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REsSumMoO

A epilepsia ¢ um disturbio neuroldégico cronico que afeta milhdes de pessoas globalmente,
frequentemente associado a complicagdes cardiovasculares, como arritmias, devido a
hiperexcitabilidade neuronal e disfun¢do autonémica. A Neurovespina, um peptideo sintético
derivado da peconha da vespa Polybia occidentalis, demonstrou propriedades
anticonvulsivantes e potencial modulador de canais de calcio tipo L, sugerindo possiveis
beneficios cardiovasculares. Este estudo investigou os efeitos da Neurovespina em parametros
eletrocardiograficos de camundongos saudaveis, comparando-os com controles tratados com
salina e Diazepam (4mg/kg), sob condi¢des basais e ap6s indugdo arritmica com dobutamina e
cafeina. Foram utilizados camundongos Swiss machos (n=9), distribuidos aleatoriamente em
grupos tratados com salina, Diazepam (4mg/kg), Neurovespina (4 mg/kg e 40 mg/kg). Os
animais foram submetidos a registros eletrocardiograficos (ECG) antes e apds a administragdo
dos tratamentos, seguidos por inducdo arritmica. Os pardmetros analisados incluiram
frequéncia cardiaca, intervalos RR, QT, QTc, PR, complexo QRS e segmento TP, além da taxa
de sobrevivéncia. Os resultados demonstram que a Neurovespina (4 mg/kg) apresentou menor
taxa de mortalidade, enquanto o Diazepam (4mg/kg) registrou a maior mortalidade. Os grupos
tratados com Neurovespina mantiveram estabilidade nos parametros eletrocardiograficos apos
a indugdo arritmica, sem alteracoes significativas na frequéncia cardiaca, intervalos RR ou
QTc. Em contraste, o grupo Diazepam (4mg/kg) exibiu aumento da frequéncia cardiaca e
redugdo do intervalo RR, indicando hiperatividade simpatica. Além disso, a Neurovespina nao
afetou a conducao atrioventricular (intervalo PR) ou a despolarizagao ventricular (complexo
QRS), sugerindo um perfil seguro e potencialmente cardioprotetor. Por fim, em conjunto, os
achados deste estudo trazem evidéncias de que a Neurovespina, particularmente na dose de 4
mg/kg, possui efeitos estabilizadores na eletrofisiologia cardiaca, atenuando respostas
arritmicas induzidas por estresse adrenérgico. Tais resultados destacam o potencial deste
peptideo como agente duplo, combinando propriedades anticonvulsivantes e cardioprotetoras,
embora estudos futuros em modelos epilépticos e com andlises moleculares sejam necessarios

para elucidar seus mecanismos de ac@o e validar sua aplicabilidade clinica.

Palavras-chave: Peptideo sintético, epilepsia, eletrocardiograma, ECG, arritmias,

cardioprotecgao.



.Modulatory Effects of Neurovespina, a Bioinspired Antiepileptic Peptide, on Murine

Cardiac Electrophysiology

ABSTRACT

Epilepsy is a chronic neurological disorder affecting millions worldwide, often associated with
cardiovascular complications such as arrhythmias due to neuronal hyperexcitability and
autonomic dysfunction. Neurovespin, a synthetic peptide derived from the venom of the wasp
Polybia occidentalis, has demonstrated anticonvulsant properties and potential modulation of
L-type calcium channels, suggesting possible cardiovascular benefits. This study investigated
the effects of Neurovespin on electrocardiographic parameters in healthy mice, comparing
them with saline- and Diazepam (4mg/kg)-treated controls under baseline conditions and after
arrhythmia induction with dobutamine and caffeine. Male Swiss mice (n=9) were randomly
allocated into groups treated with saline, Diazepam (4mg/kg), or Neurovespin (4 mg/kg and 40
mg/kg). Electrocardiographic (ECG) recordings were performed before and after treatment
administration, followed by arrhythmia induction. Analyzed parameters included heart rate, RR
intervals, QT, QTc, PR intervals, QRS complex duration, TP segment, and survival rates. The
results demonstrate that Neurovespin (4 mg/kg) had the lowest mortality rate, whereas
Diazepam (4mg/kg) recorded the highest mortality rate. Neurovespin-treated groups
maintained stable ECG parameters post-arrhythmia induction, with no significant changes in
heart rate, RR intervals, or QTc. In contrast, the Diazepam (4mg/kg) group displayed increased
heart rate and reduced RR intervals, indicating sympathetic hyperactivity. Additionally,
Neurovespin did not affect atrioventricular conduction (PR interval) or ventricular
depolarization (QRS complex), suggesting a safe and potentially cardioprotective profile. In
summary, these findings provide evidence that Neurovespin, particularly at 4 mg/kg, stabilizes
cardiac electrophysiology and attenuates adrenergic stress-induced arrhythmic responses. The
results highlight its dual potential as both an anticonvulsant and cardioprotective agent.
However, further studies in epileptic models and molecular analyses are needed to elucidate its

mechanisms of action and validate clinical applicability.

Keywords: Synthetic peptide, epilepsy, electrocardiogram, ECG, arrhythmias,

cardioprotection.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia € um disturbio neurolégico cronico que se caracteriza pela predisposi¢ao do
cérebro em gerar descargas elétricas anormais e excessivas, o que pode resultar em convulsoes
espontaneas e recorrentes. Trata-se de uma condigdo de alta prevaléncia, afetando cerca de 50
milhdes de pessoas em todo o mundo, com impacto significativo na qualidade de vida dos
pacientes e suas familias (Beghi, 2020; WHO, 2024). Além de ser uma das doengas
neuroldgicas mais comuns em diferentes faixas etarias, a epilepsia representa um problema de
satde publica global, dada sua complexidade clinica, a carga econdmica associada e o estigma
ainda presente em diversas sociedades (Mortari et al., 2023; Quintanilha et al., 2024).

A etiologia da epilepsia ¢ multifatorial, podendo envolver causas genéticas, adquiridas,
estruturais, infecciosas, metabdlicas ou imunes. As crises epilépticas decorrem da
hiperexcitabilidade neuronal e da hipersincronizagao da atividade elétrica cerebral, que podem
se manifestar de formas diversas, desde breves lapsos de consciéncia até episodios convulsivos
tonico-clonicos generalizados. Segundo Beghi (2020), a condi¢do acomete ambos o0s sexos,
embora com uma leve predominancia em individuos do sexo masculino, e tende a apresentar
maior incidéncia em extremos etarios, especialmente em criancas e idosos. Em idosos, a
epilepsia frequentemente coexiste com outras doengas neurologicas ou sistémicas, o que pode
agravar o prognéstico e aumentar a vulnerabilidade cardiovascular (Beghi, 2020).

As crises epilépticas ndo apenas representam episodios agudos de disfun¢do cerebral,
mas também estdo associadas a uma série de complicacdes sistémicas, incluindo morbidades
cardiovasculares (Costagliola et al., 2021). A literatura tem demonstrado uma crescente
correlagdo entre a epilepsia e condi¢des cardiacas adversas, refor¢ando a necessidade de uma
abordagem multidisciplinar no cuidado desses pacientes (Marinowic; Kunrath, 2024). Ainda
que doengas cardiovasculares sejam, isoladamente, a principal causa de morte no mundo
(WHO, 2024), pacientes com epilepsia apresentam risco aumentado de arritmias cardiacas e
outros distlrbios eletrofisiologicos, sugerindo que as alteracdes cerebrais recorrentes também
podem impactar diretamente o funcionamento do coragdo (Costagliola et al., 2021).

Estudos clinicos e observacionais vém corroborando essa hipotese. Por exemplo, Wang
e colaboradores (2023) relataram que individuos com epilepsia possuem maior susceptibilidade

ao desenvolvimento de arritmias, como taquicardias, bradicardias e bloqueios de condugdo, o
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que pode justificar a necessidade de monitoramento eletrocardiografico constante desses
pacientes. Essa maior propensao pode estar relacionada a multiplos fatores, incluindo
alteragdes autonOmicas centrais, efeitos adversos de medicamentos antiepilépticos e,
possivelmente, efeitos diretos das descargas elétricas anormais sobre centros cerebrais que
regulam a fungdo cardiaca.

