, infarto do miocardio, canalopatias, toxicidade
medicamentosa e patologias gerais que perturbam a repolarizacdo dos cardiomiécitos. Como o
prolongamento do intervalo QT é um dos preditores de arritmias ventriculares, sua avaliacao
completa pode fornecer informacBes sobre alteraces no ECG de roedores e correlacionar
melhor a doenca humana a modelos animais.
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Tabela 3. Valores de correlagdo de Pearson entre as formulas de correcdo QT de ratos Wistar higidos. As
seguintes formulas foram utilizadas: Bazett, Fridericia, Van der Water, Framingham, Hodges e Mitchell.
As gravagdes foram feitas em seis derivagdes do plano frontal, com 50mm/s de velocidade e sensibilidade
de 1cm = 2mV (2N) usando um ECG computadorizado

Wistar RR HR QT
QTcB -0,222 0,334 0,754
QTcFr -0,002 0,120 0,880
QTcV 0,473 -0,359 1
QTcH -0,954 0,993 -0,243
QTcFra -0,019 0,125 0,713
QTcM 0,226 0,339 0,750

RR: segmento RR do tragado eletrocardiogréfico; FC: frequéncia cardiaca; QTcB: formula de corre¢do de
Bazett; QTcF: formula de correcéo de Fridericia; QTcV: formula de corre¢do de Van der Water; QTcFr:
férmula de corre¢do de Framingham; QTcM: férmula de correcdo de Mitchell; QTcH: féormula de
correcdo de Hodges.

Um estudo recente usando camundongos anestesiados mostrou que o QT tem pouca
correlagdo com a FC (Roussel et al. , 2016); no entanto, ndo ha consenso sobre a avaliagao de
animais anestesiados (Hayes et al.,, 1994, Kmecova e Klimas 2010), devido & grande
variabilidade de modelos de mensuracdo e anestesia (Hamdy e Brocks 2009) . No entanto, o
presente trabalho, utilizando diferentes roedores anestesiados, mostrou que existe uma
correlagdo moderada a alta entre o QT corrigido, o intervalo RR e FC.

Alteracdes eletrocardiogréaficas

Como esperado ndo houve diferenca significativa entre os grupos no tempo 0 (Figura
1). A avaliagdo apos sete dias de administracdo revelou diminuicdo significativa na duragdo do
complexo QRS do grupo DIG em comparacao com o grupo CON (Figura 2); resultado que ndo
se manteve nos tempos seguintes. Aos 14 dias, foi possivel observar reducdo da duracdo da
onda P nos grupos DIG e OUA (Figura 3) e aos 21 dias a duragdo do complexo QRS foi
superior nos trés grupos tratados em relacdo ao grupo CON (Figura 4).

De acordo com os valores de referéncia estabelecidos anteriormente, a duracdo e
amplitude das ondas e segmentos se mantiveram entre os valores minimos e mAaximos
estabelecidos ou muito proximos deles. No entanto, a avaliagdo apds 21 dias indicou discreta
diminuicdo do intervalo QT para os grupos DIG e OUA, mas gque ndo se revelou significativa
(dados ndo mostrados). Nao foram encontradas arritmias nos grupos CON, DIG, OUA e OLE
nos tempos estudados.

Os achados eletrocardiograficos indicam que a dose utilizada ndo causou quadros de
intoxicacdo e permitiu a avaliacdo cardiovascular dos GCs estudados. A posologia estabelecida
poderd ser empregada em estudos de toxicocinética e pesquisas sobre o potencial cardioativo
dessas substancias, pois ndo causou o 6bito de nenhum animal ou sinais clinicos.

As arritmias mais comumente associadas a intoxicacGes por GCs sdo: bradicardia,
taquicardia, bloqueios atrioventriculares, bloqueio de ramo, extrassistoles ventriculares,
taquicardia ventricular, extrassistoles supraventriculares, taquicardia supraventricular e
fibrilacdo ventricular (Zipes et al., 1974; Haynes et al., 1985; Le Couter e Fisher, 2002;
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Camphausen et al., 2005; Ramirez-Ortega et al., 2007; Peymani et al., 2011; Senthilkumaran et
al., 2011; Kugukdurmaz et al., 2012; Khan et al., 2010). Essas altera¢cdes ndo foram vistas com a

posologia aqui empregada.
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Figura 1. Valores médios e desvio padrdo dos parametros eletrocardiograficos do tempo zero (TO) de
ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (QUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram FC (A), duragdo da onda P (Pms) (B), amplitude da
onda P (PmV) (C), duracdo do segmento PR (D), duracdo do complexo QRS (E), amplitude da onda R
(F), duracdo do intervalo QT (G), duracéo do intervalo QT corrigido pela formula de Hodges (QTcH) (H)
e amplitude da onda T (I). Dados paramétricos (FC, Pms, PmV, R e QT) foram avaliados por ANOVA ¢
pos teste de Tukey (p<0,05). Dados ndo paramétricos (PR, QRS, T ¢ QTcH) foram avaliados por teste de

Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn (p<0,05).
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Figura 2. Valores médios e desvio padrdo dos parametros eletrocardiograficos do tempo sete (T7) de
ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram FC (A), duracdo da onda P (Pms) (B), amplitude da
onda P (PmV) (C), duracdo do segmento PR (D), duracdo do complexo QRS (E), amplitude da onda R
(F), duragdo do intervalo QT (G), duragdo do intervalo QT corrigido pela férmula de Hodges (QTcH) (H)
e amplitude da onda T (). Dados paramétricos (FC, PmV, PR R, QT, QTcH e T) foram avaliados por
ANOVA e pos teste de Tukey (p<0,05). Dados néo paramétricos (Pms e QRS) foram avaliados teste de
Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn (p<0,05). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo CON.
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Figura 3. Valores médios e desvio padrdo dos parametros eletrocardiograficos do tempo 14 (T14) de
ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram FC (A), duragdo da onda P (Pms) (B), amplitude da
onda P (PmV) (C), duracdo do segmento PR (D), duracdo do complexo QRS (E), amplitude da onda R
(F), duracdo do intervalo QT (G), duracéo do intervalo QT corrigido pela formula de Hodges (QTcH) (H)
e amplitude da onda T (I). Dados paramétricos (FC, Pms, PmV, PR, R, QT, QTcH e T) foram avaliados
por ANOVA e pos teste de Tukey (p<0,05). Dados ndo paramétricos (QRS) foram avaliados por Dunn e
Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenca significativa entre grupos.
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Figura 4. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros eletrocardiograficos do tempo 21 (T21) de
ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e
oleandrina (OLE). Os parédmetros avaliados foram FC (A), duragdo da onda P (Pms) (B), amplitude da
onda P (PmV) (C), duracdo do segmento PR (D), duracdo do complexo QRS (E), amplitude da onda R
(F), duragdo do intervalo QT (G), duragdo do intervalo QT corrigido pela férmula de Hodges (QTcH) (H)
e amplitude da onda T (I). Dados paramétricos (FC, Pms, PmV, R, QT, QTcH e T) foram avaliados por
ANOVA e pos teste de Tukey (p<0,05). Dados ndo paramétricos (PR, QRS) foram avaliados por Dunn e
Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenca significativa entre os grupos tratados ¢ o CON.
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Aos sete e 14 dias, foram observadas discretas alteragcdes nas ondas P e QRS que néo
perduraram, e possivelmente ndo tem significado clinico ou relacdo direta com os efeitos dos
GCs. Aos 21 dias no entanto, todos os grupos tratados (DIG, OUA e OLE) apresentaram
discreto prolongamento significativo do QRS em comparacdo ao grupo CON. Apesar dos
valores médios estarem dentro dos valores de referéncia, esse € uma achado estatisticamente
significativo e € descrito como fator preditor para arritmias, especialmente o blogueio do ramo
do feixe de His e extrassistoles ventriculares. Em humanos também tem relagdo direta com a
mortalidade de pacientes com patologias cardiovasculares (Breidthardt et al., 2007; Baslaib et
al., 2010). Em relacdo a eletrofisiologia celular, esse achado indica um prolongamento na
despolarizagdo ventricular que pode ou ndo estar relacionado a alteragcdes de contratilidade
cardiaca. Esse atraso pode ser explicado pela maior disponibilidade do Ca?" intracelular causada
indiretamente pelo bloqueio da bomba NKA pelos GCs.

