Universidade de Mogi das Cruzes
Beatriz Jordao Alves

EFEITO DE DERIVADOS DA HEPARINA SOBRE AS ARRITMIAS
INDUZIDAS ELETRICAMENTE EM ATRIO DIREITO ISOLADO DE
RATO.

Mogi das Cruzes, SP.
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Universidade de Mogi das Cruzes
Beatriz Jordao Alves

EFEITO DE DERIVADOS DA HEPARINA SOBRE AS ARRITMIAS
INDUZIDAS ELETRICAMENTE EM ATRIO DIREITO ISOLADO DE
RATO.

Dissertacdo  apresentada a banca
examinadora montada pela comissdo de Poés
Graduacdo em Engenharia Biomédica da
Universidade de Mogi das Cruzes.

Prof. Orientador: Dr. Afonso Caricati Neto

Mogi das Cruzes, SP.
2009



FicHA CATALOGRAFICA
Universidade de Mogi das Cruzes - Biblioteca Central

Alves, Beatriz Jordao

Efeito inibitério de derivados da heparina em arritmias
induzidas eletricamente no atrio direito de rato / Beatriz
Jordao Alves. — 2009,

76 1.

Dissertacao (Mestrado em Engenharia Biomeédica) -
Universidade de Mogi das Cruzes, 2009

Area de concentracao: Bioengenharia

Orientador: Profe. Dre. Afonso Caricati Neto

1. Heparina - Fragmentos 2. Arritmia 3.
Eletroestimulagao 4. Medicina experimental 1. Caricati
Neto, Afonso

CDD 619.93




Fax: (011) 4759-5239

mﬁnﬁe de hito:iAwveums b

DEFESA DE DISSERTACAO DO MESTRADO
EM ENGENHARIA BIOMEDICA

No dia 31/03/09 a candidata Beatriz Jorddo Alves, apos realizar os créditos
exigicos, ser aprovaca no exame de Proficiéncia em Inglés, e no exame de
Qualificagao, apresentou ¢ trabalho "Efeito mibitdrio de derivades da heparina
em arritmias incuzidas eletricamanie no étrio cireito de rato" para obtengao do

Titulo d= Mcstre em Engenharia Biomeédica.

Os membros da banca consideram a candidata;

Conceito
Dr. Cailos Marcelo Gurjdo de Godoy
Dr Ivare Luls dos Santos Tersariol

Izj /k(]z//‘@ 4

FRG bﬂDn
Dr. Afonso Caricati Neto /_() ) /:LD \

—\‘ —_—
\J
5 34 u.l; (,M 40)0’0/ ¥ cr T Tvan n!os Tersariol
i f? doﬁ/m =5 Chrmss / -“ -.\ Universidade de muqt las-oizes
/ o \ \
j’ \l. // / | \
5 / ) |
|A | '[
Dk Aoy icati Ndio

Univerdigdde Feparal de .S;i Pao
S A
1

)

Av. Dr. Céndida Xavier ds Aimeica Souza, 200 - CEP 08780-911 -Mogi das Cnzes - SP - Brasil



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus por ser minha
fortaleza nos momentos mais dificeis,
e a minha mée, Neusa pelo apoio

permanente.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me guiar e me dar forca a cada dificuldade.

De maneira especial, agradeco ao Prof. Dr. Afonso Caricati Neto, quem assumiu a tarefa de

orientador, cumprindo-a com eficécia e dedicagdo. Agradeco pela confiancga e paciéncia.
Ao Prof. Dr. Carlos Marcelo Gurjdo de Godoy, por seu apoio e ensinamento em todo o
desenvolver do trabalho. Sempre com ética, dedicacdo, cumplicidade e amizade. Agradeco pela

confianca e paciéncia.

Aos meus pais, Gilberto e Neusa, por me darem oportunidade de estudar e chegar onde eu

cheguei.

Ao Felipe César, minha irma@ Adriana e a minha prima Renata de Paula, por estar ao meu lado

me apoiando sempre que precisei.

Também agradeco aos amigos e colegas de laboratorio pela troca de experiéncias, sugestdes e

ajuda: Gustavo, Tatiana, Marilia, Enio, Ivan.

Ao Prof. Dr Ivarne Luis dos Santos Tersariol, pela colaboracéo.

Aos professores do programa de Engenharia Biomédica pelos ensinamentos.

Aos colegas do NPT (Nucleo de Pesquisas Tecnologicas).

A Fabiane pela sua amizade e eficiéncia.

A Teresinha por seu carinho.

A Adriessa e Douglas por cuidarem do biotério com muita dedicacéo.



RESUMO

Estudamos os efeitos dos fragmentos de heparina em arritmias induzidas por eletroestimulacdo
em atrio direito isolado de ratos e ainda propusemos fundamentar o estudo envolvendo a acdo da
Enoxaparina sobre o trocador Na*/Ca®* (TNC) no que se refere & inducdo de arritmia por meio do
blogueio farmacolédgico do TNC, bem como a alteracéo da for¢a do atrio esquerdo isolado de rato
na presenca da Enoxaparina, pela anélise do seu pico. Os fragmentos de heparina foram
adicionados na solucdo de perfusdo de cada atrio. Usamos trens de pulso de 250 pulsos bipolares
de tensdo, 67 hertz para inducdo, considerando a amplitude de estimulo como o indicador da
inducibilidade. Para a analise da forca foi utilizado uma frequéncia de 2 hertz, com amplitude de
estimulo e 2X o limiar atrial. A partir dos registros obtidos, medimos os picos da forca de
contracdo e a cinética de relaxamento da fibra muscular nas condi¢des de auséncia ou presenca da
Enoxaparina. A eficicia atiarritmica maxima da Ardeparina e Nadroparina ocorreu,
respectivamente, em concentragdes (UM): 30uM e 50uM. A concentracdo minima para o efeito
do fragmento de heparina era inversamente proporcional ao seu peso molecular. A queda da forca
do atrio esquerdo € potencializada no momento da aplicacdo da Enoxaparina na solucdo de
perfusdo e a curva de decaimento, no que se refere ao relaxamento da fibra muscular cardiaca,
passa a estar acelerada em relacdo ao grupo controle (auséncia do farmaco). Concluimos que
alguns fragmentos de heparina tém o efeito antiarritmico, e que a eficacia dos fragmentos
depende do tamanho de suas moléculas. Os estudos concluiram também que os fragmentos de
heparina diminuem a forca de contracdo da fibra cardiaca e acelera seu relaxamento, por acelerar
a atividade do TNC.

Palavras — chave: estimulacéo elétrica, fragmentos de heparina, arritmias.



ABSTRACT

The effect of the fragments of heparin in induced arrhythmias for electric stimulation in isolated
right forecourt of rats, had been studied in this work. To base the study involving the action of the
Enoxaparin on the exchanger Na*/Ca®* (TNC) as for the induction of arrhythmia by means of the
pharmaco blockade of the TNC, also was one of our proposals, as well as the alteration of the
force of the isolated left forecourt of rat in the presence of the Enoxaparin, for the analysis of its
peak. In the solution of perfusion of each forecourt the particles of heparin had been added.
Considering the pulse strength as indicating of the inducibility, for the induction they had been
used pulse trains of 250 bipolar pulses of tension and 67 hertz for induction. We use a frequency
of 2 hertz, with pulse strength and 2 X the atrial threshold, for we analyze of the force. Present
Enoxaparin or not, of the registers, we measure the peaks of the force of kinetic contraction and
of relaxation of the muscular fiber. The maximum antiarrhythmic effectiveness of the Ardeparin
and Nadroparin occurred, respectively, in concentrations (uM): 30uM and 50uM. The minimum
concentration for the effect of the particle of heparina inversely proportional to the molecular
weight of itself. At the moment of the application of the Enoxaparin in the perfusion solution the
fall of the force of the left forecourt is potenciality and the decline curve, as for the relaxation of
the cardiac muscle fiber, starts to be speeded in relation to the group of control (pharmaco
absence). It was concluded that some fragments of heparin have the antiarrhythmic effect, and
the effectiveness of the particles depends on the size of its molecules. The studies had also
concluded that fragments of heparin diminish the force of contraction of the cardiac fiber and
speed up its relaxation, for speeding up the activity of the TNC.

Keywords: electric stimulation, heparins fragments, arrhythmias.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas cardiovasculares (DCV),
incluindo as arritmias cardiacas, sdo responsaveis por cerca de 17,5 milhGes de mortes anuais em
todo mundo, sendo que 80% dessas mortes ocorrem em paises em desenvolvimento, incluindo o
Brasil. Embora os estudos fisiopatologicos tenham demonstrado que as arritmias cardiacas séo
causadas por alteragdes na génese e/ou na conducdo da atividade elétrica do coracdo (Boyden,
1996), os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas arritmias cardiacas permanecem
sob investigacdo. Inimeros estudos tém demonstrado que os fons Ca** desempenham um papel
crucial na funcdo cardfaca e alteracdes da homeostase do Ca?* nos cardiomiécitos poderiam estar
diretamente envolvidas na fisiopatologia das arritmias cardiacas (vide revisdo de Kranias & Bers,
2007). Portanto, o estudo do papel preciso do Ca®* nas arritmias cardiacas poderia contribuir
decisivamente para o avango do conhecimento na fisiopatologia e no tratamento farmacologico
das arritmias cardiacas.

Inimeros estudos experimentais demonstraram que as respostas contrateis dos
cardiomiécitos sdo desencadeadas por aumentos transientes da concentracéo intracelular de Ca?*
([Ca®*]i) (vide revisdo de Bers, 2002). Este aumento da [Ca®*]; resulta primariamente do influxo
de Ca®* resultante da abertura de canais de Ca®* voltagem-dependentes (VVDC) tipo L
plasmalemais estimulada pela despolarizacdo da membrana plasmatica dos cardiomidécitos (vide
revisdo de Bers, 2002). O Ca®* que flui através dos VVDC tipo L ativa os canais de liberacéo de
Ca®* regulados pelos receptores sensiveis & rianodina (RyR) localizados nas membranas do
reticulo endo/sarcoplasmatico (SER) (vide revisdo de Bers, 2002). A abertura dos canais de Ca**
acoplados aos RyR promove a liberagdo de Ca*" do SER, aumentando a [Ca®]i e este evento
desencadeia uma série de reagdes bioquimicas intracelulares que produzem ativacao das proteinas
contrateis, encurtamento dos cardiomidcitos e geracéo de forca muscular (Bers, 2000).

A elevacédo da [Ca®*]i nos cardiomidcitos ativa sistemas celulares capazes de promover o
restabelecimento dos niveis citosélicos basais de Ca**, permitindo que estas células retornem ao
estado de repouso (relaxamento) e tornem-se novamente excitaveis formando um ciclo continuo
de contracdo e relaxamento (Bers, 2000). Os niveis citossélicos basais de Ca** sdo reestabelecidos
pela captacdo de Ca?* mediado por Ca**-ATPases do SER (SERCA) e uniporter mitocondrial de
Ca”* (MUC) e pela extrusdo do Ca** dos cardiomiocitos mediada pelas Ca**-ATPases (PMCA) e



trocadores Na*/Ca®* (NCX) do plasmalema (vide revisdo de Bers, 2002, 2005 e 2008). Varios
estudos sugerem que o NCX constitui um dos principais sistemas de reducdo da [Ca*']; nos
cardiomiocitos (Bers, 2002 e 2008).