Adicionalmente, observagdes histologicas e moleculares em modelos experimentais
revelaram alteragdes significativas no tecido cardiaco de animais submetidos a indugdo de
crises convulsivas (Liu et al., 2025). Liu e colaboradores (2025) relataram que, em modelos
murinos epilepsia, foi identificada fibrose miocardica, alteragdes na expressao de proteinas
estruturais cardiacas e disfungdes eletrofisiologicas. Tais mudangas podem estar associadas a
processos inflamatdrios cronicos, estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial decorrentes da
atividade convulsiva persistente. Essas descobertas sugerem que a epilepsia, em sua forma
cronica, pode desencadear uma cascata de eventos que culminam em remodelacao cardiaca e
aumento da vulnerabilidade a eventos arritmicos.

Nesse contexto, faz-se necessdrio o interesse em estudar compostos que, além de
atuarem como anticonvulsivantes, também apresentem perfil seguro e potencialmente protetor
sobre o sistema cardiovascular. A Neurovespina surge como um desses candidatos promissores,
pois, at¢ o momento, a Neurovespina foi testada apenas em modelos de epilepsia e
neuroprotecdo (Campos, 2020; Dourado et al., 2021), sem avaliagcdo de seus efeitos
cardiovasculares, ndo havendo registros de estudos que integrem epilepsia e prote¢do contra
arritmias cardiacas, o que torna esta investiga¢do inédita. A Neurovespina trata-se de um
peptideo sintético bioinspirado na peconha de vespas sociais da espécie Polybia occidentalis.
Estudos prévios demonstraram que extratos brutos dessa pegonha, quando desnaturados,
conferem protecdo contra convulsdes induzidas por quimioconvulsivantes, abrindo caminho
para o isolamento de moléculas bioativas com potencial terapéutico (Campos, 2020).

Entre as moléculas encontradas no extrato bruto da peconha da vespa Polybia
occidentalis, destaca-se a Occidentalina-1202, um peptideo constituido por nove aminoacidos
(Glu-GlIn-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH2), que demonstrou efeito protetor contra crises
epilépticas em modelos animais. Posteriormente, esse peptideo serviu de base para o
desenvolvimento da Neurovespina, que apresenta modificagdes estruturais visando melhorar
sua estabilidade, biodisponibilidade e eficacia. A Neurovespina possui a sequéncia PyrGlu—

Gln—Met-Trp—Ala—Val-Phe—-Trp—Met—NH>, com a substitui¢dao do acido glutamico inicial por
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acido piroglutamico (PyrGlu), o que visa aumentar sua resisténcia a degradagdao enzimatica e
sua afinidade por receptores do sistema nervoso central (Mortari; Carneiro, 2014; Campos,
2020).

Além disso, alteragdes adicionais foram realizadas, como a troca da tirosina pela
metionina na terceira posi¢cdo e a insercao de um triptofano na quarta posi¢ao (Tyr—Met e
Met—Trp), aumentando a hidrofobicidade do peptideo e facilitando sua penetracdo pela
barreira hematoencefalica (Lima, 2025). Essas modifica¢des tornaram a Neurovespina nao
apenas mais eficaz em termos farmacodinadmicos, mas também mais interessante do ponto de
vista farmacocinético. A Neurovespina foi patenteada em 2014 (Registro: BR1020140047280)
e, recentemente, a empresa Biointech Biotecnologia Ltda., sediada no Distrito Federal, adquiriu
a licenga para a comercializagdo e uso deste peptideo em pesquisas cientificas.

Em testes pré-clinicos, a Neurovespina demonstrou propriedades anticonvulsivantes
robustas, com capacidade de prevenir ou atenuar crises convulsivas induzidas por diversos
agentes quimicos (Campos, 2020). Além disso, seu perfil neuroprotetor foi evidenciado em
modelos de isquemia retiniana e de neurodegeneragao induzida, como na doenga de Parkinson
(Dourado et al., 2021; Campos, 2020). A capacidade da Neurovespina em reduzir a produgao
de espécies reativas de oxigénio em células neurais ¢ outro ponto a favor de seu potencial
terapéutico. A relevancia clinica deste efeito antioxidante torna-se evidente quando
consideramos o papel central das espécies reativas de oxigénio — incluindo o anion superoxido
(O27), peroxido de hidrogénio (H20:) e radical hidroxila (OH-) — na fisiopatologia de diversas
condi¢des cronicas. No contexto cardiovascular, o excesso de espécies reativas de oxigénio
compromete a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador enddgeno,
desencadeando uma cascata de eventos deletérios. Esse desequilibrio redox favorece a ativagao
de processos inflamatorios, promove alteragdes estruturais como fibrose e hipertrofia
miocérdica, e prejudica a fungdo contréatil cardiaca (Barbosa et al., 2010).

Além disso, as espécies reativas de oxigénio desempenham um papel crucial na
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), um passo fundamental na formacao de
placas aterosclerdticas € no desenvolvimento de doenca arterial coronariana (Fei et al., 2022;
Valaitiené & Cibulskiené, 2024). Paralelamente, no sistema nervoso, o estresse oxidativo tem
sido consistentemente associado a doencas neurodegenerativas, sugerindo que o efeito
antioxidante da Neurovespina pode representar um mecanismo neuroprotetor adicional (Silva

et al., 2024).
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Um outro aspecto particularmente intrigante da Neurovespina refere-se a sua acao
sobre canais de calcio do tipo L (Campos, 2020). Ensaios realizados in vitro em linhagens
celulares heterdlogas HEK 293T que expressam canais de Ca?>" com a subunidade alfa de
Cay1.2, os mesmos predominantemente expressos em cardiomiocitos, demonstraram que o
peptideo, em concentragdes micromolares, ¢ capaz de reduzir a amplitude das correntes de
calcio em até 30%, dados estes demonstrados na tese de doutorado de Campos (2020) por meio
de modelo grafico da corrente de calcio do tipo L. Esse achado sugere um mecanismo de acao
por modulagdo idnica, o que se aproxima da atividade farmacologica de farmacos
antiarritmicos que sao denominados como farmacos do tipo classe IV, que possuem um
mecanismo de agao bloqueador de canais de célcio (Ritter et al., 2023). Tal propriedade amplia
o interesse no estudo da Neurovespina, ndo apenas como agente anticonvulsivante, mas
também como potencial regulador da atividade elétrica cardiaca.

No entanto, ainda € necessario esclarecer se essa a¢ao inibitoria sobre canais de calcio
tipo L observada em linhagens celulares por Campos (2020) também se traduz em efeitos
semelhantes em cardiomidcitos nativos ou em tecidos cardiacos intactos. Por isso, estudos
experimentais in vivo se tornam fundamentais para validar esses achados preliminares e avaliar
o perfil eletrofisiologico do peptideo em um sistema fisiolégico completo.

Neste contexto, o presente estudo utiliza 0 modelo de camundongo (Mus musculus), o
qual ¢ amplamente adotado em pesquisas biomédicas devido a sua homologia genética com
humanos, tamanho reduzido, facil manejo e vasta disponibilidade de ferramentas genéticas e
moleculares. No que tange a pesquisa cardiovascular, camundongos apresentam anatomia
cardiaca semelhante a humana, contendo todos os tipos celulares relevantes, como
cardiomiodcitos contrateis, células nodais, endoteliais, fibroblastos e células do sistema de
conducdo elétrica (Dobrev; Wehrens, 2018). Além disso, o coragdo dos camundongos ¢
particularmente responsivo a alteracdes i0nicas e farmacologicas, o que os torna ideais para o
estudo de efeitos eletrofisioldgicos de novas substancias.

A avaliacdo da atividade elétrica cardiaca foi feita por meio do eletrocardiograma
(ECG) de superficie, uma ferramenta classica e amplamente utilizada tanto em modelos
humanos quanto animais. O ECG registra a atividade elétrica do coracdo através de ondas e
intervalos bem caracterizados: a onda P reflete a despolarizagdo atrial, o complexo QRS
representa a despolarizacdo ventricular, e a onda T marca a repolarizagdo dos ventriculos

(Dobrev et al., 2019). Alteracdes nesses parametros podem indicar desde bloqueios de
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conducao até arritmias graves, sendo uma medida sensivel para a deteccdo de efeitos adversos
cardiacos de farmacos em desenvolvimento (Dobrev et al., 2019; Calvet; Seebeck, 2023).

O presente trabalho se propds, portanto, a investigar os possiveis efeitos
eletrofisiologicos da Neurovespina sobre o coracdo de camundongos, utilizando um modelo
farmacologico de indugao de arritmia baseado na administragdo de dobutamina e cafeina,
juntas, essas substancias criam um estado de hiperexcitabilidade cardiaca, mimetizando
condi¢des propicias ao surgimento de arritmias (Zhang; Zhang, 2020; Fernandez-Ruocco et al.,
2019). A dobutamina, um agonista beta-adrenérgico, aumenta a frequéncia e a contratilidade
cardiaca, enquanto a cafeina atua como antagonista de receptores de adenosina e inibidor da
fosfodiesterase, potencializando o influxo de calcio intracelular (Zhang; Zhang, 2020;
Fernandez-Ruocco et al., 2019). Essa estratégia foi escolhida como forma de estresse cardiaco
controlado para avaliar se a Neurovespina possui efeito protetor, neutro ou toéxico sobre o
sistema cardiovascular em situacdes de desafio eletrofisioldgico.