A anélise de cada grupo tratado entre os tempos estudados revelou alterages pontuais
gue ndo se mantiveram entre todos os tempos. O grupo DIG apresentou discreta alteracdo de FC
no T14, de amplitude da onda P nos tempos T7 e T14 e duracdo de QRS no T14. Um achado
importante, no entanto, foi que a avaliagdo do QT n&o corrigido ndo apresentou diferenca
significante, enquanto o QT corrigido pela formula de Hodges (QTcH) revelou diminuigdo
progressiva nos tempos T14 e T21 (Figura 5). Achado similar foi visto no grupo OUA, com
discreta alteracdo na FC no T14 e progressiva queda do QTcH em relagdo ao tempo O (Figura
6); e também no grupo OLE com discreta alteragdo ndo sustentada da FC nos tempos T7 e T14 e
progressiva queda do QTcH nos tempos estudados (Figura 7). Demais pardmetros nao
apresentaram diferencas significativas (dados ndo mostrados).
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Figura 5. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros eletrocardiograficos de ratos Wistar tratados
por 21 dias com digoxina (DIG) nos tempos zero (T0), sete (T7), 14 (T14) e 21 (T21). Os parametros
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avaliados foram FC (A), amplitude da onda P (Pms) (B), duracdo do complexo QRS (C), duracdo do
intervalo QT (D) e duracdo do intervalo QT corrigido pela férmula de Hodges (QTcH) (E). Dados néao
paramétricos (FC, QRS, PmV, QT e QTcH) foram avaliados por Dunn e Kruskal-Wallis (p<0,05).

*Diferenca significativa entre grupos.
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Figura 6. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros eletrocardiograficos de ratos Wistar tratados
por 21 dias com ouabaina (OUA) nos tempos zero (T0), sete (T7), 14 (T14) e 21 (T21). Os parametros
avaliados foram FC (A), duracdo do intervalo QT (Pms) (B) e duragéo do intervalo QT corrigido pela
férmula de Hodges (QTcH) (C). Dados ndo paramétricos (FC, QT e QTcH) foram avaliados por Dunn e
Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferencga significativa entre grupos.
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Figura 7. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros eletrocardiograficos de ratos Wistar tratados
por 21 dias com oleandrina (OLE) nos tempos zero (T0), sete (T7), 14 (T14) e 21 (T21). Os pardmetros
avaliados foram FC (A), duracéo do intervalo QT (B) e duracéo do intervalo QT corrigido pela formula
de Hodges (QTcH) (C). Dados nao paramétricos (FC, QT e QTcH) foram avaliados por Dunn e Kruskal-
Wallis (p<0,05). *Diferenga significativa entre grupos.

A avaliacdo comparativa entre os tempos estudados revelou diferencas que néo
perduraram e que possivelmente ndo tem significado clinico (dados ndo mostrados). No entanto,
a avaliacdo do QT e QT corrigido reafirmou a importancia de se correlacionar o valor desse
intervalo com a FC. A duracdo do segmento QT ndo foi significativa nos grupos estudados, mas
apos correcao pela formula de Hodges foi possivel observar progressiva queda entre os tempos e
grupos avaliados. Esse achado é reportado em pacientes humanos submetidos & administracao
de digoxina (Cheng, 2004; Frommeyer et al., 2017). A atuacdo dos GCs na bomba NKA
promove aumento da extrusdo do Na* e internalizacdo do Ca?* pelo trocador de sédio e célcio
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(NCX), o que pode causar aumento da permeabilidade da membrana ao K* (Bassingthwaighte et
al., 1976). Um incremento a corrente de K* durante o platd do potencial de acdo (PA)
possivelmente € o responsavel pela reducdo do periodo refratario, observado no ECG pela
diminuicéo do intervalo QT (Gaita et al., 2004).

Hematologia

A coleta de sangue realizada ap6s 21 dias, na eutandsia, indicou alteracfes na série
vermelha (Figuras 8 e 9). O grupo DIG apresentou aumento significativo do numero de
eritrocitos, enquanto o grupo OUA apresentou maiores niveis de hemoglobina que 0s grupos
CON e DIG. Os animais que receberam OUA também apresentaram hematdcrito mais elevado
em comparagdo com o CON (Figura 8).

Tanto o volume globular médio, quanto a hemoglobina corpuscular média foram
inferiores nos grupos tratados (DIG, OUA, OLE) em relacdo ao controle. J& a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (HCM) foi inferior no grupo OUA em comparagdo com 0s
outros grupos tratados com GCs, mas ndo em comparagdo com o grupo CON (Figura 8). O
desvio na amplitude dos eritrocitos, indicado pelo pardmetro RDW-SD (Figura 9) revela
diminuicdo significativa nos grupos OLE e DIG em relagdo ao CON.

Foi possivel observar também aumento significativo do nimero de plaquetas no grupo
OLE e alteragdo na variagdo de seu tamanho (PDW) apenas no grupo DIG, ambos em
comparagdo com o grupo CON. O volume plaquetario médio (VPM) foi inferior no grupo OUA
(Figura 9) em relacdo ao controle. Ndo foram observadas alteracbes quanto a presenca de
macroplaquetas (MPLT) e coeficiente de variacdo do tamanho das heméacias (RDW-CV).

As alteragdes observadas na série eritrocitaria indicam que os trés GCs utilizados podem
atuar nas hemacias. Esse é o primeiro estudo que avalia os efeitos comparativos da digoxina,
ouabaina e oleandrina. Os resultados indicam principalmente aumento da hemoglobina e
presenca de hemacias microciticas, com maior concentragdo e menor peso relativo de
hemoglobina. Estudos que avaliaram a toxicidade da N. oleander, planta que contém oleandrina,
apresentaram resultados semelhantes quanto ao aumento do hematdcrito, visto no grupo OUA e
hemoglobina, observado nos grupos OUA e DIG (Hughes et al., 2002; Rhaymah et al., 2011).
Dados de intoxicacdo por digoxina sdo associados principalmente a doengas prévias que ndo
permitem inferir a real atuacdo desse GC. Ndo ha dados clinicos de atuacdo da ouabaina em
eritrécitos.

Sabe-se que os GCs podem se ligar a bomba NKA dos eritrdcitos, células que
participam diretamente da sua cinética de distribuicdo tecidual (Solomon, 1956). Alguns estudos
afirmam que a afinidade dos GCs a eritrocitos é variavel e pode estar associada ao aumento
intracitoplasmatico de Na* (Ford et al., 1979; Ozaki et al., 1985; Balzan et al., 2000). Esse
desbalanco eletrolitico é responsavel por modificacbes morfolégicas das hemécias também
vistas em estudos de citotoxicidade. Pesquisas que avaliam o potencial citotéxico da digoxina e
oleandrina, por exemplo, determinam atuacdo direta e eficaz em células sanguineas neoplasicas
malignas da série branca e vermelha (Hallbook et al., 2011; Xu et al., 2016).

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bassingthwaighte%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=994035

A ERI Hb HCT
10 . 20 A 60 .
— A P
’ 1
15 -
2 . 40 alw
®
T4 Eh -
2 5
° > < 0 0
o (s o © <
L O @ o S ® & S T
VGM HCM CHCM
|
80 :
60 .
= 40
20
0
> < \a <
o F P ov

Figura 8. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros hematimétricos do tempo 21 (T21) de ratos
Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram nimero de eritrocitos (ERI) (A), valores médios de
concentragdode hemoglobina (Hb) (B), hematocrito (HCT) (C), volume globular médio (VGM) (D),
hemoglobina corpuscular média (HCM) (E) e concentragdo corpuscular média de hemoglobina (CHMC)
(F). Dados paramétricos (HCT, VGM, VCM) foram avaliados por ANOVA e pos teste de Tukey. Dados
ndo paramétricos (HB, ERI, CHCM) foram avaliados por Dunn e Kruskal-Wallis. *Diferenca
significativa entre os grupos tratados (p<0,05); **Diferenga significativa entre os grupos tratados
(p<0,01); ***Diferenca significativa entre os grupos tratados (p<0,001).
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Figura 9. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros hematimétricos do tempo 21 (T21) de ratos
Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (QUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram numero de plaquetas (PLT) (A), desvio padrdo na
amplitude dos eritrécitos (RDW-SD) (B), coeficiente de variacdo da amplitude dos eritrécitos (RDW-CV)
(C), amplitude de variacdo do tamanho plaquetario (PDW) (D), volume plaquetario médio (VPM) (E) e
indice de macroplaquetas (MPLT) (F). Dados paramétricos (RDW-SD, PDW, MPV, MPLT) foram
avaliados por ANOVA e pos teste de Tukey (p<0,05). Dados ndo paramétricos (PLT, RDW-CV) foram
avaliados por Dunn e Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenca significante entre os grupos tratados (p<0,05);
**Diferenca significante entre os grupos tratados (p<0,01).