O ajuste preciso da [Ca*']; nos cardiomiocitos é fundamental para o disparo regular dos
impulsos elétricos que controlam o mecanismo de excitacdo-contracdo cardiaco (Bers, 2002 e
2008). Estudos experimentais sugerem que modificacdes na homeostase de Ca** nos
cardiomidcitos podem alterar substancialmente a atividade elétrica do tecido cardiaco e assim
gerar arritmias cardiacas (Bers, 2002, 2008 e 2009). Portanto, o entendimento preciso dos
mecanismos envolvidos na homeostase do Ca?* em cardiomiécitos pode contribuir de maneira
decisiva no avanco do conhecimento das bases fisiopatoldgicas e terapéuticas das arritmias
cardiacas.

A disfuncdo cardiaca causados pelas arritmias cardiacas pode comprometer severamente a
circulacdo sanguinea sistémica e provocar a faléncia funcional dos 6rgdos internos do organismo
(Guyton, 1997). Visando reduzir a morbidade e a mortalidade resultante das arritmias cardiacas,
procedimentos terapéuticos sdo necessarios para impedir o desenvolvimento desta DCV. Neste
sentido, as arritmias cardiacas podem ser tratadas com farmacos capazes de lentificar os ritmos
automaticos e alterar qualquer um dos quatro determinantes da descarga marca-passo espontaneo
das células sinusais cardiacas (Fozzard e Arnsdorf, 1991).

O arsenal farmacolégico usado no tratamento das arritmias cardiacas é formado por
farmacos capazes de impedir o desenvolvimento das arritmias por aumentar o potencial diastélico
maximo, reduzir a despolarizacdo do marca-passo, alterar o limiar do potencial de acdo, ou ainda
aumentar a duragédo do potencial de agdo (Fozzard e Arnsdorf, 1991). Por exemplo, o propranolol
e seus analogos, como o atenolol, sdo usados como anti-arritmicos por serem capazes de reduzir a
despolarizacdo do marca-passo sinusal devido ao bloqueio dos receptores beta-adrenérgicos
cardiacos (Priori et al, 1999). Além disso, a flecainida (bloqueador de canais de Na* voltagem-
dependentes) e o verapamil (bloqueador dos VDCC tipo L) possuem acdo anti-arritmicas por
serem capazes de alterar o limiar do potencial de acéo nas celulas cardiacas (Priori et al, 1999). A
amiodarona (bloqueador de canais de K*) prolonga o potencial de agio nas células cardiacas
produzindo efeito anti-arritmico (Priori et al, 1999).

Embora os farmacos mencionados sejam eficazes no tratamento medicamentoso dos varios

tipos de arritmias cardiacas, estes possuem varios efeitos colaterais ou toxicos indesejaveis, como



efeito inotropico negativo cardiaco e o efeito pro-arritmico (Priori et al, 1999). Visando a
descoberta de fa&rmacos com atividade anti-arritmica dotados de maior eficacia e seletividade de
acao e ainda menor toxicidade, inimeros farmacos vém sendo estudados em modelos de arritmias
cardiacas. Um exemplo disso é a adenosina. A adenosina € um derivado das purinas capaz de
restaurar de forma rapida o ritmo cardiaco em pacientes acometidos de arritmias
supraventriculares (Levine, 1988). Alguns estudos demonstraram que os efeitos anti-arritmicos
da adenosina sdo mediados pela ativacdo de P;i-purinoceptores (receptores de adenosina)
existentes nas células atriais e dos nodos sinoatrial e atrioventricular (Levine, 1988). Estes
receptores estdo acoplados a proteina G e sua ativagdo estimula as correntes de K* sensivel a
acetilcolina (Kacn) resultando na diminuicdo do influxo de Ca** pelos VDCC tipo L e
consequentemente o encurtamento do potencial de acéo nestas células (Levine, 1988). Com base
nestes estudos, a adenosina foi introduzida recentemente na terapéutica medicamentosa das
arritmias supraventriculares.

Mais recentemente, alguns estudos propuseram que os fragmentos derivados da heparina,
como a enoxaparina, poderiam ser Uteis no tratamento da fibrilacdo atrial devido a sua agédo
antitrombdtica (Kim e cols, 2003). Todavia, esses estudos ndo descartaram a possibilidade de que
os fragmentos de heparina poderiam interferir nos mecanismos envolvidos na génese da fibrilagéo
atrial (Kim e cols, 2003). Na mesma época, estudos realizados em cultura de midcitos vasculares
de rato por Shinjo et al. (2002) propuseram que os fragmentos derivados da heparina eram
capazes de reduzir a resposta contrétil destas células mediante a diminunuicdo da [Ca®']i. O
estudo propunha pela primeira vez que este efeito seria resultante da ativacdo do NCX pelos
derivados da heparina e conseqiiente aceleracdo da extrusdo do Ca®* dos midcitos vasculares
(Shinjo et al. (2002).

Assim, o bloqueio da fibrilagdo atrial em pacientes tratados com derivados de heparina
relatado por Kim e cols. (2003) provavelmente seria decorrente do aumento da extrusdo de Ca**
dos cardiomidcitos mediado pela ativagdo do NCX pelos derivados de heparina (Shinjo e cols.,
2002). Esta hipdtese vem sendo testada por um grupo de pesquisadores ligados ao Nucleo de
Pesquisas Tecnoldgicas (NPT) da UMC (Prof. Dr. Carlos Marcelo G. Godoy), Centro
Interdisciplinar de Investigacdo Bioquimica (ClI1B) da UMC (Prof. Dr. Ivarne Luiz S. Tersariol) e
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Sdo — Escola Paulista de Medicina
(UNIFESP/EPM) (Prof. Dr. Afonso Caricati Neto).



Em 2006, como fruto dessa colaboragédo multidisciplinar e multi-institucional, foi publicado
pela primeira vez os resultados indicando que os fragmentos de heparina sdo capazes de bloquear
as arritmias cardiacas (Dissertacdo de Mestrado apresentada & UMC por Juliana Duarte em 2006).
Neste estudo experimental, foi mostrado que concentragdes micromolares dos fragmentos
derivados da heparina, como a enoxaparina, sdo capazes de bloquear as arritmias induzidas por
estimulagdo elétrica transmural (EET) em atrio direito isolado de rato. Embora 0os mecanismos
moleculares e celulares ndo fossem totalmente conhecidos, este estudo seminal sugeria fortemente
que os derivados de heparina eram dotados de atividade antiarritmica.

Visando aprofundar os estudos sobre as propriedades antiarritmicas dos fragmentos
derivados da heparina, decidimos no presente estudo investigar os efeitos de 3 moléculas
derivadas da heparina, a Ardeparina (ARDE), a Nadroparina (NADRO) e a Enoxaparina
(ENOX), sobre as arritmias induzidas pela EET em éatrio direito isolado de rato. Adicionalmente,
foi estudado o efeito dos derivados da heparina sobre a forca de contracdo e o relaxamento da
musculatura atrial de rato. Para subsidiar o tema, apresentaremos & seguir as bases tedricas
enfocando os diferentes aspectos sobre a funcdo cardiaca, a fisiopatologia e farmacologia das

arritmias cardiacas e as a¢des cardiovasculares dos fragmentos derivados da heparina.

1.1. AS BASES ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DO CORACAO

O coracdo é um 6rgao muscular oco e que funciona como uma bomba contrétil-propulsora
capaz de impulsionar o sangue que flui pelos vasos sanguineos para os diversos territorios do
organismo animal. O oxigénio e nutrientes contidos no sangue sdo indispensaveis para a
manutencdo da funcdo e sobrevivéncia das células do organismo animal. Nos mamiferos, o
coracdo e formado por musculatura cardiaca (miocardio) de trés tipos principais: musculos
atriais, musculos ventriculares e fibras especializadas excitatorias e condutoras (Dangelo e
Fattini, 1998). Internamente o coracdo é revestido endocardio e externamente pelo epicérdio
(Dangelo e Fattini, 1998). Conforme ilustrado na figura 1, o coragdo de mamiferos € dividido por
septos em duas camaras atriais e duas camaras ventriculares. Os atrios estdo conectados em série
aos ventriculos por meio de valvulas que se abrem e se fecham em funcdo do gradiente de

pressdo entre seus dois lados (Guyton, 1997).



A musculatura cardiaca é dotada de um mecanismo que regula finamente o volume
sangliineo ejetado em cada ciclo cardiaco, regulando o débito cardiaco. Denominado de
mecanismos de Frank-Starling, este consiste no aumento ou diminuicdo da forca de contracdo em
resposta a0 maior ou menor estiramento do musculo cardiaco quando maiores ou menores
quantidades de sangue fluem para o coracdo (Guyton, 1997).

A atividade mecénica (contrétil) do coracdo requer um padréo sequencial de excitagdo e
contracdo para que ocorra uma contracdo ritmica e coordenada de suas camaras atriais e
ventriculares, além do funcionamento adequado de suas valvulas (Guyton, 1997). Essa atividade
mecanica é disparada pela atividade elétrica gerada e conduzida no préprio tecido cardiaco
(Guyton, 1997).

1.1.1. O Atrio Direito e seu papel na Regulacdo do Ritmo Cardiaco

No coracdo de mamiferos, a geracdo da atividade elétrica cardiaca ocorre nas células
cardiacas especializadas do nodo sino-atrial ou sinusal (SA) (Cain, 1987). Desta forma, o0 nodo
SA constitui 0 marca-passo natural regulador do ritmo dos batimentos cardiacos (Cain, 1987).

Anatomicamente, 0 nodo SA esté localizado no sulco terminal da por¢do pdstero-superior
do atrio direito na juncdo da veia cava superior (Cain, 1987). A figura 2 ilustra a posicao
anatdmica do nodo SA coracdo humano. O tecido do nodo SA € formado por células cardiacas
especializadas dotadas da capacidade de se despolarizar espontaneamente (despolarizacéo
diastolica) gerando potenciais de acdo (potencial marca-passo) (Cain, 1987). Além disso, estas
células sdo capazes de transmitir o impulso elétrico gerado para as células atriais vizinhas e
outras células do tecido excito-condutor cardiaco, como as do nodo atrio-ventricular (AV) e do
sistema His-Purkinje (Cain, 1987). Por sua vez, a porcdo terminal do tecido excito-condutor
cardiaco transmite os impulsos elétricos para as demais células cardiacas, excitando-as e assim
desencadeando a contragdo destas células miocérdicas (Cain, 1987). Os impulsos elétricos
gerados no nodo SA sdo transmitidos por células atriais especializadas ao nodo AV, sendo que
esta transmissdo sofre um pequeno atraso temporal para permitir com que as camaras
ventriculares se encham de sangue (Timerman, 2000). Do nodo AV, os impulsos elétricos sdo

transmitidos para os ventriculos através do feixe de His (Timerman, 2000).
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Figura 1. lustragdo das cdmaras do coracdo de mamiferos. Notar que o coragdo apresenta 4 camaras, sendo 2 atrios

atrios (direito e esquerdo) e 2 ventriculos (direito e esquerdo) (Modificado de Netter, 1992).