Importante destacar que os animais utilizados no estudo estavam em condic¢ao saudavel,
sem historico de epilepsia ou alteragdes cardiacas prévias, justamente para que os efeitos
observados fossem atribuiveis exclusivamente a administracdo da Neurovespina e ao desafio
farmacologico imposto. Futuramente, estudos com modelos epilépticos, tanto genéticos quanto
induzidos, poderao ser conduzidos para verificar se os efeitos cardiacos da Neurovespina sdo
alterados em contextos patologicos especificos.

A escolha de avaliar a eletrofisiologia cardiaca de camundongos saudéveis tratados com
Neurovespina, frente a um protocolo de indu¢do arritmogénica, também se justifica diante das
evidéncias crescentes que correlacionam a epilepsia com alteragdes cardiovasculares
(Costagliola et al., 2021; Wang et al., 2023). Segundo Costagliola e colaboradores (2021) e
Wang e colaboradores (2023), evidéncias sugerem que a ativagdo de circuitos neuronais
durante crises epilépticas pode levar a disfun¢do autondmica, com alteracdes na frequéncia
cardiaca, variabilidade, episddios de assistolia e taquicardia, os quais sdo facilmente
detectaveis via ECG. Em alguns casos, essa interacdo cérebro-coracao € tao intensa que alguns
autores propuseram o termo "Sindrome do Coragdo Epiléptico", uma condicdo em que a
epilepsia cronica leva a alteragdes estruturais e funcionais cardiacas (Slater et al., 2024).

Modelos murinos reforcam essa hipdtese, indicando que durante crises epilépticas
ocorrem episodios de arritmia e apneia, sendo estes mecanismos potenciais para a Morte Stibita

e Inesperada na Epilepsia (SUDEP). Segundo Paulhus e Glasscock (2025), tais alteragdes sdo
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mais comuns durante as crises, mas podem também surgir entre elas, especialmente em
pacientes com epilepsia refrataria. Isso reforca a necessidade de se desenvolver terapias que
ndo apenas controlem as crises, mas que também oferecam prote¢ao ao sistema cardiovascular.

Dessa forma, o presente estudo visou avaliar se a Neurovespina, além dos seus efeitos
na diminui¢dao da corrente de célcio em canais de calcio do tipo L em células HEK 293T
(Human Embrionic Kidney SV-40 T-antigen; Banco de Cé¢lulas do Rio de Janeiro — BCRJ)
observadas por Campos (2020) e suas propriedades neuromodulatorias ja conhecidas (Lima,
2025), apresenta também algum perfil eletrofisiologico benéfico ou deletério no contexto
cardiaco, especialmente sob condigdes de estresse arritmogénico. Através da andlise detalhada
de pardmetros eletrocardiograficos, espera-se contribuir para a compreensdao dos efeitos
sistémicos desse peptideo promissor, oferecendo subsidios para futuros ensaios pré-clinicos e

clinicos em humanos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da Neurovespina na eletrofisiologia cardiaca de camundongos, por
meio de andlises eletrocardiograficas comparativas entre grupos tratados com salina (controle
negativo), Diazepam (4mg/Kg) e diferentes doses do peptideo (4 mg/kg e 40 mg/kg), em
condi¢des basais e apds indugdo arritmogénica, a fim de identificar possiveis propriedades

cardioprotetoras, antiarritmicas ou efeitos adversos ainda nao elucidados.
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1.1.2 Objetivos Especificos

Caracterizar e comparar parametros eletrocardiograficos (frequéncia cardiaca,
intervalos RR, QTc, PR, QRS e segmento TP) em camundongos submetidos aos
diferentes tratamentos (solugdo Salina, Diazepam 4mg/kg e Neurovespina em doses de
4 mg/kg e 40 mg/kg), antes e apos inducdo de arritmia por cafeina e dobutamina,
visando identificar altera¢des significativas na condugao elétrica cardiaca;

Avaliar a sobrevivéncia e a tolerancia cardiovascular dos animais expostos ao protocolo
de inducgdo arritmogénica, correlacionando os achados eletrocardiograficos com
possiveis efeitos protetores ou toxicos da Neurovespina em comparagdo aos grupos
controle;

Determinar o potencial cardioprotetor da Neurovespina mediante analise da
preservacao de parametros eletrocardiograficos pos-insulto arritmico, investigando se
o peptideo atenua distarbios do ritmo cardiaco, como taquiarritmias ou alteragdes na
repolarizagdo ventricular, caracteristicas de cardiotoxicidade induzida por

catecolaminas e estimulantes.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MODELO ANIMAL

Este estudo utilizou camundongos Swiss machos (n=9), com idades entre 5 e 10
semanas ¢ pesos variando de 28 a 42 g, provenientes do Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (UnB). Os animais foram alojados em caixas
de polipropileno (41 x 34 x 16 cm) em grupos de oito individuos por caixa, mantidos em
condi¢des ambientais controladas: ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 25 + 2°C,
umidade relativa do ar de 55 + 5%, com dgua e racdo comercial (Nuvilab®) disponiveis ad
libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos em conformidade com a Lei
n® 11.794/2008 (Lei Arouca) e as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), ap6s aprovagao pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UnB (Protocolo n° 23106.025943/2022-86). Para minimizar o estresse, os animais
foram aclimatados por pelo menos 7 dias antes do inicio dos experimentos, e todos os
procedimentos invasivos foram realizados sob anestesia adequada e analgesia pds-operatdria

quando necessario (Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicagdes, 2016).

2.2 MODELO EXPERIMENTAL

2.2.1 IMPLANTAGAO DE ELETRODOS E AQUISIGAO DO ELETROCARDIOGRAMA (ECG)

Para o registro continuo do ECG, os animais foram anestesiados com uma combinagao
de cetamina (Dopalen®, Ceva, 75 mg/kg, i.p.) e xilazina (Anasedan®, Ceva, 15 mg/kg, i.p.),
assegurando um plano anestésico adequado para procedimentos nao dolorosos de curta
duracdo. Em seguida, trés eletrodos de agulha subcutaneos foram posicionados na configuragao
de derivacao D1 (Boukens et al., 2014; Monnerat-Cahli et al., 2014) (Fig. 1A):
e [Eletrodo positivo (LA) — pata dianteira esquerda
¢ Eletrodo negativo (RA) — pata dianteira direita

e Eletrodo de referéncia (LL) — pata traseira esquerda.
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Os sinais eletrocardiograficos foram amplificados (ganho de 1000x), filtrados com um
filtro passa-baixa de 500 Hz e digitalizados em um conversor analdgico-digital (A/D) de 16
bits, com uma taxa de amostragem de 1 kHz, utilizando o sistema AQCAD (AVS Projetos, Sao

Paulo, Brasil).

2.2.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL E ADMINISTRAGAO DE FARMACOS