Em relagdo as plaquetas, houve aumento significativo na contagem total apenas no
grupo OLE e diminuicéo do volume plaquetario no grupo OUA. Poucos estudos foram reportam
alteracOes plaquetarias em fungdo da administragdo de GCs. Pacientes humanos com fibrilagdo
atrial tratados com digoxina apresentam trombocitose devido a ativacao endotelial e plaquetéria.
Esse achado esta provavelmente relacionado ao aumento intracitoplasmatico de Ca?*, essencial
para a via de sinalizacdo endotelial. Os autores inclusive sugerem que a administraco crénica
nessas condi¢cdes pode predispor eventos tromboéticos (Chirinos et al., 2005). No entanto, por
tratar-se de pacientes com condicdes patolégicas prévias sua interpretacdo deve ser cuidadosa.
Nos animais do presente estudo ndo foram observados sinais clinicos ou alteragdes histoldgicas
compativeis com eventos trombaticos.

A administracdo da DIG no presente estudo ndo promoveu alteracdes plaquetarias,
como observado em estudos in vivo em pacientes humanos sadios indicando que a utilizacio de
digitoxina ndo altera o nimero de plaquetas (Pettersen et al., 2002). No entanto, estudos in vitro
afirmam que a ouabaina é capaz de ativar as plaquetas de forma dose-dependente e promover
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efeito pré-coagulante (Prodouz et al., 1987; Tomasiak et al., 2007). Acredita-se que, assim
como visto em eritrocitos, a modulacdo da bomba NKA é responsavel por alterar o Na*
intracelular e ativar vias de sinalizacdo dependentes desse ion com impacto direto na capacidade
coagulante plaquetéria (Tomasiak et al., 2007). Nao foram encontrados dados sobre a atuacdo da
oleandrina nas plaquetas, assim mais estudos sdo necessérios para caracterizar a atuacdo dos
GCs nas plaquetas e cascata de coagulacao.

A avaliacdo do numero total e diferencial de leucocitos ndo indicou diferencas
significativas (Figura 10). Em todos os animais houve um predominio de linfocitos, seguidos de
neutrdfilos, eosindfilos e mondcitos e os valores se mantiveram dentro do esperado para a
espécie (Thrall et al., 2007). Estudos in vivo e in vitro com diferentes GCs, incluindo a digoxina,
ouabaina e oleandrina mostram o potencial anti-inflamatorio dessas substancias (Furst et al.,
2017). A ouabaina promove reducdo da inflamac&o, efeito antinociceptivo (de Vasconcelos et
al., 2011) e reduz a migragdo de neutr6filos em camundongos experimentalmente infectados
com Leishmania (Jacob et al., 2013). J& a digoxina reduz a producdo de citocinas e é
experimentalmente benéfica em modelos murinos de artrite imunomediada (Lee et al., 2015). A
oleandrina também possui efeito antiinflamatério e antipirético similar a administracdo de
paracetamol (Kumar e Anand, 2010). Apesar do potencial antiinflamatério desses compostos,
no presente estudo ndo foi possivel observar alteragdes leucocitarias compativeis (Figura 10).
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Figura 10: Valores médios e desvio padrdo dos parametros leucocitarios do tempo 21 (T21) de ratos
Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram ndmero total de leuctcitos (A) e porcentagem
diferencial de linfocitos (B), neutréfilos (C), eosinofilos (D) e mondcitos (E). Dados paramétricos (LEU,
LIN) foram avaliados por ANOVA e p6s teste de Tukey (p<0,05). Dados ndo paramétricos (NEU, EOS,
MON) foram avaliados por Dunn e Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Bioquimica sérica

Foram realizadas analises séricas dos seguintes marcadores cardiacos: troponina |
(cTnl), CK, CK-MB, AST e LDH. O teste de cTnl foi negativo para todos os animais avaliados
(Figura 11). As troponinas cardiacas, especialmente a cTnl, sdo altamente sensiveis e
especificos marcadores de lesdo cardiaca, sendo amplamente utilizados na medicina veterinaria
(Wells e Sleeper, 2008; Plebani e Zaninotto, 2009; Fonfara et al., 2010). A cTnl é uma
subunidade estrutural encontrada no miocardio com pico de liberagéo entre quatro a seis horas
apos a lesdo do aparato contratil do coracdo (O’Bryen et al., 2006; Pinto et al., 2010). Em
equideos sadios submetidos a administracdo endovenosa de digoxina também ndo foram
encontradas alteracdes nos niveis de cTnl (Tharwat e Al-Sobayil, 2014). O teste utilizado no
presente experimento & imunocromatografico e semi-quantitativo com limite de deteccdo de
0,5ng/mL. As amostras dos animais submetidos a 21 dias de tratamento com os GCs
possivelmente apresentaram niveis inferiores ao limite de deteccdo e por isso foram
determinadas negativas.

A avaliagdo da CK, CK-MB e da relagdo entre essas enzimas € representada pelas
Figura 12 e Tabela 4. Foi observada diferenca estatistica apenas entre 0s grupos OUA e OLE
quanto a relacdo CK/CK-MB. Esse achado estd provavelmente associado as diferencas no
desvio padrdo observado entre esses grupos. O comparativo com o grupo CON néo revelou
diferencas, no entanto, a fracdo MB do grupo OLE representa mais de 85% do valor total da
CK, enquanto a digoxina apresentou 67%, ouabaina 44% e controle 42% (Tabela 1).

O aumento relativo da fracdo MB no grupo OLE indica que esse GC tem maior
potencial lesivo no coracdo; resultado esse corroborado pelo aumento de LDH e achados
histoldgicos e ultraestruturais discutidos a seguir. As intoxicacGes por GCs podem muitas vezes
provocar o aumento da CK-MB (Camplesi et al., 2009; Pedroso et al., 2009; Kassop et al.,
2014), considerada uma enzima marcadora especifica de danos teciduais cardiacos, secretada
principalmente quando a membrana celular se torna permeavel ou se rompe. O seu pico de
liberacdo ocorre entre oito e 30h ap6s a injuria cardiaca, podendo retornar aos valores basais
apos 48 ou 72h (Pinto et al., 2010).

Outros importantes pardmetros avaliados foram AST e LDH. E possivel observar
aumento significativo da AST no grupo OUA e aumento da LDH nos grupos OUA e OLE. A
AST é uma enzima marcadora de lesdo hepatica que se encontra aumentada em casos de dano
celular hepético, disfuncdo hepatica e colestase. No entanto, pesquisas nos ultimos anos
estendem a interpretagdo desse marcador, correlacionando o aumento progressivo de AST com
a gravidade do quadro de pacientes com IC (Vasconcelos et al., 2006; Samsky et al., 2013). Os
niveis séricos de AST também estdo diretamente relacionados aos niveis séricos de LDH em
pacientes cardiopatas (Hu et al., 2015). A LDH é uma enzima citoplasmatica expressada em
varios tecidos, incluindo o figado e coragdo. Seus niveis podem estar aumentados em casos de
lesdo tecidual, necrose, hipoxia e hemdlise, por exemplo (Graeber et al., 1990; Kato et al., 2006;
Karlsson et al., 2010; Hu et al., 2015). A LDH é considerado um marcador precoce de lesdo
cardiaca, sendo especialmente importante para o estabelecimento do prognéstico de pacientes
com IC (Piper et al., 2002; Hu et al., 2015).
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Figura 11. Imagem representativa de testes imunocromatograficos de troponina | (cTnl) realizados com
amostras de soro de ratos Wistar controle (CON) (A) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG)
(B), ouabaina (OUA) (C) e oleandrina (OLE) (D). A presenca de um Unico trago no cassete de analise
indica de forma qualitativa que as amostras possuem niveis de cTnl inferiores a 0,5ng/mL.

Tabela 4. Valores médios, desvio-padréo e relagdo entre as médias da creatina quinase (CK) e sua fragdo
MB (CK-MB) de ratos Wistar submetidos a tratamento por 21 dias com NaCl (CON), digoxina (DIG),
ouabaina (OUA) e oleandrina (OLE)

Grupo CON DIG OUA OLE

CK 1983 +1391,6 881,00 + 483,12 1097 £ 869,37 1136,70 + 693,15
CK-MB 845,66 + 532,71 595,93 +477,70 490,02 + 659,86 979,48 £ 216,92
CK-MB/CK 42,64% 67,64% 44,67% 86,17%

A administracdo de digoxina ndo provocou altera¢fes nos niveis de AST e LDH, assim
como visto em humanos (Andersen e Damsgaard, 1976) e equideos (Tharwat e Al-Sobayl,
2014). No entanto, em modelo experimental com cées, esse GC causou elevacdo progressiva da
LDH (Teske et al., 1976; Karadeniz et al.,, 2008). O aumento das AST em animais que
receberam ouabaina e do LDH em animais que receberam ouabaina e oleandrina representam
um indicativo precoce de lesdo cardiaca que pode contribuir de forma cronica para lesao
hepética secundaria. Esse € um achado importante a ser monitorado nas pesquisas futuras com
GCs, pois pode comprometer o tratamento e agravar quadros de IC e indicam que a oleandrina e
ouabaina tem maior potencial lesivo ao coragao.