Este se divide em dois ramos (direito e esquerdo) que se dirigem para o apice do coragdo
através de ramos terminais finos das fibras de Purkinje, estimulando a resposta contratil dos
cardiomidcitos ventriculos no sentido apice-base do coracdo. O conjunto dessas estruturas
anatdmicas envolvidas na geracdo e conducdo dos impulsos elétricos no coragdo constitui o
sistema excito-condutor cardiaco (Timerman, 2000). A figura 2 mostra a disposi¢ao anatdmica do
sistema excito-condutor e os registros dos potenciais elétricos captados nas diferentes regides do

coracdo. Em seguida abordaremos os principais aspectos relativos a atividade elétrica do coracao.

1.1.2. A Atividade Elétrica do Coracdo e o seu Papel na Contracdo Cardiaca

A importancia dos fendmenos elétricos para o desencadeamento da contracdo cardiaca foi
inicialmente descoberta por Galvani e Volta no século XIX (Saffitz et al., 1995). Atualmente, é
sabido que em um ciclo cardiaco normal, o nodo SA dispara espontaneamente impulsos elétricos,
que sdo conduzidos para os atrios, promovendo a sistole atrial (evento correspondente & onda P
do eletrocardiograma mostrado na figura 2) (Saffitz et al., 1995). Ao atingir o nodo AV, 0s
impulsos tém sua velocidade de conducdo reduzida permitindo que o sangue ejetado pelos atrios
flua para os ventriculos (Saffitz et al., 1995). Em seguida, os impulsos sdo transmitidos para o
sistema de conducéo ventricular formado pelo feixe de His e as fibras de Purkinje, produzindo a
sistole ventricular (evento correspondente ao complexo QRS do eletrocardiograma mostrado na
figura 2) (Irisawa et al., 1993; Noma, 1996). A repolarizacdo atrial (ocorrida juntamente com o
complexo QRS do eletrocardiograma mostrado na figura 2) e a repolarizacdo ventricular (evento
correspondente & onda T do eletrocardiograma mostrado na figura 2) completam o ciclo cardiaco
(Irisawa et al., 1993; Noma, 1996).

Na espécie humana e em condigdes fisioldgicas, os atrios contraem-se cerca de 1/6 de
segundo antes dos ventriculos, permitindo o enchimento adicional desses ventriculos antes do
bombeando do sangue para os pulmdes e circulacédo sistémica (Irisawa et al., 1993; Noma, 1996).
Outra importancia especial desse sistema refere-se ao fato de que as porc¢des dos ventriculos se
contraiam de modo quase simultaneo, sendo que este evento é essencial para a geracao efetiva de

pressdo nas camaras ventriculares (Irisawa et al., 1993; Noma, 1996).
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Figura 2. llustracdo do tecido excito-condutor (B) do coragdo de mamiferos O painel da esquerda mostra a
disposicdo anatdbmica do tecido excito-condutor cardiaco. O painel da direita mostra o registro tipico dos potenciais

elétricos captados nas diferentes regides cardiacas e o seu decurso temporal. A parte inferior do painel da direita
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A funcdo contrétil do miocérdio é determinada por propriedades fundamentais do tecido
cardiaco, dentre elas destaca-se a: (1) capacidade de gerar espontaneamente e ritmicamente a
atividade elétrica determinando a freqiiéncia dos batimentos cardiacos (auto-ritimicidade), (2)
capacidade de responder aos estimulos elétricos naturais ou artificiais (excitabilidade), (3)
capacidade de conduzir o estimulo elétrico gerado pelo proprio tecido cardiaco ou por eletro-
estimulagdo (condutividade) e (4) capacidade de contrair-se em resposta a ativacdo elétrica ou
quimica (contratilidade) (Irisawa et al., 1993; Noma, 1996).

O fendmeno bioelétrico que promove a geracdo e transmissdo do impulso elétrico
cardiaco é o chamado potencial de acdo (PA). O PA ¢ a resposta que as células ou os tecidos
apresentam quando os mesmos sdo estimulados naturalmente ou artificialmente (Lamas et al.,

2002). Assim, ao ser estimulada com intensidade superior ao seu limiar de excitabilidade, a

+ +
membrana das células excitaveis altera sua permeabilidade, principalmente aos ions Na , K e

2+ o o o
Ca . Essas alteragcOes ocorrem devido & abertura, fechamento e inativagdo de canais iGnicos

especificos para os ions citados e, em conseqliéncia, ocorrem diversas correntes idnicas que sdo
responsaveis pelas cinco fases tipicas do PA: fase 0 ou fase de despolarizacdo rapida da
membrana, fase 1 ou fase de repolarizacdo parcial da membrana, fase 2 ou fase de platd do PA,
fase 3 ou fase de repolarizagdo da membrana e fase 4 ou fase de potencial de marca-passo (Lamas
et al., 2002).

A fase 0, caracterizada pela despolarizacdo rapida da membrana, ocorre quando o

potencial transmembranico (V) atinge um limiar de disparo critico (cerca de -60 mV),

desencadeando uma corrente de entrada de Na* mediada por canais de Na* voltagem-
dependentes que torna-se grande o suficiente para produzir uma despolarizagdo regenerativa
(“tudo-ou-nada”). A ativacdo dos canais de Na* pela despolarizacdo da membrana é transitoria, e
se a membrana permanecer despolarizada por mais de alguns milisegundos, esses canais fecham-
se novamente (inativacdo). Por conseguinte, estes canais encontram-se fechados durante o platd
do PA e permanecem inacessiveis para o0 inicio de outro PA até que a repolarizacdo da
membrana. A fase 1 caracteriza-se por uma repolarizacéao transitdria da célula cardiaca devido a
inativacdo dos canais de Na*. A fase 2 (plat6) caracteriza-se pela ocorréncia de uma corrente

despolarizante de Ca?* mediada pelos canais de Ca2* voltagem dependentes (VDCC) de ativagio



lenta. A fase 3 caracteriza-se por uma repolarizacdo da célula cardiaca decorrente do efluxo de
K* mediado por canais de K* e da reducio do influxo de Ca2* devido a inativacdo dos VDCC.

A fase 4 caracteriza-se por uma despolarizacao gradual durante a diastole. A atividade de
marca-passo normalmente é encontrada em tecido nodal e de conducgdo. O potencial de marca-
passo é causado por uma combinacdo do aumento das correntes de entrada com o declinio das
correntes de saida durante a sistole. Geralmente, este potencial € mais rapido nas células do nodo
sinusal e portanto atua como marca-passo para o0 coracao inteiro. As células do nodo sinusal tém
uma condutincia basal maior para 0 Na* do que os midcitos atriais ou ventriculares, levando &
maior corrente basal de entrada. Ademais, a inativagdo dos VDCC gradualmente diminui durante
a distole, resultando em uma crescente corrente de entrada de Ca** no periodo final da distole.
A ativacdo dos VDCC do tipo T durante a fase final da diastole contribui para atividade de
marca-passo do nodo sinusal. O potencial de membrana negativo na diastole ativa canais de
cations permedveis ao Na" e ao K*, dando origem a mais uma corrente de entrada denominada Ir.
Vérias correntes de saida voltagem-dependentes desempenham, também, um papel importante
neste processo, dentre estas a corrente de K* retificadora tardia (Ix), a qual é ativada durante o
PA, é desativada pelo potencial de membrana negativo no inicio da diastole. A corrente originada
pela bomba eletrogénica de Na*/K* também contribui para a corrente de saida durante o potencial
de marca-passo. A figura 3 ilustra os registros das fases do potencial de ac&o e dos fluxos idnicos
detectados nas células miocérdicas.

O PA ao ser deflagrado se propaga de uma célula para outra por meio dos “circuitos
locais”. Estes circuitos resultam da corrente idnica que ocorre durante o PA entre as areas da
membrana celular que estdo se despolarizando e aquelas que estdo polarizadas. Esse processo de
conducéo passa mais facilmente de uma célula cardiaca para outra por meio de “gap junctions”.
Estas estruturas apresentam baixa resisténcia elétrica e estdo localizadas nas extremidades dos
midcitos cardiacos (Saffitz et al., 1995).

O automatismo pode ser influenciado pelo sistema nervoso autonémico com liberagdo dos
neurotransmissores dos nervos simpaticos (noradrenalina) e parassimpaticos (acetilcolina) que
inervam das células cardiacas (Fozzard e Arnsdorf, 1991). Esses neurotransmissores modulam as

correntes iy ik € icg controlando a freqtiéncia de disparo do PA no nodo sinusal (Irisawa et al.,

1993).
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Figura 3. Gréfico ilustrando as fases do potencial de agdo registrado tipicamente nos cardiomiécitos de mamiferos.

A fase 0 (despolarizacdo rapida da membrana) ocorre quando o potencial transmembréanico atinge um limiar de

disparo critico (cerca de -60 mV), desencadeando uma corrente de entrada de Na* mediada por canais de Na*
voltagem-dependentes que torna-se grande o suficiente para produzir uma despolarizacdo regenerativa (‘“tudo-ou-

nada”). A fase 1 (repolarizagdo parcial da membrana) ocorre devido a repolarizagdo transitoria da célula cardiaca
resultante da inativacdo dos canais de Nat. A fase 2 (platdé do potencial de agdo) ocorre devido a corrente

despolarizante de Ca?* mediada pelos canais de ca2* voltagem dependentes (VDCC) de ativacdo lenta. A fase 3

(repolarizacdo da membrana) ocorre quando a membrana da célula cardiaca sofre repolarizagdo devido ao efluxo de

K* (ativacdo de canais de K+) e da reducéo do influxo de ca?t (‘inativacdo dos VDCC). A fase 4 (potencial marca-
passo) ocorre quando a membrana da célula cardiaca sofre uma despolarizagdo gradual durante a diastole. A
atividade de marca-passo normalmente é encontrada em tecido nodal e de condugdo. O potencial de marca-passo é
causado por uma combinacdo do aumento das correntes de entrada com o declinio das correntes de saida durante a
sistole. (Modificado de Rang & Dale, 2007).



O término da contragdo e a instalacdo do estado de repouso das células cardiacas é
determinado pela reducdo da [Ca’*]; para os niveis basais capazes de levar as células ao
relaxamento (Bers, 2002). Esta reducdo da [Ca’']i é mediada por sistemas celulares
especializados no transporte de Ca®* para o interior de organelas citoplasmaticas (seqtiestracdo de
Ca’") ou para 0 meio extracelular (extrusdo de Ca®") (Bers, 2002). Em seguida, abordaremos de
forma mais detalhada o papel do Ca®* na funcdo cardiaca e os mecanismos envolvidos na

regulagdo da [Ca®*]i nas células cardiacas.
1.1.3. O Papel do Ca?* na Regulagéo da Funcdo Cardiaca

A importancia do Ca®* para a contragdo muscular foi demonstrada pelos estudos
experimentais realizados por Ringer no século XIX (Goodman & Gilman, 2007). Ao longo de
vérios anos foi demonstrado que o Ca®* desempenha um papel fundamental na sinalizagdo celular
participando de varios processos celulares, como a contracdo, regulacdo da excitabilidade celular,
secrecdo de horménios e neurotransmissores, respiragdo mitocondrial, divisdo e proliferacdo
celular, transcricdo genética, morte celular e outros (Bers, 2002).

A ligacdo do Ca’* em sitios especificos da troponina C constitui 0 evento decisivo no
desencadeamento do processo contratil nas células cardiacas (Roos, 1997). A troponina C é uma
proteina contréatil presente nos filamentos finos do sarcémero dos musculos cardiacos (Roos,
1997). A ligacdo do Ca®* na troponina C é essencial para que ocorra a interagdo entre 0s
filamentos contrateis de actina e a miosina (Roos, 1997). Portanto, o desenvolvimento de forca e
0 encurtamento dos cardiomidcitos é um processo celular dependente de Ca®* (Roos, 1997).