O experimento foi conduzido em um modelo duplo-cego, onde nem o pesquisador
responsavel pela aquisicdo dos dados nem os avaliadores tinham conhecimento prévio dos
tratamentos administrados. O delineamento experimental consistiu em (Figura 1):
Inicialmente, obtinha-se o registro do ECG inicial dos animais, sem qualquer tratamento; Apos
15 minutos de registro era administrado o tratamento oriundo de um eppendorf cifrado
(contendo ou Salina, ou Diazepam 4mg/kg, ou Neurovespina 4mg/Kg, ou Neurovespina
40mg/Kg), esperava 10 minutos e fazia uma nova aquisi¢do agora com o animal tratado;
Posteriormente, era administrada uma dose combinada intravenosa (i.v.) de dobutamina (50
ng/kg) e intraperitoneal (i.p.) de cafeina (120 mg/kg) para indugdo arritmica € um novo registro
era obtido em seguida. No inicio de cada dia de experimentacdo, os animais eram alocados
aleatoriamente em um dos grupos de tratamento. Apos um intervalo de 72 horas para garantir
a metaboliza¢do de todos os farmacos utilizados, um novo conjunto de testes era realizado,
com os mesmos animais porém distribuidos de forma aleatoria entre grupos experimentais
distintos e submetidos a um diferente tratamento. Esse ciclo se repetia até que todos os animais
tivessem sido submetidos a todas as condi¢des de tratamento. O intervalo de 72 horas entre as
sessoes foi adotado de forma rigorosa para garantir a completa metabolizacdo e eliminagdo dos
compostos administrados anteriormente, evitando interferéncias farmacoldgicas residuais entre

os tratamentos e assegurando a independéncia dos efeitos observados em cada condigao.
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Figura 1. Desenho experimental. A. Os animais foram anestesiados para que ocorresse o implante dos eletrodos
nas patas dianteiras e traseira; B. Eram submetidos ao registro do Eletrocardiograma (ECG) para que os
parametros iniciais fossem computados durante 15 minutos; C. O camundongo era submetido ao tratamento
correspondente daquele dia (Salina, Diazepam 4mg/kg, Neurovespina 4mg/Kg ou Neurovespina 40mg/Kg) via
1.p., apos aguardar 10 minutos para efeito efetivo do tratamento administrado, era realizada a aquisi¢@o do sinal
pos-tratamento por 15 minutos; D. Uma injecdo combinada de dobutamina (i.v.) e cafeina (i.p.), sdo utilizadas
para indug@o arritmica, em seguida uma nova aquisi¢ao ¢ feita para aferir possiveis alteragcdes nos pardmetros do
sinal; E. Dias do experimento, foram 10 dias ao todo, com tratamentos diferentes a cada 3 dias e aquisi¢ao dos
sinais (inicial, pods-tratamento e pos-indugdo). Esquema ilustrativo produzido por meio da plataforma

BioRender.com.

2.2.3 ANALISE DO ELETROCARDIOGRAMA (ECG)

Apos a aquisi¢do dos eletrocardiogramas, os dados foram organizados em grupos para
analise. Essas andlises foram realizadas por meio do software ANCAD (versaio ANCAD200) —
Andlise de Comportamento Autdonomo e Dindmica Cardiaca (AVS Projetos, Sdo Paulo, Brasil),
onde os registros eram transferidos e abertos para visualizagdo um a um para que fossem feitas

marcacdes manualmente da onda P, complexo QRS e onda T (Fig. 2).
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Figura 2. Parametro do ECG. Representagdo de um registro de eletrocardiograma (ECG) em um camundongo

normal, demonstrando de maneira esquematica todos os parametros que foram considerados nesse estudo.

Esses dados foram exportados para uma tabela em Excel, no formato milissegundos
(ms), os calculos foram feitos levando em consideracdo a média aritmética dos parametros
obtidos em ao menos 3 ondas completas e bem definidas (Boukens et al., 2014; Monnerat-
Cahli et al., 2014). Os parametros obtidos para analise foram: intervalo RR, frequéncia cardiaca
(FC), duracdao do complexo QRS, intervalo PR, segmento TP e intervalo QT (Oestereicher et
al. 2023), que foi corrigido em frequéncia (QTc) pela aplicagdo da seguinte equagao derivada

por Mitchell (Mitchell et al. 1998):

QT = —2— x 1000 Equagio 1

R /100

Sendo QTc considerado o intervalo QT corrigido, QT ¢ o intervalo QT medido no

registro e RR ¢ o intervalo entre duas ondas R consecutivas.

2.2.4 ANALISE DE SOBREVIVENCIA E EVENTOS ARRITMOGENICOS

A sobrevivéncia dos animais foi monitorada durante a execugdo do protocolo

experimental, e os Obitos foram registrados e correlacionados com os tratamentos.
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2.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram processados no GraphPad Prism (versao 10.0, GraphPad, San
Diego/US). Inicialmente, os conjuntos de dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para determinar a distribuigdo paramétrica ou ndo paramétrica. As comparagoes
entre grupos (ndo pareada) foram realizadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Tukey para comparagdes multiplas. As comparagdes intragrupo (pareada) foram realizadas por
ANOVA de uma via para medidas repetidas. A analise de sobrevivéncia foi realizada por teste
de Chi-quadrado para avaliar os percentuais de sobrevivéncia em cada grupo, apds o tratamento
e apos a indugdo de arritmias.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM), e um valor

de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 RESULTADOS

Ao longo do estudo, os animais foram submetidos a diferentes protocolos experimentais
em dias distintos, sendo observada uma variagdo nas taxas de sobrevivéncia entre os grupos
tratados. A andlise de sobrevivéncia, representada na Figura 3, revelou padrdes distintos entre
os grupos experimentais. O tratamento com Salina levou a perda de um unico animal apds a
indugdo arritmica, possivelmente devido a condi¢des do proprio individuo, enquanto os seis
animais restantes completaram o protocolo experimental sem apresentar alteragdes
significativas. Em contraste, apos o tratamento com Diazepam (4mg/kg), houve a maior
incidéncia de perdas, com dois 6bitos registrados: um ap6s a administragdo do farmaco e outro
subsequente a indugdo arritmica, restando apenas quatro dos seis animais iniciais. Por outro
lado, a Neurovespina trouxe um paradigma muito promissor, sendo a dose terapéutica de
4mg/kg nao tendo levado a nenhuma perda, com todos os animais passando pelo protocolo de
aplicacdo desse tratamento, enquanto a dose de 40mg/kg registrou apenas um Obito apds a
indugdo arritmica, o0 mesmo observado no grupo controle negativo tratado com Salina. Estes
achados trazem novas evidéncias que sugerem efeitos cardioprotetores da Neurovespina,
possivelmente mediados por sua acdo modulatoria sobre canais de calcio tipo L em
cardiomiocitos (Campos, 2020), indicando um potencial terap€utico relevante na prevencao de

complicacdes cardiovasculares induzidas por estresse arritmico.
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Figura 3. Desfecho dos animais ao longo do tratamento. Os animais submetidos ao tratamento com
Neurovespina (4mg/Kg) obtiveram uma taxa de sobrevivéncia em 100%, ou seja, nenhum animal foi a 6bito apds
a inje¢do do peptideo; O modelo exposto ao tratamento com Diazepam (4mg/kg) apresentou menores taxas de
sobrevivéncia, de 66%, o que corresponde a uma perda de dois animais, sendo o tnico grupo em que um animal
morreu antes da indugdo arritmica; os demais grupos, salina e Neurovespina (40mg/Kg), demonstraram menores
taxas de mortalidade quando comparados ao grupo Diazepam (4mg/kg), totalizando uma morte no grupo salina e
no Neurovespina (40mg/Kg), ambas apds a indugdo arritmica. A analise de contingéncia entre os grupos foi
realizada no GraphPad Prism (versdo 10.0), utilizando o teste Chi-quadrado para avaliar os percentuais de

sobrevivéncia, indicando diferencga significativa entre os grupos (p < 0,0001).

A avaliagdo dos parametros basais, ilustrada na Figura 4, ¢ fundamental para estabelecer
a homogeneidade inicial entre os grupos experimentais e garantir a eficacia do protocolo. Todos
os animais apresentaram valores consistentes com a normalidade fisiologica, sem diferengas
estatisticamente significativas nos parametros eletrocardiograficos iniciais, evidenciando que,
antes de qualquer tratamento ou insulto, os animais estavam sob as mesmas condi¢des. A
andlise detalhada destes parametros permitiu caracterizar com precisao as diferentes fases do
ciclo cardiaco: a frequéncia cardiaca, calculada a partir dos intervalos R-R, serviu como
indicador primario da atividade elétrica global; o intervalo QT, corrigido pela formula de
Mitchell (Mitchell et al., 1998; Oestereicher et al., 2023), forneceu informagdes sobre a
repolarizagdo ventricular; enquanto os intervalos PR e a dura¢do do complexo QRS permitiram
avaliar os processos de condugdo atrioventricular e despolarizagdo ventricular,

respectivamente. O segmento TP complementou esta andlise ao caracterizar o periodo
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diastolico entre ciclos cardiacos consecutivos, oferecendo insights adicionais sobre a
estabilidade elétrica do miocardio (Oestereicher et al., 2023).
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Figura 4. Parametros eletrocardiograficos iniciais de cada grupo. Dados graficos dos parametros iniciais
obtidos de registro eletrocardiografico antes de qualquer insulto, os graficos apresentados, independente do grupo
ou parametro, demonstraram proximidade sugerindo normalidade e uniformidade dos animais utilizados antes do
tratamento e inducdo. A. Grafico da Frequéncia cardiaca (bpm), pardmetro inicial do grupo salina, Diazepam
(4mg/kg), Nerovespina (4mg/Kg) e Neurovespina (40mg/Kg), sugerindo frequéncias parecidas e registros iniciais
normais antes dos tratamentos; B. Intervalo entre os picos R (ms), também demonstram normalidade paridade; C.
Intervalo QT corrigido (QTc) (ms), sugere similaridade e normalidade entre grupos pré-tratamento; D. Intervalo
PR (ms), ndo demonstrou diferencas significativas entre os grupos antes de serem tratados; E. Duragdo do
complexo QRS (ms), apresenta simetria comparado aos demais pardmetros; F. Segmento TP (ms), ndo mostrou
disparidade significativa em relagdo aos outros pardmetros. Realizou-se analise de variancia (ANOVA) de uma
via e comparagao entre grupos no GraphPad Prism (versdo 10.0), para relacionar os dados, o valor de p > 0.05

obtido indicou que ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.