O célcio, cloreto, magnésio e creatinina permaneceram inalterados em todos 0s grupos.
J& a avaliacdo da ureia revelou apenas discreta diminuicdo no grupo que recebeu oleandrina
(Figura 13). Os niveis séricos das proteinas totais (PT), albumina (Alb) e relacdo
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albumina/globulinas (A/G) também ndo foram alterados pelos tratamentos (Figura 14). Foi
possivel, dessa forma, descartar a possibilidade de desidratag&o.
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Figura 12: Valores médios e desvio padrdo dos marcadores séricos de lesdo cardiaca do tempo 21 (T21)
de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OQUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram creatina quinase (CK) (A), creatina quinase fracdo MB
(CK-MB) (B), a relacdo entre CK/CK-MB (C), aspartato amino-transferase (AST) (D) e lactato
desidrogenase (LDH (E). Dados paramétricos (CK, CK-MB e CK/CK-MB) foram avaliados por ANOVA
e poOs teste de Tukey (p<0,05). Dados ndao paramétricos (AST, LDH) foram avaliados por Dunn e
Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenca significativa entre os grupos tratados.
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Figura 13. Valores médios e desvio padrdo dos marcadores séricos de lesdo cardiaca do tempo 21 (T21)
de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram creatinina (Creat) (A), ureia (B), magnésio (Mg) (C),
cloreto (CI) (D) e célcio séricos (Ca) (E). Dados paramétricos (Mg, Ca, Cl, Creat, Ureia) foram avaliados
por ANOVA e pés teste de Tukey (p<0,05). *Diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 14. Valores médios e desvio padrdo dos marcadores séricos de lesdo cardiaca do tempo 21 (T21)
de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e
oleandrina (OLE). Os parametros avaliados foram proteinas totais (PT) (A), albumina (Alb) (B) e relagdo
albumina/globulina (Alb/Glo) (C). Dados paramétricos (PT, Alb) foram avaliados por ANOVA e pds

teste de Tukey (p<0,05). Dados ndo paramétrios (A/G) foram avaliados por Kruskal-Wallis (p<0,05).
*Diferenca significativa entre 0s grupos.
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A diminuigdo da ureia no grupo OLE néo possui significado clinico. A manutengdo de
niveis normais de ureia e creatinina, assim como dos ions cloreto, magnésio e célcio indicam
gue os GCs, na posologia aqui empregada, ndo causaram danos aos rins capazes de serem

65



identificados por esses marcadores. Apesar de ndo serem estatisticamente significativos, os
valores de creatinina foram superiores nos animais tratados. As médias e desvio-padréo de cada
grupo foram: controle 0,46 + 0,17, digoxina 1,00 = 0,55, ouabaina 0,71 £ 0,49, e oleandrina
0,86 + 0,44 (Tabela 5). O tratamento com a digoxina elevou em 0,54mg/dL o valor médio da
creatinina em comparagdo com o controle, representando aumento de 217%; para a ouabaina o
acréscimo foi de 154% ou 0,25md/dL e da oleandrina 0,4mg/dL representando aumento de
187%. Segundo a classificacdo do AKIN para a insuficiéncia renal crénica, os animais que
receberam digoxina se encontram no segundo estagio e 0s animais que receberam oleandrina e
ouabaina no primeiro estagio (Critical Care, 2007). De acordo com a classificacdo clinica da
doenca renal cronica proposta pela International Renal Interest Society (IRIS) o quadro aqui
apresentado por todos os animais tratados é classificado no primeiro estagio da insuficiéncia
renal, pois as médias dos grupos séo inferiores a 1,4mg/dL (IRIS, 2016).

Tabela 5. Valores médios, desvio-padrdo e relagdo entre as médias da creatinina de ratos Wistar
submetidos a tratamento por 21 dias com NaCl (CON), digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina
(OLE)

Grupo CON DIG OUA OLE
Creatinina 0,46 £ 0,17 1,00£055 0,71+0,49 0,86+0,44
Aumento % em relacéo - 217 154 187

ao grupo controle

Aumento em mg/dL em - 0,54 0,25 0,4
relacdo ao controle

O primeiro estagio é considerado a fase inicial, que ocorre durante ou logo ap6s a lesdo
renal, marcando o inicio dos sinais patolégicos, como discutidos a seguir. O segundo estagio,
chamado de fase de extensdo, inclui lesdes isquémicas, hipdxia e inflamagdo mais graves que
culminam em necrose e apoptose. Como observado em nosso estudo, a azotemia e/ou uremia
geralmente ndo estdo presentes nos dois primeiros estagios. Esses marcadores, ureia e
creatinina, s@o atualmente considerados tardios para identificagdo da lesdo renal, e apenas
apresentam aumento no terceiro estagio, chamado de fase de manutencdo. O Ultimo estagio,
quarto, ¢ a fase de recuperacdo do quadro de azotemia (Ross, 2011).

Algumas pesquisas determinam o potencial nefrotoxico dos GCs, especialmente a
digoxina. Doses prolongadas de DIG em cdes provocam aumento de ureia, creatinina e
nitrogénio ndo ureico. Acredita-se que essa a¢do seja resultado da sua excrec¢do renal e atuacao
na bomba NKA tubular (Teske et al., 1976). A intoxicacdo espontanea por N. oleander em
cavalos também provoca aumento de creatinina (Renier et al., 2014), nem sempre observado em
casos de intoxicagdo humana por digoxina (Limon et al., 2016).

Os ions célcio, cloreto e magnésio sdo utilizados rotineiramente para determinagédo da
capacidade de filtracdo renal. O célcio sérico esta presente em trés fracGes: calcio ionizado,
calcio ligado a proteinas séricas e calcio complexado a anions. O calcio ibnico ¢ o mais
relevante para os estudos da fisiologia renal e seu valor € determinado por uma equagédo de
corregdo a partir da albumina (Duncan e Prasse, 1986; Sena e Bowers, 1988; Bush, 1991,
Nelson et al., 1994). Nao ha relatos que as intoxicagdes por GCs alteram os valores séricos do
calcio e cloreto, no entanto o magneésio pode diminuir significativamente apos consumo de altas
doses de digoxina (Flink, 1985) e predispor arritmias (Seller et al., 1985). Isso se deve & agdo
dos GCs na bomba NKA renal com comprometimento do balango eletrolitico celular e
consequente alteracdo da Mg-ATPase (Seller et al., 1985). Possivelmente a lesdo renal
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observada pelos achados histologicos e ultraestruturais apresentados a seguir ndo foi
identificada pelos marcadores cardiacos e ions aqui mensurados. A utilizacdo de biomarcadores
mais precoces, como a cistatina ¢, molécula-1 de lesdo renal (KIM-1) e interleucina 8 (IL-8)
pode ser importante para avaliacdo da lesdo renal. Provavelmente esses marcadores apresentam
maior correlagdo com os achados histolégicos.

N&o houve diferenca no valor sérico de proteinas totais, albumina e na relacéo
albumina/globulina (A/G). Os GCs, na posologia aqui empregada, ndo provocaram alteracGes
graves no metabolismo proteico ou causaram desidratacdo, assim como foi observado para 0s
marcadores de lesGes renais. Também ndo provocaram quadros inflamatorios, correlacionando
com o0s niveis normais de leucdcitos encontrados no presente estudo. Esse achado € corroborado
por outros autores que descrevem quadros de intoxicacdo por GCs (Hughes et al., 2002; Renier
etal., 2014).

Avaliacao histoldgica dos rins e coracao

A macroscopia nfo foram visualizadas alteragbes em nenhum dos animais estudados,
achado comum as intoxicagdes por GCs (Botelho et al., 2017). Alguns achados necroscopicos
sdo descritos na literatura, como congestdo e hemorragias cardiopulmonares (Bourdouis et al.,
1982); a ingestdo de grandes quantidades de GCs também pode provocar irritacdo gastrica e
intestinal (Papi et al., 2002; Aslani et al., 2004). A via de administracdo empregada no presente
estudo foi SC, o que ndo provocou danos locais nos animais.