Na diastole, a ocupacdo dos sitios especificos de ligacdo do Ca®* na troponina C é muita
pequena devido & baixa [Ca']; (Roos, 1997). Portanto, para que a contracdo ocorra, é necessario
que a [Ca®']; seja aumentada (Roos, 1997). A ativacdo elétrica do midcito (potencial de acéao)
funciona como o "gatilho™ para a sinalizacdo celular envolvida na contragdo (Roos, 1997). O
sinal que atua como o elo de ligacdo entre o potencial de acdo e a atividade contratil mediado
pela elevacdo da [Ca”*]; (Roos, 1997).

Na diastole, a [Ca*']; nos cardiomiocitos é cerca de 1000 a 10.000 vezes menor do que no
meio extracelular e o sarcolema apresenta baixa permeabilidade ao Ca?* (Bers, 2002). No

entanto, a despolarizacdo do sarcolema durante o potencial de ac¢do cardiaco resulta na abertura



de canais de Ca*" voltagem-dependentes (CCVD) sarcolemais, especialmente os do tipo L, 0s
quais sdo ativados por potenciais de +30 mV (Bers, 2002). Quando ativados, esses canais
medeiam correntes despolarizantes de Ca®*, que contribuem para a manutencéo da fase de platd
do PA nas células ventriculares, bem como para a fase de despolarizacdo do PA nas células
marca-passo do nodo sinusal (Bers, 2001, 2002).

Em cardiomiocitos de mamiferos, o influxo de Ca®* através dos VDCC tipo L é
responséavel por cerca de 10% a 15% do aumento da [Ca®*]; (Bers 2001, 2002). Apesar desta
modesta contribuicdo para o aumento da [Ca®*]; durante os batimentos cardiacos, o Ca** que flui
para o meio intracelular pelos CCVD tipo L é capaz de liberar Ca?* do SER (Bers, 2002). O SER
constitui um dos mais importantes reservatorios de armazenamento de Ca®* nas células
miocérdicas (Bers, 2001, 2002). O SER tem em sua membrana canais de Ca®* controlados por
receptores sensiveis & rianodina (RyR) (Bers, 2001, 2002). A ativacdo desses canais pelo Ca®*
induz a liberacdo de Ca** do SER para o citosol. Este mecanismo de amplificagdo da [Ca?'];,
denominado de "Ca?*-induced Ca**-release” (CICR), produz um aumento transiente da [Ca®'];
capaz de estimular a troponina C e gerar o deslizamento dos filamentos de actina e miosina,
resultando na contracdo dos cardiomidcitos (Bers, 2001, 2002).

Os VDCC tipo L existentes no sarcolema de cardiomidcitos estdo localizados muito
proximos aos canais controlados pelos RyR do SER (Bers 2001, 2002). Esta co-localizacdo
confere um acesso rapido do Ca?* que adentra a célula através dos CCVD tipo L. A figura 4
mostra um modelo dos mecanismos envolvidos na regulagéo da [Ca*]; nos cardiomiocitos.

A existéncia do CICR nas células excitdveis de mamiferos e sua importancia no
desencadeamento da contracdo dos cardiomidcitos foi descoberta por Fabiato e cols, na década de
19080 (Fabiato, 1983). Utilizando células tratadas com agentes permeabilizantes de membrana
para facilitar o ingresso do Ca®* na célula, Fabiato e cols mostraram que o Ca?* induz a liberacéo
de Ca®* do SER, amplificando a [Ca?']; (Fabiato, 1983). Fisiologicamente, esta liberacéo de Ca**
induzida pelo Ca®* ("Ca**-induced Ca?* release” ou CICR) é desencadeada pela liberacéo de Ca?*
do SER através de canais de Ca®* controlados pelos RyR ativados pelo Ca®* que ingressa na

célula através de VDCC tipo L ativados durante o potencial de acdo (Bers, 2002).
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Figura 4 : Modelo ilustrando os mecanismos envolvidos na regulacdo da [Ca®]; nos cardiomiocitos. Notar que o
Ca®* que flui para o meio intracelular pelos CCVD tipo L é capaz de liberar Ca*" do SER por meio da ativacdo de
canais de Ca*" controlados por receptores sensiveis & rianodina (RyR). A ativacdo desses canais pelo Ca®* induz a
liberagdo de Ca®* do SER para o citossol. Este mecanismo de amplificacdo da [Ca**];, denominado de "Ca**-induced
Ca”*-release” (CICR), produz um aumento transiente da [Ca®']; capaz de estimular a troponina C e gerar o
deslizamento dos filamentos de actina e miosina, resultando na contragdo dos cardiomidcitos. SL — sarcolema; RS -

reticulo sarcoplasmético; MITO - mitocondria; NCX - trocador Na+/Ca®*; ICa- corrente de Ca** mediada por meio de

VDCC tipo L; MF-miofilamentos contrateis. (Modificado de Bers, 2002)



O Ca** liberado do SER se difunde no citossol causando um aumento da [Ca*']; que pode
atingir valores de pico da ordem de 1uM (Bers, 2002). Esta elevacdo da [Ca*']; aumenta a
interacdo do Ca®* com a troponina C e ativacdo dos miofilamentos contrateis de actina e miosina,

desencadeando a contracédo (Bers, 2002).

O NCX é um mecanismo de contra-transporte que pode transportar Ca** em ambos os
sentidos (efluxo, modo direto; e influxo, modo reverso), dependendo do potencial de membrana e
dos gradientes transmembranicos de Na“ e Ca®" (Blaustein et al., 1999). Em condicdes
fisioldgicas, no entanto, o transporte de Ca®* para o citossol mediado pelo NCX (operando em
modo reverso) ndo parece ser importante para 0 acoplamento excitacdo-contragao fisioldgico
(Blaustein et al., 1999).

A reducdo da [Ca’']; para os niveis basais constitui um evento determinante para o
término da contracdo e a instalacdo do estado de repouso das células cardiacas, levando as células
ao relaxamento (Bers, 2002). Na maioria das células excitaveis, a reducdo da [Ca®*]i é mediada
por sistemas celulares especializados no transporte de Ca** para o interior de organelas
citoplasmaticas (seqiiestracdo de Ca’*) ou para 0 meio extracelular (extrusdo de Ca?*) (Bers,
2002). Estes sistemas celulares de transporte de Ca®* sdo formados principalmente pelas Ca?*-
ATPases das membranas do reticulo endo/sarcoplasmatico (SERCA), pelos uniporters de Ca**
das membranas mitocondrias (MUC), pelas Ca?*-ATPases da membrana plasmatica (PCMA) e
pelos trocadores Na'/Ca®* (NCX) da membrana plasmatica (Bers, 2002). Em seguida,
abordaremos de forma mais detalhada o papel do Ca®* na funcéo cardiaca e 0s mecanismos

envolvidos na regulacéo da [Ca*']; nas células cardiacas.

Por outro lado, o relaxamento miocardico requer que o Ca?* se dissocie de seus sitios de
ligacdo na troponina C (Bers, 2002). Este evento ocorre quando a [Ca®']; retorna aos niveis
basais, como aqueles detectados na didstole. No cardiomidcitos, as proteinas transportadoras de
Ca®" transportam o Ca?* livre existente no citossol para compartimentos intracelulares ou para o
meio extracelular (Bers, 2002). O relaxamento dos cardiomiocitos de mamiferos depende
principalmente da captacdo de Ca®* pelo SER por meio da atividade da SERCA (Bers, 2002).
Este mecanismo é responsavel por cerca de 70% a 90% do Ca®* removido do citossol dos
cardiomiocitos (Bers, 2002). Dependendo da espécie e da fase de desenvolvimento animal, o



NCX operando no modo direto (efluxo de Ca?*) é responséavel por cerca de 7% a 30% do Ca?*

removido dos citossol dos cardiomiocitos (Bassani, 2002, Bers 2002).

Outros sistemas de seqilestracéo e extrusdo de Ca’*, como aqueles mediados pela PCMA
e MCU, também contribuem para a reducéo da [Ca?*]; nos cardiomiocitos (Bers, 2002). Porém,
em condicBes fisioldgicas estes sistemas parecem desempenhar um papel minoritatio no

relaxamento dos cardiomiocitos (Bassani, 1999, Bers 2002).

1.1.4. O Papel do Trocador Na*/Ca?* na Homeostase do Ca”* nas Células Cardiacas

Como mencionado anteriormente, o relaxamento dos cardiomiocitos resulta da
diminuicdo da [Ca?']; e conseqiientemente da dissociacdo do Ca®* dos miofilamentos contrateis
(Bers, 2002). A diminuicdo da [Ca*"]; nos cardiomiocitos é mediado majoritariamente pela
sequiestracdo de Ca®* pelo SER (mediado pela SERCA) e pela extrusio de Ca®* da célula
(mediado pela NCX), e minoritariamente pela captacio de Ca®* pelas mitocondrias (mediado pelo
MCU) e pela extrusdo de Ca?* da celula (mediado pela PCMA) (Bers, 2001, 2002).

+ 2+ . 3
A troca de ions Na com ions de Ca através da membrana plasmatica é um

componente essencial das vias de sinalizacdo mediadas pelo Ca?* em varios tipos de células

+ 2+
excitaveis (Shinjo et al, 2002). O NCX é uma proteina capaz transportar Na e Ca . Apesar de
atuar nas células musculares esqueléticas e lisas, a atividade deste trocador tem uma importancia
fisioldgica fundamental nas células musculares cardiacas (Bers, 2002). Nestes musculos, 0 NCX

¢ um importante regulador da contratilidade, fazendo a troca de ions, por transporte ativo

secundario, ou seja, extrusdo de 1 Ca2+ em troca de 3 Na', permitindo assim, a diminuicio da
[Ca?*]i e, consequentemente, o relaxamento dos cardiomiocitos (Bers, 2002). A atividade do
TNC pode ser modulada farmacologicamente. Por exemplo, concentragfes micromolares de KB-
R 7943 foram capazes de bloquear seletivamente o0 TNC em cardiomiocitos de rato (Bonazzola
et al., 2002), enquanto concentragcdes micromolares dos fragmentos derivados da heparina foram
capazes de reduzir a [Ca®]; em cultura de células musculares lisas de rato supostamente por
ativar o TNC (Shinjo e cols, 2002).



A direcdo do transporte de ions mediado pelo NCX é dependente do potencial de

membrana e do gradiente quimico para estes ions, 0 que, por sua vez, se correlaciona com a
+ o+
atividade da bomba Na /K (Bers, 2002). Em situa¢Ges de hipdxia (redugdo dos niveis de ATP)
+ o+
ou de uso de digitalicos, a atividade da bomba de Na /K diminui, resultando no aumento da

[Na+]i (Bers, 2001). Nestas condicdes, 0 NCX transporta o0 excesso de Na+ para fora da célula em
troca de Ca®* (modo reverso), resultando no aumento da [Ca®*]; (Pimentel, 2003). E possivel que
o NCX, operando no modo reverso, também possa contribuir para o influxo de Ca®* na célula
cardiaca durante a contracdo (Bers, 2001). Além disso, a reducdo da expressdo do NCX parece

estar relacionada com algumas DCV, como o infarto agudo do miocérdio e a morte coronariana

2+
por excesso de ions Ca (Bers, 2001). A figura 5 mostra um modelo da participacdo do trocador

Na*/Ca** (NCX) na regulacdo da [Ca®*]i nos cardiomiocitos.