A analise comparativa da frequéncia cardiaca entre os grupos, apresentada na Figura 5,
revelou uma resposta distinta entre os grupos a indu¢do arritmica. Tanto o grupo Salina (Fig.
5A) quanto o grupo Diazepam (4mg/kg) (Fig. 5B) apresentaram aumentos estatisticamente
significativos (p<0,05) na frequéncia cardiaca apos a administracdo de cafeina e dobutamina,
confirmando a eficacia do protocolo de indugdo arritmica. Em marcante contraste, os grupos
tratados com Neurovespina, tanto na dose de 4mg/kg (Fig. 5C) quanto de 40mg/kg (Fig. 5D),
nao demonstraram altera¢des significativas na frequéncia cardiaca apds o insulto arritmico.
Esta estabilizacdo da frequéncia cardiaca sugere fortemente um efeito modulatorio da
Neurovespina sobre a excitabilidade cardiaca, possivelmente através da agdo sobre canais
ionicos, conforme postulado em estudos anteriores que demonstraram sua capacidade de

bloquear correntes de calcio em até 30% em modelos celulares (Campos, 2020). A auséncia de
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resposta taquicardica a indugdo arritmica nos grupos tratados com Neurovespina aponta para

um potencial efeito antiarritmico relevante, particularmente em situacdes de estresse

adrenérgico.
A _ B
Salina Diazepam
*% 'E 500 s
£ 500 i _8' e |nicio
L]
g gt nicio = 400+ W e Pos-tratamento
‘@ 400+ e Pos-tratamento o o ”
S o - K] e Pos-indugao
K4 e Pos-indugao T 300 i
S 300- 5
@ (&)
3 200- o 2007
G 7]
c (S i >
© 100 S 100
5 o
@ o
w0~ w 0
. D .
Neurovespina (4mg/Kg) Neurovespina (40mg/Kg)
‘S 500 E 500-
5500 * Inicio E. ¢ |Inicio
% 400 e Pds-tratamento = 400 e Pos-tratamento
Q ° 21 =

8 i o Pos-inducéo K ° e Pos-inducdo
S 300 o T 300
© 1]
(8] o .
© 200- o 200-
© ©
[= c
© 100 @ 100-
g g
L 0- i 0~

Figura 5. Frequéncia cardiaca. Os resultados sugerem que os animais no tratamento com Salina (A), obteve
alteracdo da frequéncia cardiaca ap6s a indugao, o que demonstra que o modelo de indugdo funcionou e contribuiu
para o aumento da frequéncia; no grupo Diazepam (4mg/kg) (B) houve aumento significativo da frequéncia
cardiaca apos a indugdo arritmica, enquanto nos grupos tratados com Neurovespina (C e D) ndo apresentaram
alteragdes nesse parametro, destacando um efeito contrario ao observado no grupo Diazepam (4mg/kg) (B) . A.
Frequéncia cardiaca (bpm) do grupo tratado com Salina (n=5), dividida em frequéncia inicial, apds o tratamento
e apods a indugdo arritmica, valor de p < (.05 indica significancia estatistica das comparagdes; B. Frequéncia
cardiaca (bpm) do grupo tratado com Diazepam (4mg/kg) (n=5), Frequéncia inicial, pos-tratamento e pos-indugao
arritmica, valor de p < (.05 indica significincia estatistica das comparagdes; C. Frequéncia cardiaca (bpm) do
grupo tratado com Neurovespina (4mg/Kg) (n=4), Frequéncia inicial, pds-tratamento e pds-indugdo arritmica,
valor de p > 0.05 indicando que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos; D. Frequéncia
cardiaca (bpm) do grupo tratado com Neurovespina (40mg/Kg) (n=5), dividida em frequéncia inicial, pds-
tratamento e pds-inducdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa. Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) de uma via e comparagdo entre grupos no GraphPad

Prism (versdo 10.0), para relacionar os dados.
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Os dados complementares sobre os intervalos R-R, apresentados na Figura 6,
corroboram e ampliam as observagdes sobre a frequéncia cardiaca. Como esperado pela relagao
inversa entre estes parametros, o grupo Diazepam (4mg/kg) (Fig. 6B) apresentou redugdo nos
intervalos R-R apos inducdo arritmica, consistente com o aumento observado na frequéncia
cardiaca. Este achado estd em concordancia com estudos prévios em coragdes isolados de ratos,
onde o Diazepam (4mg/kg) ndo demonstrou efeitos cronotropicos negativos significativos
(Medeiros, 2004). Os grupos tratados com Neurovespina (Fig. 6C e 6D), assim como o grupo
Salina (Fig. 6A), mantiveram intervalos R-R relativamente estaveis, reforcando a hipotese de

um efeito estabilizador da Neurovespina sobre a atividade elétrica cardiaca.
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Figura 6. Intervalo entre os picos RR. Os dados sugerem que os animais no tratamento com Diazepam (4mg/kg)
(B), ap6s inducdo arritmica, obtiveram uma reducao dos intervalos entre os picos RR, que se correlaciona com os
dados de aumento da frequéncia cardiaca desse mesmo grupo; os demais grupos de tratamentos nao demonstraram
alteracdes significativas com relag@o a esse parametro. A. Intervalo RR (ms) do grupo tratado com Salina (n=6),
Intervalo RR inicial, pos- tratamento e pos- inducdo arritmica, valor de p > 0.05 indica que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa das comparagdes; B. Intervalo RR (ms) do grupo tratado com Diazepam (4mg/kg)
(n=5), Intervalo RR inicial, pos-tratamento e pos-inducéo arritmica, valor de p < 0.05 indicando significancia
estatistica das comparagdes; C. Intervalo RR (ms) do grupo tratado com Neurovespina (4mg/Kg) (n=4), Intervalo

RR inicial, pds-tratamento e pés-indugdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que ndo ha diferenca
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estatisticamente significativa entre os grupos; D. Intervalo RR (ms) do grupo tratado com Neurovespina
(40mg/Kg) (n=5), Intervalo RR inicial, pos-tratamento e pds-indugdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa. Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) de uma via e

comparacgao entre grupos no GraphPad Prism (versdo 10.0), relacionando os dados.

A andlise do intervalo QTc corrigido (Figura 7) forneceu informacgdes valiosas sobre a
repolarizagdo ventricular. O grupo Salina (Fig. 7A) apresentou reducao significativa do QTc
ap6s inducao arritmica, padrao esperado em situagdes de taquicardia. O grupo Diazepam
(4mg/kg) (Fig. 7B) mostrou redugdo menos pronunciada, enquanto os grupos Neurovespina
(Fig. 7C e 7D) mantiveram valores estaveis de QTc, sugerindo que o peptideo pode exercer
efeito protetor sobre o periodo refratario ventricular, aspecto critico na génese de arritmias
graves (Camanho, 2023). O QTc se demonstrou estavel em grupos tratados com Neurovespina
sendo este um dado relevante, pois alteragdes neste parametro sao marcadores reconhecidos de

risco arritmico (Ding et al. 2024; Juarez et al. 2024).
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Figura 7. Intervalo QT corrigido (QTc). Os dados sugerem que os animais no tratamento com Salina (A) e
Diazepam (4mg/kg) (B), apds indugdo arritmica, obtiveram alteracdo no intervalo QTc, demonstrando relevancia,
ja que alguns tipos de arritmia estdo associadas a alteragdes no intervalo QTc; os grupos de tratamentos da

Neurovespina (C e D) ndo demonstraram alteragdes significativas com relagdo a esse pardmetro. A. Intervalo QTc
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(ms) do grupo tratado com Salina (n=6), Intervalo QTc inicial, pds- tratamento ¢ pos- indugdo arritmica, valor de
p < 0.05 indicando significancia estatistica entre os grupos; B. Intervalo QTc (ms) do grupo tratado com Diazepam
(4mg/kg) (n=5), Intervalo QTc inicial, pos-tratamento e pos-inducdo arritmica, valor de p < 0.05 indicando
significancia estatistica das comparacdes; C. Intervalo QTc (ms) do grupo tratado com Neurovespina (4mg/Kg)
(n=4), Intervalo QTc inicial, pds-tratamento e pds-inducdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa; D. Intervalo QTc (ms) do grupo tratado com Neurovespina (40mg/Kg)
(n=5), Intervalo QTc inicial, pds-tratamento e p6s-indugdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) de uma via e comparagéo

entre grupos no GraphPad Prism (versdo 10.0), relacionando os dados.