A anédlise histolégica (HE) do coracdo do grupo CON ndo revelou alteragdes
significativas. J& o grupo DIG apresentou discreta vacuolizac¢do intracitoplasmatica focal de
cardiomidcitos em area de musculo papilar; o grupo OUA apresentou perda focal e discreta das
estriacBes cardiacas em areas de musculo papilar associadas a discreta vacuolizagdo
intracitoplasmatica focal do miocérdio, hipereosinofilia multifocal discreta das fibras cardiacas
e discreta area focal de necrose de cardiomidcitos. E o grupo OLE apresentou alteracdes
semelhantes ao grupo OUA, com perda focal e discreta das estria¢cdes cardiacas acompanhadas
de vacuolizagdo intracitoplasmatica multifocal discreta a moderada de cardiomidcitos e necrose
de cardiomidcitos focal moderada (Figura 15). A coloragdo especial de Tricomico de Masson
foi utilizada para identificacdo de areas de fibrose, no entanto nenhuma diferenca foi visualizada
entre os grupos (Figura 16).

As alteragOes vistas na andlise de histoldgica confirmam a atuacédo dos GCs no musculo
cardiaco, sendo a oleandrina 0 composto que causou Vvisualmente mais lesbes e que
possivelmente atuou de forma mais intensa sobre a bomba NKA. Exames histologicos de
individuos intoxicados por digoxina também revelam necrose miocardica (Bourdouis et al.,
1982). Ja os estudos com a ouabaina identificaram principalmente a apoptose de cardimidcitos
(Ramirez-Ortega et al., 2007), o que ndo foi observado no presente estudo e a presenga de
vacuolos intracitoplasmaticos, assim como observado na Figura 15. A ingestdo de N. oleander
descrita em estudos experimentais e relatos de caso revelam alteragdes como miocardite,
fragmentacdo e degeneracdo dos cardiomidcitos, com infiltrado mononuclear multifocal
acompanhados de vacuUolos intracitoplasmaticos e extensa necrose (Minardi et al., 1982;
Pedroso et al., 2009). A necrose observada no grupo OLE néo foi extensa, 0 que provavelmente
estd associado a manutencdo dos niveis normais de marcadores séricos cardiacos. Esse achado
no entanto é importante, pois indica um maior potencial lesivo desse GC em comparacdo com a
digoxina e ouabaina.

O Tricobmio de Masson é uma coloracdo utilizada para identificacdo de fibras
colagénicas, marcadas de azul (Jong et al., 2012). No presente estudo ndo foram encontradas
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areas de deposicdo colagénica compativeis com fibrose. As Unicas regibes com fibras de
colageno se concentraram na tunica adventicia dos vasos do miocardio, sem diferencas entre os
grupos. Esse ¢ um achado importante, que indica que a aplicagdo dos GCs por 21 dias ndo
causou remodelamento no coragdo com deposicao de colageno.

Figura 15. Micrografia Optica de tecido cardiaco de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias
com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina (OLE). A) Grupo CON sem alteragdes. B)
Grupo DIG com discreta vacuolizagdo intracitoplasmatica focal de cardiomidcitos em area de musculo
papilar (setas pretas). C) Grupo OUA com perda focal e discreta das estriacfes cardiacas em areas de
musculo papilar associadas a discreta vacuolizacéo intracitoplasmatica focal do miocardio (setas pretas) e
discreta area focal de necrose de cardiomidcitos (asterisco). D) Grupo OLE mostrou alteragdes
semelhantes ao grupo OUA, com perda focal e discreta das estriagBes cardiacas acompanhadas de
vacuolizacdo intracitoplasmatica multifocal discreta a moderada de cardiomidcitos (setas pretas) e
necrose de cardiomidcitos focal moderada (asteriscos); (HE, Bar=50um).
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Figura 16. Micrografia 6ptica de tecido cardiaco de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias
com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina (OLE). A) Grupo CON sem alteragdes. B)
Grupo DIG sem alteragdes. C) Grupo OUA sem alteragfes. D) Grupo OLE sem alteragdes; (Tricomio de
Masson, Bar=50um).
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Figura 17. Micrografia 6ptica de amostras dos rins de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias
com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina (OLE). A) Grupo CON sem alteracdes. B)
Grupo DIG apresenta material basofilico amorfo multifocal moderado no interior dos tdbulos proximais.
C) Grupo OUA manifesta vacuolizacdo intracitoplasmatica multifocal moderada das células epiteliais dos
tbulos proximais. D) Grupo OLE apresenta vacuolizacdo intracitoplasmatica multifocal moderada das
células epiteliais dos tubulos proximais e necrose tubular focal moderada (HE, Bar=50um).
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Figura 18. Micrografia Optica de amostras dos rins de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias
com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina (OLE). A) Grupo CON sem alterac@es. B)
Grupo DIG apresenta material basofilico amorfo multifocal discreto no interior dos tGbulos proximais. C)
Grupo OUA manifesta material basofilico amorfo multifocal moderado. D) Grupo OLE apresenta
material basofilico amorfo multifocal discreto (PAS, Bar=50um).

As amostras de tecido renal do grupo CON néo revelaram alteragdes importantes. O
grupo DIG ndo apresentou alteracBes degenerativas, inflamatérias ou necréticas. Enquanto os
grupos OUA e OLE apresentaram vacuolizacdo intracitoplasméatica multifocal moderada das
células epiteliais dos tubulos proximais. Um animal do grupo OLE apresentou necrose tubular
focal moderada (Figura 17). Todos o0s grupos tratados apresentaram material basofilico amorfo
multifocal moderado no interior dos tdbulos proximais, coraado pelo PAS sugere presenca de
glicoproteinas (Figura 18).

Os rins podem ser alvo da ac¢do dos GCs, principalmente por essa ser uma de suas vias
de excrecdo (Kelman et al., 1980; Ni et al., 2002). A presenca de bombas NKA nos tabulos
renais ja foi descrita na literatura, assim como o seu bloqueio pela digoxina e ouabaina (Liu et
al., 2002; Touza et al., 2011). A perda proteica, degeneracdo e necrose tubular ocorrem em
consequéncia do desbalanco eletrolitico local e sdo relatados em casos de intoxicacdo pelos trés
GCs aqui estudados (Minardi et al., 1982; Bourdouis et al., 1982; Aslani et al., 2007; Barbosa et
al., 2008; Pedroso et al., 2009; Taheri et al., 2012).
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A perda proteica esta intimamente relacionada as lesbes degenerativas e necroticas e
advém da perda de células epiteliais tubulares, sem comprometer os valores séricos de proteina,
albumina e globulinas como observado no presente estudo. A lesdo renal vista nos animais que
receberam GCs, especialmente do grupo OLE, sdo discretas e podem estar relacionados com o
aumento da creatinina. Do ponto de vista patolégico no entanto, ndo foram encontradas lesdes
extrarrenais compativeis com quadro de insuficiéncia renal. Assim como a lesdo cardiaca, as
alteracdes renais ndo comprometeram o funcionamento dos 6rgaos a ponto de causar alteracdes
graves como a azotemia. Sabe-se que os rins tem alta capacidade de compensacédo e as lesfes
nos néfron devem ser extensas para provocar tal alteracdo (Waki et al., 2010). Mesmo sendo
achados moderados, as imagens histoldgicas renais reafirmam o potencial dos GCs de atuarem
sobre esses 6rgdos e a necessidade de monitoracdo da sua funcdo em estudos futuros que
almejem sua utilizacéo clinica.

Avaliacéo ultraestrutural dos rins e coragéo

A ultraestrutura do coragdo observada pela microscopia eletrénica de varredura mostrou
fibras cardiacas intactas, alinhadas e sem alteragdes nas amostras do grupo CON (Figura 19).
Amostras do grupo DIG revelaram aumento da matriz extracelular adjacente as fibras cardiacas
e discreta dissociacdo de cardiomidcitos. O grupo OUA apresentou aumento moderado da
matriz extracelular com preservacdo do alinhamento de cardiomidcitos. Ja o grupo OLE
apresentou grave dissociacdo, encurtamento e ruptura das fibras cardiacas.

Os achados da microscopia eletronica de varredura correlacionam diretamente com 0s
resultados da microscopia Optica e de bioguimica sérica. O grupo que recebeu OLE apresentou
lesbes compativeis com a necrose de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo, acompanhadas de
um aumento sérico de CK-MB e LDH e a nivel celular da ruptura e encurtamento das fibras
cardiacas, com perda da sua estrutura e alinhamento. O conjunto desses resultados indicam que,
no comparativo entre a atividade dos GCs, a oleandrina tem maior potencial cardiotoxico que a
digoxina e ouabaina. Estudo prévio conduzido pela nossa equipe ja havia identificado o
potencial lesivo da N. oleander em cardiomidcitos, com ruptura de fibras e lesdo mitocondrial
observadas pela microscopia eletrdnica de transmissdo (Botelho et al., 2017). No entanto, este é
o primeiro trabalho que identificou a acéo lesiva da oleandrina isolada a nivel celular, observada
pela microscopia de varredura do tecido cardiaco.