1.2. ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E FARMACOLOGICOS DAS
ARRITMIAS CARDIACAS

As arritmias cardiacas sdo caracterizadas por altera¢cdes no ritmo cardiaco, causadas por
anormalidades na atividade elétrica do coracdo. Estas podem ser assintomaticas ou apresentarem
sintomas variaveis como: dor toracica, dispnéia, sincope e palpitacdo (Applegate, 2000). Estes
sintomas variam de acordo com a presenca ou auséncia de doencas cardiacas associadas
(Applegate, 2000). Elas podem ser causadas por uma geracdo anormal dos impulsos elétricos,
que pode ser gerada no proprio nodulo sinusal ou no desenvolvimento de focos ectopicos,
gerando impulsos elétricos em locais que ndo pertencem ao sistema normal de excitacdo e
conducdo cardiaca (Applegate, 2000).

Os impulsos se propagam pelas estruturas excitaveis e ficam bloqueados nas estruturas
que estdo em periodo refratario. Esse mecanismo pode ser resultante do aumento da
automaticidade das células marca-passo latentes e das células do sistema de conducdo ou da
ocorréncia de automatismo disparado pela propria ativacdo elétrica em células miocérdicas

(Applegate, 2000). O aumento da automaticidade também pode ser resultante da estimulagéo dos



receptores B-adrenérgicos cardiacos (Applegate, 2000). Ja 0 aumento do automatismo disparado

pela ativagao

Figura 5: Modelo ilustrando a participacao do trocador Na'/Ca** (NCX) na regulacdo da [Ca®']; nos cardiomiocitos.
Notar que o Ca** que flui para o meio intracelular pelos VDCC tipo L é capaz de liberar Ca®* do SER por meio da
ativagdo de canais de Ca®* controlados por receptores sensiveis & rianodina (RyR). A ativagdo desses canais pelo
Ca®* induz a liberagdo de Ca** do SER para o citossol. O aumento transiente da [Ca®"]; ativa 0 NCX, estimulando a
extrusdo de Ca®" da célula. Este evento contribui para a reducéo da [Ca®];e o retorna do cardiomidcito ao seu estado

de repouso (relaxamento). Ca = Ca*", Na = Na". (Modificado de Bers, 2002)



elétrica pode ser devido ao aumento da [Ca®*];, pela liberacdo de acetilcolina nas terminacdes
nervosas e pelo aumento na duragéo do potencial de acdo (Klabunde, 2007).

Do ponto de vistas dos mecanismos causadores, as arritmias cardiacas cardicas podem ser
classificadas em trés categorias: (1) anormalidades na génese da atividade elétrica, (2)
anormalidades na conducéo da atividade elétrica e (3) anormalidades na génese e na conducao da
atividade elétrica (Klabunde, 2007).

Do ponto de vista clinico, as arritmias atriais mais comuns podem ser classificados quanto
sua origem em: (1) origem sinusal - taquiarritmia, bradicardia, (tendo um ritmo variavel, por
modifica¢fes na modulagdo simpatica e parassimpatica no nodo sinusal), (2) origem por blogueio
- formacdo do impulso sinusal preservada, porém a conducdo para os ventriculos alterada e (3)
origem por circuitos reentrantes - ocorrem quando o percurso a ser percorrido pelo impulso
elétrico atrial torna-se prolongado e/ou quando o tempo de conducdo ou o periodo refratario

forem diminuidos, ocasionando predominantemente taquiarritmias (Klabunde, 2007).

O mecanismo de reentrada envolvido na formacéo dos circuitos reentrantes constitui uma
desordem relacionada a conducdo anormal do impulso cardiaco e ndo a sua génese (Veenhuyzem
et al., 2004). Esta desordem ocorre quando um impulso elétrico cardiaco percorre, de maneira
repetitiva, um circuito fechado de conducdo anormal (Veenhuyzen e cols, 2004). Este circuito de
conducdo anormal se estabelece quando o impulso elétrico atinge um ponto de ramificacdo de
duas vias de conducdo distintas, propagando-se apenas por uma delas e retornando pela outra via
re-excitando novamente o ponto de ramificacdo. Para que isto ocorra, a via de conducdo que re-
excita o ponto de ramificacdo deve exibir blogueio unidirecional e o ponto de ramificacdo deve
estar fora de seu periodo refratario. Portanto, alteracfes na condutibilidade e na excitabilidade
cardiaca séo subsidios importantes para a formacao de circuitos reentrantes. A figura 6 mostra um

modelo da formacéo dos circuitos reentrantes nas células cardiacas.
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Figura 6. llustracdo de um modelo de circuitos ou correntes reentrantes no tecido cardiaco. Este circuito de
condugdo anormal se estabelece quando o impulso elétrico atinge um ponto de ramificacdo de duas vias de condugdo
distintas, propagando-se apenas por uma delas e retornando pela outra via re-excitando novamente o ponto de
ramificacdo. Para que isto ocorra, a via de conducéo que re-excita o ponto de ramificacdo deve exibir blogueio
unidirecional e o ponto de ramificagdo deve estar fora de seu periodo refratério. A freqiiéncia da atividade reentrante

é superior & normalmente mantida pelo nédulo sinusal, gerando arritmia cardiaca (Veenhuyzen e cols, 2004).



O diagndstico preciso das arritmias cardiacas sofre grandes avancos devido ao
desenvolvimento de técnicas eletrofisiologicas mais sofisticadas usando processos
computacionais. Todavia, a eficacia do tratamento medicamentoso das arritmias cardiacas pode
ser aumentada pela descoberta de farmacos anti-arritmicos dotados de maior seletividade e menor
toxicidade.

Atualmente, o arsenal farmacoldgico usado no tratamento das arritmias cardiacas €
formado por farmacos capazes de impedir o desenvolvimento das arritmias por aumentar o
potencial diastélico maximo, reduzir a despolarizacdo do marca-passo, alterar o limiar do
potencial de ag&o, ou ainda aumentar a duracdo do potencial de acdo (Fromm et al, 1999). Por
exemplo, o propranolol e seus analogos, como o atenolol, sdo usados como anti-arritmicos por
serem capazes de reduzir a despolarizacdo do marca-passo sinusal devido ao blogueio dos
receptores beta-adrenérgicos cardiacos (Fromm et al, 1999). Além disso, a flecainida (bloqueador
de canais de Na" voltagem-dependentes) e o verapamil (bloqueador dos VDCC tipo L) possuem
acdo anti-arritmicas por serem capazes de alterar o limiar do potencial de acdo nas células
cardiacas (Fromm et al, 1999). A amiodarona (bloqueador de canais de K*) prolonga o potencial
de acdo nas células cardiacas produzindo efeito anti-arritmico (Fromm et al, 1999).

A Quinidina e a Procainamida sdo indicadas no tratamento de taquiarritmias
supraventriculares e ventriculares por produzirem bloqueio da atividade simpatica cardiaca
(Mason, 1993). A Lidocaina e a Mixiletina bloqueiam os canais de Na®, interferindo na condugéo
sinusal e suprimindo arritmias ventriculares e taquiarritmia por infarto agudo do miocéardio
(Mason, 1993). O Propranolol e seus derivados (Atenolol, Acebutolol e o Sotalol) controlam a
taxa ventricular nas taquiarritmias supraventriculares devido ao bloqueio dos receptores f3;-
adrenérgicos cardiacos (Mason, 1993). A Amiodarona previne a fibrilacdo atrial por bloguear os
canais de K e os receptores o e B-adrenergicos cardiacos (Mason, 1993). O Verapamil e
Diltiazem previnem as taquicardias supraventriculares causadas por reentrada nodal devido ao
bloqueio dos VDCC tipo L (Mason, 1993).

Embora os farmacos mencionados sejam eficazes no tratamento medicamentoso dos varios
tipos de arritmias cardiacas, estes possuem varios efeitos colaterais ou toxicos indesejaveis, como
efeito inotrépico negativo cardiaco e o efeito pré-arritmico (Mason, 1993). Inimeros farmacos

vém sendo estudados em modelos experimentais de arritmias cardiacas na tentativa de
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Fig. 7: Efeito dos agentes antiarritmicos sobre as diferentes fases do potencial de acéo cardiaco. (Goodman e
Gilman, 2007).



descobrir novas estratégias farmacoldgicas de tratamento das arritmias cardiacas pelo emprego de
farmacos dotados de maior eficdcia e seletividade de agdo anti-arritmica e ainda menor
toxicidade. Um exemplo disso € a introdugédo da adenosina na terapéutica anti-arritmica.

A adenosina é um derivado das purinas capaz de restaurar de forma rapida o ritmo cardiaco
em pacientes acometidos de taquiarritmias supraventriculares (Morady, 1999). Alguns estudos
mostraram que os efeitos anti-arritmicos da adenosina sdo mediados pela ativacdo de P;-
purinoceptores (receptores de adenosina), em especial do subtipo A;, existentes nas células atriais
e dos nodos sinoatrial e atrioventricular (Morady, 1999). Estes receptores estdo acoplados a
proteina G e sua ativagdo estimula as correntes de K* sensivel a acetilcolina (Kach) € inibe as
correntes de Ca?* mediadas pelos VDCC tipo L, resultando no encurtamento do potencial de ac&o
nestas células (Morady, 1999).

Recentemente alguns estudos propuseram que os fragmentos derivados da heparina, como a
enoxaparina, poderiam ser Uteis no tratamento da fibrilacdo atrial devido a sua agdo
antitrombética (Kim e cols, 2003). Todavia, esses estudos ndo descartaram a possibilidade de que
os fragmentos de heparina poderiam interferir nos mecanismos envolvidos na génese da fibrilacédo
atrial (Kim e cols, 2003). Na mesma época, estudos realizados em cultura de midcitos vasculares
de rato por Shinjo et al. (2002) propuseram que os fragmentos derivados da heparina eram
capazes de reduzir a resposta contratil destas células mediante a diminuicdo da [Ca*];. O estudo
propunha pela primeira vez que este efeito seria resultante da ativacdo do TNC pelos derivados da
heparina e conseqiiente aceleracdo da extrusdo do Ca®* dos midcitos vasculares (Shinjo et al.
(2002).

Como mencionado anteriormente, a atividade do NCX é fundamental para a regulacdo da
funcdo cardiaca. Assim, o bloqueio da fibrilacdo atrial em pacientes tratados com derivados de
heparina relatado por Kim e cols. (2003) provavelmente seria decorrente do aumento da extrusdo
de Ca** dos cardiomiocitos mediado pela ativacdo do NCX pelos derivados de heparina (Shinjo e
cols., 2002). Esta hipOtese vem sendo por pesquisadores ligados ao Nucleo de Pesquisas
Tecnologicas (NPT) da UMC (Prof. Dr. Carlos Marcelo G. Godoy), Centro Interdisciplinar de
Investigacdo Bioquimica (CIIB) da UMC (Prof. Dr. Ivarne Luiz S. Tersariol) e Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal de Sdo — Escola Paulista de Medicina (UNIFESP/EPM)
(Prof. Dr. Afonso Caricati Neto).