A avaliacdo do intervalo PR (Figura 8), que reflete a condugao atrioventricular, revelou
reducdo significativa apenas no grupo Salina apos inducdo arritmica (Fig. 8A), enquanto os
demais grupos mantiveram valores estaveis (Clark e Prystowsky, 2023; Oestereicher et al.,
2023). A auséncia de alteragdes significativas na duragdo do complexo QRS (Figura 9), que
representa a despolarizagdo ventricular, em todos os grupos experimentais (Ma et al., 2020),

sugere que os tratamentos ndo afetaram significativamente a conducao intraventricular.
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Figura 8. Intervalo PR. Os dados sugerem que os animais no tratamento com Salina (A), apds indugdo arritmica,
obtiveram alteragdo no intervalo PR; os demais grupos de tratamentos ndo demonstraram alteragdes significativas

com relagdo a esse pardmetro. A. Intervalo PR (ms) do grupo tratado com Salina (n=6), Intervalo PR inicial, pos-
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tratamento ¢ pos- inducdo arritmica, valor de p < 0.05 indicando significancia estatistica entre os grupos; B.
Intervalo PR (ms) do grupo tratado com Diazepam (4mg/kg) (n=>5), Intervalo PR inicial, pos-tratamento e pos-
indugdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que ndo houve significancia estatistica das comparacdes; C.
Intervalo PR (ms) do grupo tratado com Neurovespina (4mg/Kg) (n=4), Intervalo PR inicial, pos-tratamento e
pos-inducdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que ndo héa diferenca estatisticamente significativa; D.
Intervalo PR (ms) do grupo tratado com Neurovespina (40mg/Kg) (n=5), Intervalo PR inicial, pds-tratamento e
pos-inducdo arritmica, valor de p > 0.05 indicando que ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Foi
realizada analise de varidncia (ANOVA) de uma via e comparag¢ao entre grupos no GraphPad Prism (versdo 10.0),

relacionando os dados.
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Figura 9. Durac¢io do complexo QRS. Os dados demonstraram que ndo houve alteragdes significativas com
relacdo a duragdo do complexo QRS. A. QRS (ms) do grupo tratado com Salina (n=6); B. QRS (ms) do grupo
tratado com Diazepam (4mg/kg) (n=5); C. QRS (ms) do grupo tratado com Neurovespina (4mg/Kg) (n=4); D.
QRS (ms) do grupo tratado com Neurovespina (40mg/Kg) (n=5). Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) de
uma via e comparagao entre grupos no GraphPad Prism (versao 10.0), relacionando os dados, os valores de p >

0.05 dos diferentes grupos indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significativa das comparacdes.

Por tltimo, a andlise do segmento TP (Figura 10), marcador da diastole elétrica e
parametro normalmente utilizado na literatura para calculos de variabilidade da frequéncia

cardiaca, ndo revelou alteragdes significativas em nenhum dos grupos experimentais, indicando
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que os tratamentos nao interferiram significativamente neste parametro. A estabilidade
observada nos grupos Neurovespina em todos os parametros avaliados refor¢a a hipotese de
um efeito cardioprotetor global, possivelmente mediado por multiplos mecanismos de acdo que

merecem investigacdo mais aprofundada em estudos futuros.

A B
Salina Diazepam
= e Inicio 754 e Inicio
g 80~ % o Pos-tratamento ﬁso_ ! Pci)s-j[ratanjento
o ¢ Pés-induggo o e Pos-indugéo
= 607 = = 45 *
2 e :
c (= °
[0 40 @ 30+ o|®
E ° £
2 20 = 2
* L .
0- 0-
c D
Neurovespina (4mg/Kg) Neurovespina (40mg/Kg)
50 80+ N
¢ Inicio ¢ Inicio
@ 404 C N 5s-
£ 40 e Pods-tratamento E 60- e Pos-tratamento
o e Pods-indugédo a e Pos-inducdo
30+ =
X s 8 404
@ 20- . g
E - i
& 10 & = >
0- 0-

Figura 10. Segmento TP. Os dados demonstraram que ndo houve alteracdes significativas com relagdo ao
segmento TP. A. Segmento TP (ms) do grupo tratado com Salina (n=6); B. Segmento TP (ms) do grupo tratado
com Diazepam (4mg/kg) (n=5); C. Segmento TP (ms) do grupo tratado com Neurovespina (4mg/Kg) (n=4); D.
Segmento TP (ms) do grupo tratado com Neurovespina (40mg/Kg) (n=5). Foi realizada analise de varidncia
(ANOVA) de uma via e comparagdo entre grupos no GraphPad Prism (versdo 10.0), relacionando os dados, os
valores de p > 0.05 dos diferentes grupos indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa das

comparagoes.
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3.2 DiscussOEs

Neste estudo, objetivou-se investigar e comparar de forma sistematica o impacto de
diferentes tratamentos farmacologicos sobre a eletrofisiologia cardiaca em um modelo
experimental com camundongos machos, com especial atengdo a identificacdo de possiveis
efeitos adversos associados a administragdo da Neurovespina. Para isso, foram realizados testes
agudos, seguidos por registros eletrocardiograficos, permitindo uma avaliacdo direta dos
parametros cardiacos frente as distintas intervengdes. O protocolo experimental foi
padronizado para garantir reprodutibilidade, com a aplicacdo de todos os tratamentos em todos
os animais incluidos no estudo. Entre cada intervengao, foi respeitado um intervalo minimo de
tré€s dias (72h), com o objetivo de assegurar a completa metabolizagdo do firmaco administrado
anteriormente e, assim, evitar possiveis efeitos cruzados ou interacdes farmacoldgicas que
comprometessem a integridade dos dados obtidos.

A observagdo inicial da taxa de sobrevivéncia dos animais ao longo do protocolo
experimental demonstrou diferencas significativas entre os grupos de tratamento. O grupo
tratado com Diazepam (4mg/kg), utilizado como controle positivo por seu estabelecido perfil
anticonvulsivante, apresentou a maior taxa de mortalidade (34%), contrastando
acentuadamente com a completa auséncia de Obitos no grupo tratado com Neurovespina na
dose de 4mg/kg. Este resultado assume particular relevancia quando considerado estudos
anteriores que sugerem, por exemplo, efeitos cardioprotetores do Diazepam em modelos de
estresse oxidativo (Al-Abbasi et al., 2020), indicando que o contexto experimental especifico
e 0 modelo de indugdo arritmica podem influenciar significativamente os resultados obtidos.
Os grupos controle (Salina) e Neurovespina na dose mais elevada (40mg/kg) apresentaram
taxas intermediarias de mortalidade (17%), sugerindo um possivel efeito dose-dependente que
merece investigacdo mais aprofundada em estudos futuros com maior numero de pontos de
dosagem e tamanho amostral ampliado.

A analise dos parametros eletrocardiograficos revelou alteragdes fisioldgicas marcantes
que corroboram e ampliam as observacdes sobre a sobrevivéncia dos animais. No grupo
Diazepam, observou-se um aumento significativo na frequéncia cardiaca acompanhado pela
correspondente redu¢do no intervalo RR apds a inducdo arritmica, padrdo consistente com um
estado de hiperatividade simpatica ou redugdo do tonus vagal, corroborando com estudos
prévios que demonstraram os efeitos do Diazepam na modulacao do sistema nervoso autdbnomo

(Zahner et al., 2007; Brigo & Lattanzi, 2020), onde sua agdo como agonista alostérico positivo
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dos receptores GABA-A no sistema nervoso central pode levar a alteragdes secundarias no
controle autonomico da funcao cardiaca. Em marcante contraste, os grupos tratados com
Neurovespina, tanto na dose de 4mg/kg quanto de 40mg/kg, mantiveram parametros
notavelmente estaveis tanto na frequéncia cardiaca quanto no intervalo RR mesmo apos o
desafio arritmico, sugerindo um possivel efeito estabilizador sobre a atividade elétrica cardiaca.