Os GCs podem promover danos mitocondriais, nucleares e alterar a estrutura das fibras
cardiacas (Ramirez et al., 2007; Botelho et al., 2017). Acredita-se que a inibi¢do persistente da
bomba NKA promove acumulagdo intracelular de Na*, que estimula o trocador de NCX a
extrair o Na* excessivo em troca de fons Ca?*. O overload de Ca?* e a diminuicdo dos niveis de
liberacdo de citocromo C. A cascata de apoptose é entdo ativada, causando a morte celular. O
extenso dano mitocondrial pode ainda provocar liberacdo de ROS e agravar as lesdes cardiacas
(Ramirez-Ortega et al., 2007). A anélise da peroxidagdo lipidica e producdo das ROS sera
apresentada a seguir.

As amostras de tecido renal submetidas a analise de varredura (Figura 20) ndo
revelaram alteragcOes estruturais no grupo CON e OUA, com preservacdo das estruturas
vasculares, glomerulares e tubulares. No grupo DIG foi possivel identificar alteracdes
morfoldgicas em eritrocitos compativeis com equindcitos. No grupo OLE é possivel observar
apenas um aumento discreto da matriz extracelular.
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Figura 19. Micrografia eletrdnica de varredura de miocardio de ratos Wistar controle (CON) (A, B) e
tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG) (C,D), ouabaina (OUA) (E,F) e oleandrina (OLE)
(G,H). A ultraestrutura do coracdo de animais CON mostrou fibras cardiacas intactas, alinhadas e sem
alteragbes (A,B). Amostras do grupo DIG (C,D) revelou aumento da matriz extracelular adjacente &s
fibras cardiacas (asterisco branco) e discreta desorganizacao de cardiomidcitos (seta vermelha). O grupo
OUA (E,F) expressou aumento moderado da matriz extracelular (asterisco branco) com preservacéo do
alinhamento de cardiomiocitos. Ja o grupo OLE (G,H) apresentou grave dissociagdo, encurtamento e
ruptura das fibras cardiacas (seta vermelha).

HFW Tilt

Figura 20. Micrografia eletronica de varredura do tecido renal de ratos Wistar controle (CON) (A) e
tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG) (B), ouabaina (OUA) (C) e oleandrina (OLE) (D). A
ultraestrutura dos rins de animais dos grupos CON e OUA nao revelou alterages importantes (A,C), com
preservacdo das estruturas vasculares, glomerulares e tubulares. No grupo DIG foi possivel identificar
alteracBes morfoldgicas em eritrocitos compativeis com equindcitos (seta azul). No grupo OLE é possivel
observar apenas um aumento da matriz extracelular.

A auséncia de lesdes renais na microscopia de varredura pode estar associada &s
limitagcbes da técnica quanto & de visualizagdo das estruturas renais. Os cortes realizados
permitiram a observacgdo externa de capilares, poddcitos e células tubulares de areas restritas.
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Né&o foram vistos sinais de degeneracdo e necrose dos tecidos ou deposicdo de imunocomplexos
perivasculares/glomerulares. Esse é o primeiro estudo em que amostras de tecido renal de
animais submetidos ao tratamento com GCs sdo avaliadas pela microscopia de varredura. Sabe-
se gue essa € uma importante técnica para o diagnostico de patologias renais, com alta
especificidade e sensibilidade, determinante para a identificagdo de lesGes precoces e
estadiamento da doenca renal crénica (Pearson et al., 1994; Sementilli et al., 2004).

No grupo DIG foi possivel identificar equindcitos, caracterizados como eritrcitos
formados por inimeras espiculas bem distribuidas e projecGes relativamente uniformes em
tamanho e forma (Thrall et al., 2007). Essa alteracdo morfoldgica é descrita em pacientes com
doenca renal crdnica, neoplasias e no caso de envenenamento por serpentes do género Crotalus
(Brown et al., 1994; Walton et al., 1997; Thrall et al., 2007). Geralmente estd associada a
defeitos na composicdo lipidica ou protéica dos eritrocitos e também ja foi descrita em casos de
deplecdo intracelular de ATP (Backman al., 1998; Jacob et al., 1973), aumento de pH e do Ca**
intracelular (Smith, 1987). Acredita-se que o aumento intracelular de Ca?* promova a ativacgio
de calpainas responsaveis pela degradacdo de proteinas estruturais de membrana contribuindo
para alteragdes morfoldgicas em eritrocitos (Cohen e Gascard, 1992).

Esse achado correlaciona com as alteracdes hematologicas observadas anteriormente.
Os grupos tratados apresentaram diminuicdo no volume globular médio e hemoglobina
corpuscular média (Figura 8), o que também indica alteragdo morfoldgica nas hemacias. Os
GCs podem se ligar a bomba NKA na membrana dos eritrécitos e promover citotoxicidade por
meio das alteracdes eletroliticas subsequentes. As mudancas nos niveis de Na*, K* e Ca?*
podem contribuir para a alteracdo da estrutura das células sanguineas, especialmente com a
formac&o de equindcitos (Cohen e Gascard, 1992; Hallbook et al., 2011; Xu et al., 2016).

Expresséo proteica da troponina | e BNP no tecido cardiaco

As analises da troponina | e BNP sdo apresentadas na Figura 21. N&ao foram
encontradas diferengas significativas entre os valores de troponina dos grupos estudados. A
troponina como discutido anteriormente, especialmente sua isoforma cTnl, e o0 BNP sdo
excelentes biomarcadores de lesGes cardiacas agudas e da progressdo da IC cronica. Segundo
Maisel e colaboradores (2018) pacientes assintomaticos com IC podem apresentar alta liberagdo
de peptideos natriuréticos e baixa liberacdo de troponina. Ap6s o diagndstico de alteracdes
estruturais no sistema cardiovascular, os niveis de troponina podem cair em detrimento do
aumento dos peptideos natriuréticos e outros biomarcadores como o fator de crescimento e
diferenciagdo 15 (GDF-15) e Galectina -3.

E possivel observar aumento do BNP nos grupos OLE e OUA, em comparacdo com o
grupo DIG. No presente estudo foram visualizadas importantes alteragbes estruturais no
musculo cardiaco, vistas pela microscopia Optica e eletrnica, o que pode implicar em liberacéo
de BNP ndo acompanhada do aumento da cTnl. A manutencdo dos niveis séricos de cTnl
também corroboram com os achados dos biomarcadores teciduais. Tanto no musculo cardiaco
quanto no soro dos animais que receberam os GCs ndo foi possivel observar aumento
significativo dessa proteina aqui estudada.

Os peptideos natriuréticos sdo importantes biomarcadores para o diagndstico e
prognostico da IC e podem estar aumentados em casos de remodelamento cardiaco, arritmias
graves e intoxicacdo por digoxina. O BNP é o metabdlito ativo produzido a partir da clivagem
proteolitica do pro-horménio pro-BNP. Ambos sdo secretados diretamente pelo ventriculo
esquerdo em resposta ao estresse diastolico na parede do coracdo por meio de aumento da
pressdo e volume locais. O BNP atua como um horménio vasoativo envolvido no controle da
homeostase, vasodilatacdo e remodelamento cardiaco (Heinrich et al., 2005; Ponikoswki et al.,
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2016; Maisel et al., 2018). Os resultados sugerem que a oleandrina e ouabaina podem apresentar
maiores niveis de remodelamento cardiaco que a digoxina.
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Figura 21. Valores médios e desvio padrdo dos biomarcadores teciduais cardiacos: peptideo natriurético
cerebral (BNP) (A) e troponina | (cTnl) (B) obtidos de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21 dias
com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) e oleandrina (OLE). Dados ndo paramétricos foram
avaliados por Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenca significativa entre os grupos tratados (p<0,05).

Expressdo proteica das isoformas alfa-1 e alfa-2 da bomba NKA

A expressao das isoformas alfa-1 e alfa-2 da bomba NKA é observada na Figura 22.
N&do foram identificadas diferencas significativas entre 0os grupos quanto a expressao das
isoforma alfal e a relacdo entre as isoformas. A expressdo da alfa-1 foi superior em todos os
grupos estudados, apresentando valores significativamente superiores a alfa-2.