Em 2006, como fruto dessa colaboragédo multidisciplinar e multi-institucional, foi publicado
pela primeira vez, os resultados indicando que os fragmentos de heparina sdo capazes de bloquear
as arritmias cardiacas (Dissertacdo de Mestrado apresentada & UMC por Juliana Duarte em 2006).
Neste estudo experimental, foi mostrado que concentragdes micromolares dos fragmentos
derivados da heparina, como a Enoxaparina, sdo capazes de bloquear as arritmias induzidas por
estimulagdo elétrica transmural (EET) em atrio direito isolado de rato. Embora 0os mecanismos
moleculares e celulares ndo fossem totalmente conhecidos, este estudo seminal sugeria fortemente
que os derivados de heparina eram dotados de atividade antiarritmica. A seguir, abordaremos as

acOes cardiovasculares dos derivados de heparina.

1.3. OS DERIVADOS DA HEPARINA E SUAS ACOES
CARDIOVASCULARES

Do ponto de vista quimico, a heparina é um polissacarideo sulfatado com peso molecular
de 3.000 a 30.000 daltons, dotada de acdo anticoagulante por ativacdo da antitrombina Il
(Goddman & Gilman, 2007). Sua atividade por ser aumentada em até 1.000 vezes no sentido de
inibir os fatores da coagulacdo Ila e Xa. A ligacdo da heparina a antitrombina Ill depende da
presenca de uma unica seqiéncia de pentassacarideo contida em cerca de um terco da molécula
de heparina. Qualquer molécula de heparina que contenha o pentassacarideo pode inibir a acdo
sobre Xa, simplesmente pela ativagdo as antitrombina Il (Goddman & Gilman, 2007, p.1321-
1328). Para inativar a trombina lla, a heparina tem que se ligar a antitrombina Il e ao fator lla,
simultaneamente, formando um complexo ternario, que s6 ocorre com cadeias mais longas com
pelo menos 18 sacarideos (Goddman & Gilman, 2007, p.1321-1328). Pela inativacdo da
trombina, a heparina ndo somente previne a formacao de fibrina, mas também inibe a ativagéo de
plaquetas trombina-induzida e dos fatores V e VIII.

Dentre as varias propriedades bioldgicas da heparina destaca-se sua capacidade de ligar-se
a proteina de superficie carregada positivamente (Goddman & Gilman, 2007, p.1321-1328).
Além disso, a heparina pode ligar-se a proteina plasmatica, proteinas liberadas de plaquetas e
células endoteliais, resultando em resposta anticoagulante variavel (Young e cols., 1994; Nader e
Dietrich, 1989; Maciel, 2002).



A despolimerizagdo quimica e enzimética da heparina gera fragmentos de heparina de
baixo peso molecular, os quais sdo formando fragmentos de cerca de um terco do tamanho da
heparina (Dietrich, 1989). O peso molecular destes fragmentos varia de 4.500 - 5.000 daltons
(Dietrich, 1989). As diferencas na atividade bioldgica da heparina ndo fragmentada e dos
fragmentos de baixo peso molecular podem ser explicadas pela baixa capacidade de ligagéo
destas as proteinas plasmaticas, o que torna a relagdo dose-efeito destes fragmentos mais precisa
e sua meia vida plasmatica mais longa (Dietrich, 1989). Estas propriedades produzem um efeito
anticoagulante mais eficaz, seguro e com o minimo de efeito colateral.

Os fragmentos de baixo peso molecular derivados da heparina sdo representados pela
enoxaparina (4,5 kDa), Fraxiparina (5,5 kDa) e o dissacarideo trissulfatado da molécula de
heparina (DT) (Dietrich, 1989). Os outros compostos derivados da heparina sdo a Nadroparina (5
kDa) e a Ardeparina (7 kDa). A figura 7 mostra a estrutura quimica da heparina e de alguns
derivados da heparina.

A heparina € capaz de formar complexos com diversos compostos quimicos, dentre eles:
fons inorganicos (Ca**, Na', etc), alquilaminas e alcal6ides (Cloreto de Cetilpiridina), corantes
(Azul de Toluidina), aminas organicas (adrenalina, histamina, serotonina) proteinas basicas
(globinas, protamina), proteinas plasmaticas (fibrinogénio, beta lipoproteina) e agentes
farmacoldgicos (cloroquinas, estreptomicina, neomicina) (Dietrich, 1989).

A heparina também pode alterar a atividade de numerosas enzimas organicas como 0
DNA polimerase, pepsinogénio, beta amilase, fosfatase acida, miosina ATPase, renina, RNA
polimerase e outras (Dietrich, 1989). Além disso, a heparina é capaz de modificar as acdes de
varios hormdnios (ACTH, paratormdnio, tiroxina, e outras) e a atividade das células de defesa
imunologica (linfocito, macrofago e outras) (Dietrich, 1989). A heparina também inibe a reacéo
de sensibilidade (broncoespasmo, reacdo antidoto-anticorpo), a divisdo celular (mitose), além de
interferir em varios outros processos bioldgicos (Young e cols., 1992). Todavia, a heparina é
mais conhecida farmacologicamente por suas acfes anticoagulante, antitrombotica e anti-
hemostética (Dietrich, 1989).
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Figura 8: Estrutura Quimica da molécula de Heparina e de alguns fragmentos derivados da heparina (Modificado de
Dietrich e cols., 1999)



Os efeitos hemodinamicos da heparina resultam, em parte, de sua acdo sobre as células
endoteliais e musculares lisas dos vasos sanguineos (Dietrich, 1989). Sua acdo vascular produz
aumento do fluxo sangliineo devido a reducéo da resisténcia vascular mediada pela vasodilatagédo
(Shinjo et al., 2002). Este efeito parece ser resultante principalmente da reducdo da [Ca*']; nas
células musculares lisas dos vasos sanguineos (Shinjo et al., 2002). Os mecanismos pelo quais a
heparina e seus derivados reduzem a [Ca”*]; ainda n&o permanece sob investigac&o.

Estudos clinicos realizados Kim e cols. (2003) sugerem que pacientes com disfungdes
cardiacas tratados com derivados de heparina apresentam baixa incidéncia de fibrilacdo atrial. O
estudo sugere que os efeitos anti-arrtimicos dos derivados de heparina poderiam ser resultantes de
sua acdao anti-trombdtica. Todavia, os estudos realizados em células musculares lisas por Shinjo e
cols (2002) apontam para a possibilidade de que os derivados da heparina reduzem a [Ca**]; por
meio do aumento da extrusdo de Ca** mediado pela ativacdo do NCX. Este achado de Shinjo e
cols (2002) leva a suposicéo de que a redugdo da [Ca®*]; produzida pelos fragmentos derivados da
heparina em cardiomiocitos poderia reduzir a predisposicdo do tecido cardiaco ao

desenvolvimento de arritmias cardiacas.

A hipbtese acima parece fundamentar os resultados publicados por Duarte em 2006
(Dissertacdo de Mestrado apresentada & UMC). Neste estudo, concentracbes micromolares dos
fragmentos de baixo peso molecular derivados da heparina, como a enoxaparina, foram capazes
de bloquear as arritmias induzidas por estimulacdo elétrica transmural (EET) em atrio direito
isolado de rato. Embora os mecanismos moleculares e celulares envolvidos neste efeito nédo
fossem totalmente conhecidos, este estudo seminal sugere fortemente que os derivados de
heparina sdo dotados de atividade antiarritmica. O conhecimento dos mecanismos envolvidos nas
acOes anti-arritmicas dos derivados de heparina poderia abrir caminho para o uso clinico desses
farmacos no tratamento das DCV, incluindo as arritmias cardiacas, isquemia do miocardio,
angina pectoris, hipertensdo arterial, intoxicacao digitalica e outras (Antman e cols, 2002; Hodl e
cols, 2002).

A atividade do NCX e regulada por meio de dois mecanismos principais, denominados de
I, e I (Hilgeman, 1990). Na regulacéo 14, a atividade da troca decai para um estado de equilibrio
estatico apos o aumento da concentragéo intracelular de Na* (Hilgeman, 1990). Esta regulagéo é
mediada por uma por¢do especifica da molécula do NCX denominada de “exchange inhibitor

peptide” (XIP) (Hilgeman, 1990). O estado de inativacdo I, ocorre quando a [Ca®']; é reduzida



para valores abaixo de 200nM (Hilgeman, 1990). Quando a [Ca*']; se eleva para valores acima de
300nM, a ligacéo do Ca** ao NCX inibe o processo de inativacdo dependente do XIP, ativando a
troca Na*/Ca®* (Matsuoka e cols, 1997).

Os estudos de Shinjo e cols (2002) também mostraram que somente os dissacarideos
insaturados derivados de heparina e o heparam sulfato, os quais possuem ligagdo glicosidica 1-4,
tais como a Enoxaparina e o DT, promovem reducdo da [Ca?']; em células musculares lisas por
meio de sua acgdo direta sobre o XIP. A analise do efeito da Enoxaparina feita por Shinjo e cols.
(2002) sugere que sua porcao insaturada relaciona-se a maior afinidade ao XIP, do que o DT.
Portanto, no que se refere a possivel agdo dos fragmentos de heparina sobre arritmias cardiacas, é
provavel que a Enoxaparina e outros fragmentos de baixo peso molecular derivados da heparina
com a mesma insaturacdo e ligacdo glicosidica, possuam efeitos cardiacos similares. Por outro
lado, é provavel que, além desta insaturacéo e ligacao glicosidica, o tamanho da molécula possa
também influenciar a atividade anti-arritmica dos fragmentos de baixo peso molecular derivados
da heparina.

Tendo em vista a relevancia clinica dos fragmentos derivados da heparina, notadamente
em relacdo o seu efeito antiarritmico, estes poderiam reduzir os altos indices de hospitalizacédo
devido as arritmias cardiacas (Martinez e cols., 2002). Neste sentido, a caracterizagdo in vitro da
atividade antiarritmica do anti-arritmica dos fragmentos derivados da heparina constitui um
subsidio experimental importante para a avaliacdo da eficacia terapéutica destes farmacos no

tratamento de arritmias cardiacas em humanos.



2 OBJETIVOS

Visando aprofundar o conhecimento sobre a atividade antiarritmica dos fragmentos

derivados da heparina, no presente estudo decidimos investigar:
(1) o efeito de derivados da heparina com peso molecular maior do que 4,5 kDa, como a
Nadroparina (5 kDa) e a Ardeparina (7 kDa), no modelo de arritmia induzida pela
estimulacao elétrica transmural (EET) em atrio direito isolado de rato,

(2) a relagdo entre o peso molecular desses farmacos e suas a¢des antiarritmicas,

(3) o efeito da Enoxaparina sobre as arritmias atriais induzidas pela EET, na vigéncia do
blogueio do trocador Na*/Ca®* (NCX) produzido pelo KB-R 7943,

(4) o efeito dos derivados de heparina (Enoxaparina) sobre a forca de contracdo e o

relaxamento do atrio esquerdo de rato.



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, com idade de 4-6 meses,
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME) da Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de Medicina
(UNIFESP/EPM). Os animais foram transferidos do CEDEME-UNIFESP para o biotério da
Universidade de Mogi das Cruzes (UMC). Neste biotério, os animais foram mantidos até o
momento da experimentacdo em ambiente com condi¢Oes padronizadas de alimentagéo,
hidratacdo, temperatura (22+2°C), humidade e luminosidade. Os animais foram alojados em
gaiolas de polipropileno medindo 50 cm x 40 cm (4 a 5 animais por gaiola), forrada com
maravalha esterilizada. Os animais receberam ad libitum racdo comercial peletizada e agua
acidificada ( HCI 1N, pH = 3).