A frequéncia cardiaca (FC) constitui um dos parametros eletrofisiologicos mais
fundamentais para a avaliagdo da fun¢do cardiovascular, servindo como um marcador sensivel
do equilibrio autondmico e da integridade do sistema de condugdo cardiaco. Como indicador
primario da atividade do n6 sinoatrial, o0 marcapasso primario do coracdo, a andlise da FC e,
em estudos futuros, de sua variabilidade, pode proporcionar insights valiosos sobre a regulacao
neurovegetativa da func¢do cardiaca e a eficacia dos mecanismos homeostaticos, portanto com
esse dado inicial obtido nesse estudo, fica aberto um horizonte para que com mais pesquisas
sejam avaliados e elucidados também parametros como HRV, derivadas dos intervalos RR,
como andlises no dominio do tempo (como SDNN ou RMSSD) ou espectrais (LF ou HF) (Ho
et al., 2011; Oestereicher et al., 2023), no entanto, aqui observamos apenas parametros basais
do ECG e os efeitos do peptideo nesses parametros. A analise FC em nosso estudo revelou
padrdes distintos de resposta entre os grupos experimentais: enquanto os grupos Salina e
Diazepam apresentaram aumentos significativos na FC apos a indugao arritmica, demonstrando
a eficacia do protocolo de desafio cardiovascular, os grupos tratados com Neurovespina
mantiveram sua FC mesmo apos o insulto arritmico, demonstrando certa estabilidade. Este
achado assume particular relevancia quando considerado a literatura existente sobre os efeitos
cardiovasculares do Diazepam, que embora classicamente descrito como um modulador
GABA¢érgico central, demonstra complexos efeitos periféricos na regulacdo da FC, incluindo
alteracdes na variabilidade da frequéncia cardiaca (Hughes, 2020) e modulacdo do tonus
autondmico (Panprom et al., 2024). Curiosamente, enquanto alguns estudos sugerem efeitos
cardioprotetores pelo Diazepam em contextos especificos de estresse oxidativo (Medeiros et
al., 2004; Jiang et al., 2021), nossos resultados indicam que, no modelo de inducao arritmica
por catecolaminas, que este firmaco parece exacerbar as respostas taquicardiacas. Em contraste
marcante, a estabilidade da FC observada nos grupos Neurovespina, mesmo apds o desafio
arritmico, sugere um efeito modulador distinto, possivelmente mediado por sua acao nos canais
de célcio tipo L (Campos, 2020). Esta possivel agdo seletiva sobre os canais Cavl.2, que

desempenham papel crucial no acoplamento excitacdo-contragdo em cardiomidcitos (Bers,
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2002), pode explicar a notavel capacidade da Neurovespina em manter a estabilidade
eletrofisioldgica mesmo em condigdes de estresse cardiovascular agudo, refor¢ando seu
potencial como candidato terapéutico com duplo beneficio - antiepiléptico e cardioprotetor.

A andlise do intervalo RR, que é um parametro diretamente associado a frequéncia
cardiaca, sendo considerados praticamente dados semelhantes, demonstrou no grupo tratado
com Diazepam uma reducao marcante ap6s a indugao arritmica, alteracdo que apresenta uma
relacdo fisiologica direta e inversamente proporcional com o aumento concomitante da
frequéncia cardiaca registrado no mesmo grupo, como discutido acima. O intervalo RR
corresponde ao periodo entre dois complexos QRS consecutivos, apresenta, por 6bvio, relacao
inversa com a frequéncia cardiaca, evidenciando no fundo o mesmo resultado: quando a
atividade cardiaca se acelera, os intervalos entre os batimentos necessariamente se encurtam, €
vice-versa. Este padrao de resposta foi claramente observado no grupo Diazepam, onde a
taquicardia induzida pelo protocolo experimental se manifestou através da significativa
reducdo dos intervalos RR. Em contraste notavel, os grupos tratados com Neurovespina, tanto
na dose de 4mg/kg quanto de 40mg/kg, mantiveram intervalos RR estaveis mesmo apos o
desafio arritmico, demonstrando uma resisténcia as alteragdes na periodicidade cardiaca. A
concordancia entre estes dois parametros, frequéncia cardiaca e intervalo RR, evidencia que os
achados sustentam a proposi¢do de que a Neurovespina pode possuir propriedades
cardioprotetoras relevantes em contextos de desafio arritmico.

Foi feita a avaliacdo do intervalo QT corrigido (QTc) que forneceu informacgdes
adicionais sobre a repolarizagdo ventricular, sendo este, um parametro utilizado na avalia¢ao
do risco arritmico. O grupo Diazepam apresentou alteragdes significativas no QTc apds a
indugdo arritmica, padrao que tem sido associado a maior risco de arritmias ventriculares
graves em estudos clinicos e experimentais presentes na literatura (Gussak et al., 2001;
Camanho, 2023), sugerindo que variagdes no QT podem facilitar a formagao de circuitos de
reentrada e reduzir o periodo refratdrio miocardico, criando condi¢des propicias para que o
impulso elétrico encontre vias de condugdo parcialmente repolarizadas, desencadeando assim
ciclos arritmicos sustentados. Em contraste, os grupos Neurovespina mantiveram valores
estaveis de QTc, reforcando a possibilidade de um efeito protetor sobre os processos de
repolarizacdo ventricular. Esta estabilidade eletrofisioldgica se faz relevante se considerarmos

que, de acordo com a literatura, alteragdes no QTc constituem um dos principais indicativos
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quando se trata da morte subita em pacientes epilépticos (SUDEP) (Costagliola et al., 2021;
Wang et al., 2023).

O tratamento com Diazepam, provavelmente promove um predominio da atividade
simpatica que pode criar um ambiente eletrofisiolégico instdvel que favorece o
desenvolvimento de taquiarritmias, particularmente em condigdes de estresse ou em individuos
com predisposi¢ao genética (Patel et al., 2010). Essa modulacao autondmica explica ndo apenas
as alteragdes no intervalo QT, mas também o aumento da frequéncia cardiaca e as possiveis
modifica¢des nos processos de repolariza¢ao ventricular. Quando utilizado em concentragdes
mais elevadas, o Diazepam pode modular diretamente canais ionicos cardiacos, alterando o
potencial de acdo em cardiomiocitos (Hara et al., 2001). Esses achados indicam que, além de
seus efeitos centrais, o Diazepam pode exercer influéncia direta sobre a atividade elétrica
cardiaca, potencializando seu risco arritmico. Por outro lado, os dados obtidos com a
Neurovespina revelam um perfil distinto. Embora os mecanismos moleculares exatos desse
peptideo ainda estejam em investigacdo, estudos preliminares indicam sua a¢do moduladora
sobre canais de calcio cardiacos (Campos, 2020). A auséncia de alteragdes significativas nos
parametros eletrocardiograficos nos grupos tratados com Neurovespina, mesmo ap6s o desafio
arritmico, sugere um potencial efeito estabilizador e protetor desse composto sobre a atividade
cardiaca.

Observamos que parametros associados aos sistemas de condugdo cardiaca (complexo
QRS e intervalo PR) ndo demonstraram alteragdes em nenhum dos tratamentos testados. O
complexo QRS, que representa a despolarizagdo ventricular, reflete especificamente a
propagagdo do impulso elétrico através do sistema His-Purkinje, incluindo o feixe de His, seus
ramos ¢ a rede de fibras de Purkinje. Paralelamente, o intervalo PR, medido desde o inicio da
onda P até o inicio do complexo QRS, corresponde ao tempo necessario para a transmissao do
impulso elétrico desde os atrios até os ventriculos, passando pelo no atrioventricular (Samesima
et al. 2022). Com base na literatura, a estabilidade observada nos pardmetros do sistema de
conduc¢ao pode indicar que os tratamentos nao estdo exercendo efeitos significativos sobre os
canais de sédio cardiacos (Navl.5), que sdo primariamente responsaveis pela fase rapida de
despolarizag¢@o nos midcitos ventriculares (Kumagai, 1991; Chaudhary, 2024). Tal observagao
refor¢a a hipotese de que os mecanismos de acdo destas substancias estariam mais relacionados
a modulagcdo de outros sistemas i6nicos, particularmente os canais de calcio no caso da

Neurovespina (Campos, 2020), ou aos efeitos sobre o sistema nervoso autdbnomo no caso do
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Diazepam. E importante considerar, contudo, que a interpretagdo destes resultados deve levar
em conta o possivel efeito confundidor do protocolo anestésico utilizado. A combinagdo de
xilazina e cetamina, embora amplamente empregada em modelos experimentais com roedores
por sua eficidcia e seguranca relativa, ¢ conhecida por influenciar diversos parametros
cardiovasculares (Lairez et al., 2013; Lee & Jones, 2018). Especificamente, estes anestésicos
podem alterar a condugao atrioventricular e a despolarizacao ventricular através de multiplos
mecanismos, incluindo modulacdo do tonus autondmico e efeitos diretos sobre os canais
i0nicos cardiacos. Portanto, a auséncia de alteragdes significativas nos parametros de condugao
observada em nosso estudo pode refletir, pelo menos em parte, um efeito da anestesia utilizada
que pode exercer um efeito de mascarar potenciais modifica¢des induzidas pelos tratamentos
em estudo.