A isoforma alfa-1 é cerca de 10 vezes mais presente no tecido que a alfa-2, como
reportado por Lev et al. (2015). Segundo 0s mesmos autores, uma forma indireta de estimar a
atividade da bomba NKA ¢é pela sua expressdo. Acredita-se que o grau de internalizacdo das
isoformas reflete diretamente a afinidade dos GCs, correlacionando com o grau de ocupacao dos
sitios de ligacdo. Dessa forma a menor expressdo de determinada isoforma de NKA determina
que essa proteina é mais fortemente inibida pelo GC (Lev et al., 2015). No entanto, essas
consideragOes se baseiam em experimentos in vitro com células humanas originarias de outros
tecidos e aplicacdes crescentes de digoxina e ouabaina. Considerando as limitacdes dessa
afirmacéo, a interpretacdo quanto a expressdo da NKA no tecido cardiaco deve ser cuidadosa. A
relagdo entre a expressdo da bomba e sua atividade, medida especificamente pela sua corrente,
ainda ndo foi determinada.
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Figura 22. Anélise da expressao das isoformas alfa-1 e alfa-2 da bomba de sédio e potassio (NKA) por
meio de andlise de Western blot de amostras do coracgdo de ratos Wistar controle (CON) e tratados por 21
dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) (C) e oleandrina (OLE). Os tratamentos néo
alteraram os niveis de da isoforma alfa-1 (A) e alfa-2 (B). A expressdo da isoforma alfa-1 foi
significativamente maior em todos os grupos estudados em relacédo a alfa-2 (C). A avaliacdo relativa entre
as isoformas alfa-1/alfa-2 também ndo revelou diferencas significativas entre os tratamentos (D). Dados
ndo paramétricos foram avaliados por Kruskal-Wallis (p<0,05). *Diferenga significativa entre os grupos.
*Diferenca significativa entre os grupos tratados (p<0,05); **Diferenca significativa entre os grupos
tratados (p<0,01); ***Diferenca significativa entre os grupos tratados (p<0,001).

Os grupos OUA e OLE apresentam maiores expressdes da alfa-2 em comparacéo com o
grupo DIG. Os estudos sobre a acdo dos GCs avangaram nos ultimos anos e indicam que em
cardiomidcitos a isoforma alfa-2 é mais sensivel aos GCs que a alfa-1 (Katz et al., 2010). Esse é
um achado importante, pois a subunidade alfa-2 est& presente em maior densidade nos tbulos T
(Despa e Bers, 2007; Berry et al., 2007), assim a interagdo entre a NKA e o NCX nesse local
ocorre em microdominios de membrana (Golovina et al., 2003; Song et al., 2006). A ligagdo
preferencial dos GCs com cerca de 25% do total de bombas, que representam 50% do nimero
de bombas presentes nos tibulos T, é capaz de aumentar a corrente de Ca?* e contracédo celular
(Berry et al., 2007). Acredita-se ainda que a atuacdo da isoforma alfa-2 é voltagem dependente.
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Dessa forma a ligacdo com os GCs s6 aumentara os niveis intracelulares de Na* e Ca?* durante a
despolarizagdo (controlada pela alfa 2), mas ndo em repouso (dependente da alfa-1); o que
representa uma maior seguranca em sua atuagdo com menores chances de causarem arritmias
(Stanley et al., 2015).

Para que seja possivel afirmar que os GCs aqui estudados modulam a atividade da
bomba NKA sdo necessarios mais estudos, especialmente quanto a sua corrente. No entanto,
existe uma diferenca na expressdo das isoformas aqui avaliadas, corroborada pelos achados ja
apresentados e pela producdo de ROS, discutidas a seguir, o que implica em provavel diferenca
de afinidade entre a digoxina, ouabaina e oleandrina no tecido cardiaco.

Atividade oxidativa dos glicosideos cardioativos

As andlises de estresse oxidativo (niveis de peroxidacdo lipidica- TBARS) e atividade
das principais enzimas antioxidantes (superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase)
estdo apresentadas na Figura 23. A enzima superdxido dismutase (SOD) apresentou aumento
significativo de sua atividade enziméatica nos grupos DIG e OLE e discreta reducdo nao
significativa no grupo OUA. Os tratamentos com GCs ndo alteraram a atividade enzimética da
GPx. No entanto, houve aumento da atividade enzimatica da CAT nos trés grupos tratados,
especialmente nos animais que receberam DIG e OUA.

A SOD, CAT e GPX constituem o principal sistema de defesa antioxidante enzimatico
do organismo. A SOD, considerada a primeira linha de defesa contra o anion superdxido, é
responsavel por sua dismutacdo e pela formagéo de peroxido de hidrogénio; enquanto a CAT e
GPx atuam de forma similar decompondo o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Molina
e Garcia, 1997; Fang et al., 2002; Urso et al., 2003; Valko et al., 2007; Reuter et al.; 2010). Os
resultados indicam que os GCs alteram o sistema antioxidante do coragdo, evitando assim o
aumento do estresse oxidativo nesses grupos.

Estresse oxidativo € um termo empregado em situacfes em que espécies contendo
radicais livres causam dano tecidual, por meio de alteracdes no DNA, membranas, degeneracdo
de tecidos, envelhecimento prematuro e apoptose. Isso ocorre quando os sistemas antioxidantes
sdo superados pelos sistemas prooxidantes, geradores das ROS, de forma que as defesas
enzimaticas e ndo enzimaticas ndo sdo suficientes para neutralizar e detoxicar os niveis elevados
de ROS (Matés e Sanchez-Jimenez, 2000; Leornarduzzi et al., 2010; Reuter et al.; 2010;
Kryston et al., 2011).

Uma das principais consequéncias do estresse oxidativo é a peroxidacgdo lipidica, que
constitui uma série de complexas reacOes bioquimicas que atinge &cidos graxos poli-
insaturados, culminando na degradacdo de macromoléculas (Ahmad, 1995).

A digoxina provocou o aumento do anion superoxido, refletido na maior atividade
enzimatica da SOD. Essa enzima desencadeia a formagdo de perdxido de hidrogénio, que por
sua vez é metabolizado pela via da CAT e GPx. Nesse caso, apenas a CAT foi suficiente para
neutralizar e detoxicar o perdxido de hidrogénio, sem que fosse necessario 0 aumento da
atividade da GPx. A atuacdo de ambas as vias antioxidantes, SOD e CAT, foi entdo suficiente
para neutralizar os ROS produzidos de forma a ndo afetar a membrana plasmatica e causar a
peroxidacao lipidica.
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Figura 23. Analise de estresse oxidativo (niveis de peroxidacdo lipidica — TBARS) e atividade das
principais enzimas antioxidantes - SOD, CAT e GPx - no tecido cardiaco de ratos Wistar controle (CON)
e tratados por 21 dias com GCs com digoxina (DIG), ouabaina (OUA) (C) e oleandrina (OLE). Os
tratamentos ndo alteraram os niveis de TBARs (A). A SOD apresentou aumento significativo de sua
atividade enzimatica nos grupos DIG e OLE, em relacéo ao controle e OUA (B). A atividade enzimatica
da CAT encontra-se aumentada em todos os tratamentos, com diferenca significativa nos grupos DIG e
OUA em relagdo ao controle (C). Os tratamentos ndo alteraram a atividade enzimatica da GPx (D).
Dados paramétricos foram avaliados por ANOVA e pds teste de Tukey (p<0,05). *Diferencga significativa
entre 0s grupos.

A oleandrina aumentou de forma significativa a atividade enzimatica da SOD,
correlacionando assim com maior producdo de anion superdxido, sem no entanto alterar a
atividade da CAT, GPx e os niveis de TBARs em comparacdo com o grupo CON. A auséncia
da peroxidacéo lipidica nesse caso indica que o perdxido de hidrogénio formado pela atuacdo da
oleandrina é provavelmente neutralizado por outra via, que ndo inclui a CAT e GPx.

J& a ouabaina causou apenas aumento da atividade enzimatica da CAT. Isso indica que
o0 peréxido de hidrogénio esta aumentando, por outra via independente da SOD, também sem
induzir a peroxidacao lipidica, como comprovado pelos niveis de TBARSs.

E possivel observar que nenhum tratamento causou alteragdes nos niveis de TBARs.
TBARS é uma sigla do inglés Thiobarbituric Acid-reactive Substances que determina a
presenca da peroxidacdo lipidica pela reacdo do acido tiobarbitirico com o malondialdeido
(MDA), um dos principais produtos finais do processo de oxida¢do e decomposicdo de acidos
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graxos poliinsaturados de membrana. Sua deteccao nos tecidos é um forte indicativo de estresse
oxidativo (Buege e Aust, 1978).

E possivel afirmar que a digoxina afeta a atividade enzimética da SOD e CAT, enquanto
a oleandrina afeta de forma mais relevante a atividade enzimética da SOD e a ouabaina a CAT.
Os resultados sugerem a maior producdo de ROS; especificamente a oleandrina induz maior
producdo de anion superdxido, enquanto a ouabaina produz peréxido de hidrogénio e a digoxina
ambas as espécies.