3.2. Solucéo Fisioldgica

Durante os experimentos, os atrios foram perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit
(KH) com a seguinte composi¢do (mM): NaCl 126,4; KCI 4,6; KH,PO 1,2; MgSO,4 1,2; NaHCO;
13,6; CaCl, 1,5; glicose 11,11. Esta solucdo foi saturada com carbogénio (95% O, + 5% CO,),
sendo o pH da solucdo ajustado para 7,4 e a temperatura mantida constante a 36,5° C. O pH da

solugéo foi medido por meio de pHmeter Q.400A (Quimis, S&o Paulo, SP-Brasil).
3.3. Preparacdo do Atrio para os Experimentos de Inducio de Arritmia

Os procedimentos experimentais para o estudo dos derivados de heparina sobre as
arritmias cardiacas foram realizados de acordo com as normas internacionais para
experimentacdo animal preconizadas pelo “Canadian Council on Animal Care” (1993).

Inicialmente os animais foram submetidos a eutanasia por concussao cerebral. Os animais

foram degolados para a realizacdo dos processos cirurgicos visando a remogéo do coracao. Para



tanto, a caixa toracica foi seccionada, os pulmdes foram deslocados de sua posic¢éo original para
permitir 0 acesso ao coragdo. Em seguida o coragédo foi exposto, isolado dos tecidos adjacentes e
0s vasos seccionados para liberacdo do coragéo.

Ap0s a remocdo, o coracdo foi imediatamente colocado em um becker contendo solugéo
de KH. Nesta condigéo, procedeu-se a lavagem das camaras internas do coracao para retirada do
sangue do interior das mesmas. Apoés a lavagem, o coracédo foi colocado sobre uma placa de Petri
contendo solucao de KH visando o isolamento dos atrios direito e esquerdo.

Por apresentar atividade contratil espontanea mantida pelo nodulo sinusal, o atrio direito
foi usado nos experimentos para estudo do efeito dos derivados da heparina sobre o
cronotropismo cardiaco. Por ser isento de atividade esponténea, o atrio esquerdo foi usado nos
experimentos para estudo do efeito dos derivados da heparina sobre o inotropismo cardiaco.

Os atrios isolados foram montados em sistema de 6rgaos isolados contendo solucdo de
KH saturada com carbogénio e mantida & temperatura constante de 36,5°C.

Apo6s a montagem, os atrios foram mantidos por um periodo de estabilizacdo de 40
minutos para estabilizacdo da preparacdo e apds este foram realizados os protocolos de inducéo

de arritmias cardiacas na auséncia e na presenca do derivados de heparina.

3.4. Protocolo Experimental de Inducéo de Arritmias Cardiacas

O protocolo de inducdo de arritmias cardiacas por estimulacdo elétrica transmural (EET) foi
baseado no protocolo proposto por Godoy et al. (1999) e Faria et al. (2009). A montagem
experimental utilizada nos protocolos de inducdo de arritmias consistiu-se de uma camara de
perfusdo cilindrica onde o atrio foi perfundido continuamente com solugdo nutritiva de KH. O
excedente de solucdo foi removido do sistema por meio de um sistema de aspiracdao a vacuo. A
temperatura da preparacédo foi mantida a 36,5° C por meio de um sistema de circulacdo de agua
dotado de aquecimento controlavel modelo TP-500 da Guaymar (Gaymar Industries, Inc, USA).
Este sistema permitia a passagem de dgua destilada pela cAmara e sua recirculagdo foi realizada
por meio de uma bomba de circulacdo de 4gua conectada a um sistema de tubos de silicone. Um
termdmetro digital Multi-System foi usado para a medicéo direta da temperatura da solucdo na

camara de perfuséo a cada 30 minutos.



Para a captacdo da atividade elétrica do &trio direito foram utilizados trés eletrodos de
prata-prata cloretada, sendo um deles o de referéncia (localizado na borda da camara) e para
estimulacdo foram utilizados dois fios de platina (eletrodos) conectados a uma unidade de
estimulacdo isolada modelo SIU5 da marca Grass (Grass Inst. Div, Astro-Med Inc., W. Warwick,
RI, USA) ligada a um estimulador elétrico de tensdo(3) (Grass S48 — Stimulador; Grass Inst.
Div., Astro-Med Inc, W. Warwick, RI, USA). Estes eletrodos foram conectados a um
amplificador diferencial modelo Iso-DAM8 da WPI (World Precision Instruments Inc, USA),
cuja saida foi acoplada ao osciloscopio digital modelo TDS 210 da Tektronix Tektronix, USA)
para monitoracdo do sinal.

As informagBes foram processadas e armazenadas em um computador marca LG®
equipado com um processador Intel Pentium Core Dual de 1.6 Ghz e sistema operacional
Windows® XP. A aquisicdo dos dados foi realizada por meio do programa computacional
AqDados® 7.02 e a analise dos dados e geracio dos registros foram feitos por meio do programa
AqDAnalysis® 7 (Lynx Tecn. Electr. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). A figura 8 mostra uma foto do

sistema usado para indugédo de arritmias e o registro das respostas atriais.

3.5. Parametros Avaliados

A frequéncia dos atrios direito isolados foi expressa por meio do nimero de batimentos
por minuto (bpm) e calculado pela expressdo: FCppm) = 1 / Ty x 60  (bpm). Para testar a
inducibilidade as arritmias, os atrios isolados foram submetidos ao protocolo de Godoy et al.,
Faria et al., (2009). Este protocolo sera descrito posteriormente.

A forcga de contracdo do atrio esquerdo isolado foi expressa por meio do pico da forga,
medido diretamente do registro armazenado pelo sistema de aquisi¢cdo de dados. Para quantificar

o relaxamento, foi ajustado o periodo de relaxamento por meio de uma exponencial de primeira

ordem: R=To+A1*EXP (-t/Tr).



Figura 9. Foto ilustrando a montagem experimental utilizada para atrio isolado, contendo uma cuba cilindrica de
acrilico com base de vidro para perfusdo (1), onde o &trio direito foi perfundido com solucéo de KH. A seta indica 0s
eletrodos, sendo dois eletrodos de platina, utilizados para estimulagéo, foram posicionados diametralmente a cuba de
perfusdo, conectados a uma unidade de estimulacgdo isolada(2) (Grass, SIU5 — Stimulus Isolation Unit; Grass Inst.
Div., Astro-Med Inc., W. Warwick, RI, USA) ligada a um estimulador elétrico de tensdo(3) (Grass S48 —
Stimulador; Grass Inst. Div., Astro-Med Inc, W. Warwick, RI, USA). Também indicado pela seta, na cuba também
havia trés eletrodos de captacdo, de prata cloretada, sendo um de referéncia e dois de captagdo, conectado a um
amplificador diferencial (4) (Word Precision Instruments, Inc; Isso-DAMS8). O monitoramento do eletrograma atrial
foi feito através de um osciloscopio digital (5) (Tektronix, TDS-210). A solugdo da cuba manteve-se aquecida por
uma bomba de circulagdo e aquecimento de agua controlavel (6) (Gaymar Industries, Inc; TP-500), sistema formado
por uma bomba circulatéria contendo tubos e conexdes que permitem a circulacdo de agua destilada, aquecida pelo
interior da cuba acrilica e seu retorno para bomba. As informag6es foram armazenadas em um microcomputador (7)
(LG® processador Intel, Pentium Core Dual 1.6 Ghz e 100GB Ram com sistema operacional Windows® XP. O sinal
captado foi acondicionado via programa de aquisicao de sinal (8) (AgDados® 7.02), sendo os registros analisados no

programa AgDAnalysis® 7 (Lynx Tecn. Electr. Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil).



3.6. Farmacos

Sobre as arritmias atriais induzidas eletricamente no atrio direito de rato, foram estudados
os efeitos da Ardeparina (10 - 100uM), Nadroparina (10 - 100uM) e Enoxaparina (100uM). O
peso molecular da Ardeparina corresponde a 7 kDa, o da Nadroparina corresponde a 5 kDa e o0 da
Enoxaparina corresponde a 4,5 kDa. Também foi estudo o efeito destes derivados da heparina na
presenca do bloqueador seletivo do NCX KB-R 7943 (50uM). Os farmacos citados foram
diluidos de solucdes de KH. Estes farmacos foram cedidos pelo Prof. Dr. lvarne Luis dos Santos
Tersariol (CIIB-UMC).

3.7. Protocolos Experimentais

Visando caracterizar os efeitos dos derivados da heparina sobre as arritmias induzidas
eletricamente em atrio direito isolado de rato, foram realizados o0s seguintes protocolos

experimetais:

Anélise do efeito da Ardeparina e Nadroparina sobre os parametros eletrofisiologicos do
atrio direito isolado de rato submetido ao protocolo de inducéo de arritmia por EET

Nestes ensaios, o atrio direito foi submetido ao protocolo de inducédo de arritmias, na auséncia
(controle) e na presenca de diferentes com concentracdes de Ardeparina (10, 30, 50 e 100 uM) e
de Nadroparina (10, 30, 50 e 100uM). O protocolo foi realizado da seguinte maneira: 12 Tentativa
na auséncia de droga (controle); 22 Tentativa na presenca de droga (tratado) e 32 Tentativa apos a

remocao da droga (lavado).



Anélise da eficacia anti-arritmica do fragmento de heparina em fun¢do do seu respectivo

peso molecular

Para esta analise, o peso molecular dos derivados da heparina foi correlacionado com
valor de eficicia destes em inibir as arritmias atriais eletricamente induzidas em étrio direito

isolado de rato.

Analise do efeito da Enoxaparina sobre o atrio direito isolado de rato na vigéncia do
blogueio do TNC pelo KB-R 7943.

Para cada atrio, foi realizado o protocolo de inducdo de arritmia na auséncia e na presenca
do bloqueador seletivo do NCX KB-R 7943 (50 uM) e da Enoxaparina (100uM). Os farmacos
citados foram testados nas seguintes condi¢des: 1# Tentativa na auséncia de droga (controle); 22
Tentativa na presenca de droga (Enoxaparina) e 3% Tentativa na presenca de droga (KB-R7943).
Também foram outros protocolos: 12 Tentativa na auséncia de droga (controle); 22 Tentativa na
presenca de droga (KB-R7943) e 32 Tentativa na presenca de droga (Enoxaparina).

Analise do efeito dos derivados de heparina sobre a forca de contracéo e o relaxamento da

musculatura atrial

Neste ensaio realizado no atrio esquerdo de rato, foi determinado o valor maximo da forca
de contracdo atrial (pico de contracdo atrial) e o tempo de decaimento da forca (relaxamento
atrial), na auséncia e na presenca dos derivados da heparina (Enoxaparina 100uM). A adicéo
deste farmaco foi feita 20 minutos apds a estabilizag&o do atrio.