Esta consideragdo metodologica sobre o protocolo anestésico € particularmente
relevante para a interpretacdo dos resultados com a Neurovespina, pois sugere que estudos
futuros realizados em condigdes nao anestesiadas ou utilizando diferentes protocolos
anestésicos poderiam revelar efeitos mais sutis sobre o sistema de condugdo cardiaca que nao
foram detectados no presente modelo experimental. Apesar desta limitacdo, a estabilidade dos
parametros de condugdo observada com a Neurovespina, mesmo ap6s o desafio arritmico,
reforca seu perfil farmacologico favordvel e sua potencial seguranga cardiovascular em
comparacao com outros agentes anticonvulsivantes.

O Diazepam ainda ¢ utilizado para o tratamento de crises convulsivas agudas (Brigo;
Lattanzi, 2020), mas existem outros tipos se anticonvulsivos mais amplamente utilizados em
tratamento cronicos da doenca. Estes anticonvulsivantes apresentam um espectro diversificado
de efeitos cardiovasculares (Nei et al., 2025):

e Fenitoina: Atua através do bloqueio de canais de s6dio, mecanismo que lhe
confere propriedades antiarritmicas. No entanto, sua administragdo intravenosa
rapida pode precipitar arritmias graves e hipotensdao, enquanto a via oral em
doses terapéuticas geralmente mantém parametros eletrocardiograficos estaveis;

e Carbamazepina: Similarmente a fenitoina, modula canais de sddio, mas com
maior tendéncia a induzir bradiarritmias, incluindo bloqueios atrioventriculares
completos e assistolia em doses elevadas, conforme demonstrado em modelos

animais;
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e Valproato: Combina aumento da atividade GABAérgica com bloqueio de canais
de sodio, apresentando menor impacto agudo no ECG, mas com possiveis riscos
arritmicos em uso prolongado;

e Fenobarbital: Potencializa a acdo GABA¢rgica e bloqueia receptores AMPA
glutamatérgicos, associando-se a hipotensao, depressao respiratéria e alteragdes
no intervalo QT;

e Topiramato: Com acdo pleiotrdépica em multiplos canais i6nicos, mostra perfil

eletrocardiografico mais estavel.

Esta revisdo comparativa, somada aos estudos anteriores sobre a Neurovespina
(Campos, 2020; Dourado et al., 2021; Mortari et al., 2023), sugere que, além da sua eficicia na
contengdo de crises epilépticas agindo como anticonvulsivante eficiente, o peptideo também
apresenta vantagens significativas em termos de seguranca cardiovascular quando comparado
aos anticonvulsivantes tradicionais. Enquanto estes ultimos frequentemente exigem
monitoramento hemodinamico rigoroso, especialmente em doses elevadas ou durante crises
convulsivas (Nei et al., 2025), a Neurovespina demonstra um perfil mais favoravel, com efeitos
cardioprotetores adicionais que podem ser particularmente relevantes para pacientes com
comorbidades cardiovasculares.

O presente estudo representou uma investigacdo pioneira sobre os efeitos da
Neurovespina na eletrofisiologia cardiaca, fornecendo dados preliminares importantes sobre
seu potencial modulador. Contudo, como toda pesquisa exploratéria, nossos achados devem
ser interpretados considerando algumas limitagdes metodologicas inerentes ao desenho
experimental. O tamanho amostral relativamente pequeno, embora adequado para uma analise
inicial, pode ter limitado nossa capacidade de detectar efeitos mais sutis do peptideo,
particularmente em relagcdo a parametros com maior variabilidade intrinseca. Esta limitacao foi
agravada pela perda de alguns animais durante os experimentos, reduzindo ainda mais o poder
estatistico para certas andlises e potencialmente afetando a representatividade da variabilidade
bioldgica natural entre os individuos. Como discutido anteriormente, outro aspecto relevante
diz respeito a utiliza¢do de protocolo anestésico, uma necessidade metodoldgica que, embora
indispensavel para a realizacdo dos procedimentos, pode ter influenciado alguns dos
parametros cardiovasculares avaliados. O uso de anestésicos foi uma limitacdo técnica
inevitavel dado os recursos disponiveis e as condigdes experimentais necessarias para a

aquisicao dos dados eletrofisiologicos.
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A decisao de utilizar animais ndo epiléticos, embora tenha permitido isolar os efeitos
cardiovasculares da Neurovespina sem a interferéncia da condicdo patologica de base,
representa simultaneamente uma limitagdo e uma oportunidade para pesquisas futuras. Por um
lado, este modelo "saudéavel" nos permitiu caracterizar o perfil de seguranca cardiovascular do
peptideo; por outro, abre caminho para investigagdes posteriores em modelos animais de
epilepsia, onde poderemos avaliar a interacdo entre os efeitos anticonvulsivantes e
cardioprotetores em condi¢des mais proximas da realidade clinica.

Anadlises moleculares complementares poderdo, no futuro, elucidar melhor os
mecanismos subjacentes aos efeitos observados. A quantificagdo de marcadores de estresse
oxidativo, proteinas relacionadas a homeostase do céalcio ou a modulagdo autondmica poderao
fornecer correlagdes importantes entre os parametros eletrofisioldgicos e os processos celulares
envolvidos (Campos, 2020; Fei et al., 2022). Esta lacuna aponta para a necessidade de estudos
futuros mais abrangentes, que combinem avaliagdes funcionais com analises moleculares
detalhadas.

As perspectivas de pesquisa que emergem deste estudo revelam um horizonte cientifico
amplo e promissor. A investigacdo sistematica da relacdo dose-resposta da Neurovespina em
diferentes modelos animais, utilizando tamanhos amostrais adequadamente dimensionados
permitird estabelecer com maior precisdo tanto sua janela terapéutica ideal quanto seu perfil de
seguranca cardiovascular em diferentes cenarios fisiopatoldgicos. A aplicacao do peptideo em
modelos de maior complexidade fisiologica, em animais com epilepsia cronica em modelos
tratados com pilocarpina (Lima, 2025) e, consequentemente, um quadro cardiaco associado,
sera fundamental para avaliar seu verdadeiro potencial translacional, considerando a conhecida
interacao entre os sistemas nervoso e cardiovascular nestas condigdoes (Wang et al., 2023; Slater
et al., 2024). Complementarmente, estudos mecanisticos aprofundados que explorem as vias
de sinalizagdo molecular envolvidas nos efeitos observados — particularmente aquelas
relacionadas ao estresse oxidativo e a homeostase do calcio (Campos, 2020; Fei et al., 2022) —
poderdo nao apenas validar nossos achados, mas também fundamentar o desenvolvimento de
abordagens terapé€uticas inovadoras que aliem controle da excitabilidade neuronal e protecao

cardiovascular em pacientes epilépticos.
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4 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesta pesquisa representam uma contribui¢ao significativa para o
entendimento dos efeitos cardiovasculares da Neurovespina, particularmente no que diz
respeito & sua capacidade de estabilizar parametros eletrofisiologicos criticos. Nossos
resultados demonstraram que, na dose terapéutica de 4mg/kg, a Neurovespina exerceu efeitos
cardioprotetores claramente evidenciados pela estabilizagdo da frequéncia cardiaca, intervalos
RR e o QTc corrigido. Estes achados sugerem fortemente que o peptideo possui uma agao
moduladora sobre o sistema cardiovascular, possivelmente mediada tanto por efeitos sobre a
modulagdo autondmica quanto por mecanismos celulares diretos de prote¢do miocardica. A
partir destas observagdes, torna-se imperativo conduzir investigagdes futuras que explorem de
forma mais abrangente o potencial terap€utico da Neurovespina, ndo apenas em modelos
cardiovasculares experimentais, mas também em condigdes clinicas complexas que envolvam

disfuncdes autondmicas ou elevado risco arritmico.
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