A produgdo dos ROS induzida pelos GCs pode estar relacionada com o desbalango
eletrolitico causado pela inibicdo da NKA, com consequente overload de Ca?* e alteracdo na
atividade mitocondrial como descrito previamente (Camello-Almaraz et al., 2006; Chen e
Zweier, 2014). O bloqueio da bomba NKA no coracdo promove aumento do Na* intracelular,
que € extrusado a favor do seu gradiente de concentragdo pelo NCX em troca de ions Ca?" O
excesso de Ca?" no citosol pode afetar a maquinaria contrétil do coracdo e as mitocondrias,
especialmente no microambiente formado em regides de tubulos T, contendo bomba NKA,
NCX, canais de Ca*" L-type, receptores de rianodina, SERCA e reticulo sarcoplasmatico. O
excesso de Ca?* é controlado pelos estoques intracelulares e diferentes proteinas sdo
responsaveis por sua recaptacdo e extrusdo, principalmente no reticulo sarcoplasmético e
mitocondria. A Gltima é especialmente sensivel ao excesso de Ca?*, que entra na organela por
meio do uniporter de Ca?* e pelo trocador NCX mitocondrial. O aumento da concentragéo desse
ion pode ativar uma série de vias metabolicas que culminam na formagéo de ROS.

Sabe-se que a maior parte das ROS sdo produzidas nas mitocondrias durante o
transporte de elétrons na cadeia respiratéria. Alteracbes no fluxo de elétrons acarreta um
aumento da reducdo do oxigénio molecular a &nion superéxido, principalmente nos complexos |
e Il da cadeia respiratoria. Uma série de reacfes consecutivas culmina com a producdo de
outras ROS, como o peroxido de hidrogénio de radical hidroxil (Leornarduzzi et al., 2010;
Tahara et al., 2009). O excesso de ROS é implicado na patofisiogenia da insuficiéncia cardiaca e
tem papel crucial na progressdo de disfun¢des cardiovasculares, por meio de ativagao de vias de
sinalizagdo (Santos et al., 2011; Xu et al., 2017).

O aumento da producdo de ROS mitocondrial leva a disfuncdes da prépria organela e
consequente diminuicdo da sua atividade, que inclui a fosforilagdo oxidativa. Com isso, ha
diminuicdo na producdo de ATP, incremento do estresse oxidativo, desbalango na homeostase
ionica, principalmente do Ca®* e desenvolvimento de alteragBes estruturais cardiacas, que
podem levar a morte celular (Dey et al., 2010; Diogo et al., 2013).

Os danos causados pelo estresse oxidativo a longo prazo sdo bem caracterizados em
diferentes modelos de IC (Sawyer, 2011; Tsutsui et al., 2011; Hafstad et al., 2013). Os achados
aqui apresentados de bioquimica sérica, histologia e microscopia eletrénica sdo compativeis
com lesdes causadas pelo aumento das ROS. Esse aumento no entanto ndo provocou
peroxidacao lipidica, consequéncia direta do acimulo de ROS, quando esse supera a atividade
dos sistemas antioxidantes. A partir dos resultados aqui apresentados é possivel afirmar que a
digoxina, ouabaina e oleandrina promovem aumento das ROS nos cardiomidcitos.
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Conclusoes

Os resultados aqui apresentados sugerem valores de referéncia para os pardmetros
cardiovasculares de ratos Wistar submetidos a anestesia com isoflurano. A melhor formula de
correcao do intervalo QT nesse modelo € a férmula de Hodges, comprovada pelos achados
subsequentes.

A anélise comparativa entre a digoxina, ouabaina e oleandrina revelou importantes
diferengas quanto & sua acdo no sistema cardiovascular. A dose utilizada no presente
experimento, 50pg/kg, administrada por 21 dias ndo causou arritmias nos animais, o0 que
permitiu a observacdo dos efeitos cardiovasculares das substancias estudadas.

Os GCs alteraram a série vermelha do hemograma, o que foi comprovado pela
presenca de equindcitos observados pela microscopia de varredura, sem no entanto alterar o
numero total e diferencial de leucdcitos.

Os animais que receberam oleandrina apresentaram lesdes cardiacas mais graves
observadas pela maior atividade sérica de LDH, aumento relativo da CK-MB, necrose focal
moderada de cardiomidcitos visto na microscopia Optica; ruptura, encurtamento e
desorganizacgéo das fibras cardiacas como observado na microscopia eletronica de varredura.

O aumento relativo da creatinina foi observado nos trés grupos tratados. Analise
histoldgica e ultraestrutural indicaram que os GCs afetam os rins, em especial a oleandrina
promovendo necrose tubular aguda. Do ponto de vista clinico o quadro pode ser classificado
como estagio inicial de doenca renal; no entanto ndo foram vistos achados patolégicos
extrarrenais compativeis com quadros graves.

A troponina | ndo foi alterada pelos GCs, mas 0s grupos que receberam ouabaina e
oleandrina apresentaram valores de BNP superiores ao grupo que recebeu digoxina. Esse
achado indica um potencial remodelamento cardiaco induzido pela OUA e OLE.

A expressdo da isoforma alfa-1 também ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos, sendo a isoforma alfa-1 a mais expressa em todos os animais estudados. Apesar disso,
as maiores médias da alfa-2 foram encontradas nos animais dos grupos OLE e OUA em
comparagdo com o grupo DIG, o que sugere uma possivel diferenca na modulacéo da expressao
e atividade dos GCs na bomba NKA de cardiomidcitos de ratos.

Todos os GCs afetaram a producdo de ROS, sem no entanto causar peroxidagdo
lipidica, por meio da ativacdo de diferentes vias anti-oxidantes. Esse achado pode estar
relacionado com a inibi¢do da bomba NKA e a provavel diferenca de afinidade entre a digoxina,
ouabaina e oleandrina.
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Considerac0es finais

Os glicosideos cardioativos sdo substdncias amplamente encontradas na natureza e
utilizadas para o tratamento de insuficiéncia cardiaca h& séculos. A digoxina é o farmaco
comercial mais comumente utilizado dessa classe, no entanto sua curta margem de seguranga e
alto potencial toxico limitam seu emprego. Com isso a avaliacdo do potencial cardioativo de
outras substancias se faz importante. Os objetivos aqui apresentados foram alcancados, uma vez
que foram demonstradas diferencas entre a agdo dos GCs: digoxina, ouabaina e oleandrina, sem
a pretensdo de extinguir toda ddvida a cerca de seus mecanismos de acdo, mas com o intuito
principal de trazer novas informacgOes, relevantes ao estudo clinico-toxicologico dessas
substancias, levantando questionamentos que devem ser futuramente investigados.

Com base na atividade ja conhecida da digoxina, foi estabelecida uma posologia segura
(50ug/kg a cada 24h, por via subcutdnea durante 21 dias), capaz de promover atividade
antiarritmica sem causar danos graves ao coracao, de forma a permitir a avaliagdo do potencial
das substancias alvo.

O ECG foi a ferramenta inicial utilizada para estimar as alteragdes elétricas no coragéo
de ratos Wistar apds a administracdo dos GCs. Nao foram observadas arritmias, mas a redugédo
do intervalo QT observada em todos os grupos sugere alteragdes na eletrofisiologia celular
possivelmente causadas pela inibicdo da bomba de sédio e potassio (NKA) do coragdo; visto
que esse é o mecanismo de acdo dos cardenolideos.

A administracdo de oleandrina causou maior remodelamento eletromecénico do
coragdo, comprovado pela maior atividade sérica de LDH, aumento relativo da CK-MB, necrose
de cardiomidcitos visto na microscopia dptica e maiores valores médios de BNP.

Para tentar elucidar a origem das diferencas entre os GCs foram estudadas a expressao
das isoformas alfa-1 e alfa-2 da NKA e producdo de espécies reativas de oxigénio. Os grupos
gue receberam oleandrina e ouabaina apresentaram maior expressdo média da isoforma alfa-2
em comparagdo com 0s animais que receberam digoxina, 0 que sugere uma possivel diferenca
na modulagdo da expressdo e atividade dos GCs na bomba NKA de cardiomidcitos de ratos.

Todos os GCs afetaram a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sem no
entanto causar peroxidacgdo lipidica, por meio da ativacdo de diferentes vias antioxidantes. A
producdo das ROS pode estar associada as lesdes microscopicas e ultraestruturais observadas.

Conclui-se que os GCs aqui estudados provocam danos cardiorrenais, com importantes
diferencas na expressdo da isoforma alfa-2 da NKA, producdo de ROS e danos teciduais
variaveis que sugerem diferengas entre a atuacdo da digoxina, ouabaina, assim como provaveis
diferencas quanto a afinidade e inibicdo da bomba NKA.
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