3.8. Protocolo de Inducéo de Arritmias Atriais

O protocolo de indugéo de arritmia atriais por EET foi baseado em Godoy et al. (1999) e
Faria et al. (2009). O protocolo consiste da aplicacdo de um conjunto de até 6 trens de pulsos com
as seguintes caracteristicas: 250 pulsos bipolares de tensdo, 5 ms de duracgdo, intervalo entre
pulsos de 15 ms. A amplitude do pulso foi ajustada e expressa como maultiplos inteiros do limiar



atrial (LA). Na auséncia de farmacos na solucéo de perfusdo (Controle; N = 10), ndo foi possivel
induzir arritmia com trens de pulsos com amplitude igual a 1x LA, mesmo aplicando-se mais de 6
trens de pulsos. Aumentando-se sequencialmente a amplitude para 2x, 3x, 4x, 5x e 6x LA a cada
conjunto de 6 trens, induziu-se arritmia, respectivamente com os seguintes numeros de trens: 3-4;
2-3; 1-2; 1 e 1 (vide figura 9). Este resultado foi reproduzivel no minimo trés vezes para cada
uma das amplitudes de estimulo testadas. Desta forma, a aplicacdo de trens de pulsos com
amplitude igual 6x LA, implica em inducdo de arritmia com um unico trem (inducibilidade
méaxima do protocolo de inducdo), enquanto que a aplicacdo de trens com amplitude igual a 1x
LA implica em n&o inducdo (inducibilidade nula do protocolo de inducdo).

A partir da caracterizagdo da inducibilidade do protocolo de indugdo de arritmia,
utilizamos 0 mesmo em testes com farmacos. A seqliéncia de testes foi essencialmente a mesma
do controle, ou seja, foram aplicados um conjunto de até 6 trens (amplitude inicial de 2x LA),
apos 40 minutos de estabilizacdo do atrio na presenca do farmaco. Para a inducdo da arritmia, a
amplitude foi aumentada em 1 unidade (x LA), até atingir o valor maximo de 6x LA. Foi
estabelecido que a auséncia de arritmia, mesmos com trens de igual a 6x LA e na presenca do
farmaco, corresponde a eficacia maxima do farmaco.

Isto implica que o efeito do farmaco é antiarritmico e sua eficacia é maxima. Foi
estabelecido que a arritmia obtida em resposta aos trens com amplitude igual a 2x LA na vigéncia
do farmaco corresponde a uma eficdcia nula do farmaco. Vale ressaltar que 1x LA, corresponde
amplitude maxima para a qual ndo ha inducdo. Portanto, a amplitude méaxima do trem de pulsos
para a qual ndo ocorre arritmia (variando de 1 a 6) expressa a eficacia do farmaco em afetar a
inducibilidade de arritmia do atrio. Portanto, considerou-se a amplitude de estimulo como sendo

o efeito antiarritmico.
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Figura 10: Gréfico ilustrando o ndmero de trens (250 pulsos, duracdo de 5ms, intervalo entre pulsos de 15ms)
minimos e maximos necessarios para inducdo de arritmia em funcdo da amplitude de estimulo do trem (expresso
com multiplo do limiar atrial, LA). Para amplitude igual a 1x LA, ndo foi possivel induzir arritmia (inducibilidade
nula do trem de pulsos). Para amplitudes iguais a 5x ou 6x LA, arritmias foram induzidas logo no primeiro trem
(inducibilidade maxima do trem de pulsos).



3.9. Registro da forca de contracdo para o estudo dos efeitos dos

derivados de heparina sobre o inotropismo atrial

O isolamento do atrio esquerdo de rato e sua montagem na cuba de perfusdo foram os
mesmos ja descritos anteriormente para o atrio direito. Uma vez na cuba, o atrio esquerdo foi
fixado em uma de suas extremidades por um dos eletrodos de estimulagdo de platina. A outra
extremidade atrial foi fixada com um pequeno gancho ligado a um transdutor de forca (Straing
Gauge, modelo Fort 10 01A, World Precision Instruments) via fio de algoddo. O transdutor esta
acoplado ao “charriot” de um microscopio, viabilizando o controle ¢ medida do estiramento
atrial. O éatrio esquerdo foi estimulado a uma frequiéncia de 2 Hz (pulso de 5ms de duracéo;
amplitude 2x o limiar atrial).

O estiramento atrial foi ajustado para que o pico de forca fosse 80% do maximo obtido.
Apdbs um periodo de estabilizacdo de 40 minutos, adicionamos Enoxaparina ao banho de perfuséo
numa concentracdo de 100 uM. A forca foi registrada e armazenada (sistema de aquisicdo
computadorizado ja& mencionado) durante todo o experimento. A partir destes registros, medimos
0s picos da forca de contracdo e a cinética de relaxamento da forca de contragdo nas condicdes de
auséncia ou presenca da Enoxaparina.

O pico da forca foi medido diretamnte do registro da forca armazenado pelo sistema de
aquisicdo de dados. Para quantificar o relaxamento ajustamos o periodo de relaxamento (vide
figura 8) a seguinte exponencial de primeira ordem: R = To + A1* EXP (- t/ tg), onde R é 0
relaxamento atrial em funcdo do tempo, Ty € uma constante relacionada ao tdnus muscular, Al é
uma constante relacionada a amplitude da forca, t é a varidvel tempo (de relaxamento), tr é a
constante de relaxamento. Desta forma, tr expressa a cinética de relaxamento da contracéo atrial,
pois quanto menor for tg que ajusta a curva R de diminuicdo da forca, mais répido € o
relaxamento. A figura 10 mostra os parametros calculados em relacdo a contracdo e o

relaxamento do musculo atrial.
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Figura 11: llustragdo mostrando o perfil da contracdo isométrica do atrio. A contra¢do méaxima do atrio foi calculada
por meio da variagdo do tbnus basal base e o pico da contragdo. O relaxamento do atrio foi calculado pelo
decaimento da forga de contragdo apds o pico. A cinética de relaxamento foi calculada por meio do ajuste da curva

exponencial (1% ordem). A partir desta curva, foi determinada a constante de relaxamento ().



4 RESULTADOS

4.1. Caracterizacéo do Modelo de Arritmias Atriais

Antes da EET, a frequencia detectada no atrio direito (AD) de rato variou de 140 a 180
bpm (vide figura 10 e tabela 1). Estes valores ndao foram distintos dos valores obtidos
anteriormente usando a mesma metodologia de estudo (Godoy et al., 1999; Faria et al., 2009).
Apos a EET, a frequencia atrial aumentou em cerca de 10 vezes em relacéo a frequencia antes da
EET (vide figura 10 e tabela I). Estes valores foram similares aqueles obtidos em estudos prévios
(Godoy et al., 1999; Faria et al., 2009) e caracterizam a ocorréncia de taquiarritmias atriais. A
amplitude da EET necessaria para a inducao das arritmias atriais (AENIA) foi de 2x LA, ou seja,
similar aquela obtida em estudos prévios usando a mesma metodologia de inducdo de arritmia
atrial (Godoy et al., 1999; Faria et al., 2009). Conforme demonstrado por Godoy et al. (1999) e
Faria et al. (2009), estas taquiarritmias atriais induzidas por EET podem ser blogueadas pelo
antagonista de receptores muscarinicos Atropina, mesmo utilizando um valor de AENIA superior
a 6x LA.

4.2. Efeito dos Derivados de Heparina nas Arritmias Atriais

De forma similar ao efeito da Atropina, mencionado anteriormente, a incubacédo prévia do
AD de rato com concentra¢fes micromolares de Ardeparina (ARDE) ou Nadroparina (NADRO)
foi capaz de bloquear as taquiarritmias atriais induzidas pela EET (vide figura 11). As tabelas | e
Il mostram os parametros eletrofisiologicos obtidos antes e ap6s a EET em AD de rato, na
auséncia (controle) e na presenca da ARDE ou NADRO 10, 30, 50 e 100 uM.

Nos AD tratados com ARDE (30, 50 e 100uM), a freqliéncia atrial variou de 143 a 154
bpm (tabela I). Estes valores foram similares aos obtidos antes da EET (vide tabela I). A AENIA
nos AD tratados com ARD (30, 50 e 100 uM) foi superior a 6x LA (vide tabela 1). Na presenca
de ARDE, ndo foi possivel induzir arritmia nos AD mesmo aplicando AENIA superiores a 6x LA

(vide figura 11 e tabela 1). Resultados similares foram obtidos pelo uso da NADRO (vide tabela

).
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Figura 12. Eletrograma tipico mostrando o efeito da Ardeparina 30uM e Nadroparina 50uM em atrio direito isolado

de rato submetido & EET. Notar a freqliéncia atrial obtida antes e ap6s a EET (linhas verticais no meio do registro).



Tabela 1. Parametros eletrofisiologicos do atrio direito isolado submetido ao protocolo de EET,

na auséncia (controle) e na presenca de Ardeparina (10 — 100 uM).

ARDEPARINA

Controle 10uM 30uM 50uM 100uM
Frequéncia 144 + 8 150£5 142 £5 154 +8 143+6
Natural (bpm)
Amplitude
Para Inducéo 2 3 >6 >6 >6
de Arritmia
(x limiar atrial)
Frequéncia da 916 + 166 1000 + 80 Auséncia Auséncia  Auséncia
Arritmia (bpm) Arritmia Arritmia  Arritmia
Duracéo da
Arritmia (s) >60 50 -- -- --

Os valores correspondem a média + SEM de 4 ou 12 experimentos. No grupo controle foram
realizados 12 experimentos e no grupo Ardeparina foram realizados 4 experimentos para cada
concentracdo deste farmaco. A frequéncia natural foi registrada antes de cada arritmia. bpm =
batimentos por minuto.O valor >6 indica que ndo foi possivel induzir arritmia, mesmo aplicando
mais de 6 trens de pulso.



Tabela 2. Pardmetros eletrofisiologicos do atrio direito isolado submetido ao protocolo de EET,

na auséncia (controle) e na presenca de Nadroparina (10 — 100 uM).

NADROPARINA

Controle 10uM 30uM 50uM 100uM
Freqliéncia 180+ 7 173+5 120+ 9 130+5 125+ 4
Natural (bpm)
Amplitude
Para Inducéo 2 2 4 >6 >6
de Arritmia
(x limiar atrial)
Frequéncia da 1102+9 960 + 8 600+ 7 Auséncia Auséncia
Arritmia (bpm) Arritmia Arritmia
Duracédo da
Arritmia (s) >60 >60 <60 - -

Os valores correspondem a média + SEM de 4 ou 12 experimentos. No grupo controle foram
realizados 12 experimentos e no grupo Nadroparina foram realizados 4 experimentos para cada
concentracdo deste farmaco. A frequéncia natural foi registrada antes de cada arritmia. bpm =
batimentos por minuto.O valor >6 indica que ndo foi possivel induzir arritmia, mesmo aplicando
mais de 6 trens de pulso.



4.3. Estudos Quantitativos do Efeito Inibitério dos Derivados da

Heparina nas Arritmias Atriais

4.3.1. Relacdo entre o efeito antiarritmico e a concentracdo dos

derivados de heparina

Os estudos preliminares dos efeitos da ARDE e NADRO sobre as taquiarritmias induzidas por
EET em AD de rato, descritos no tépico anterior, mostraram de forma clara estas arritmias séo
bloqueadas pelos referidos derivados da heparina. Estes resultados sugerem que a ARDE e a
NADRO sdo dotadas de atividade anti-arritmica. Desta forma, foi necessario estabelecer as
relagbes quantitativas entre o efeito inibitorio e a concentracdo molar desses farmacos. Estas
permitem calcular a poténcia e a eficécia anti-arritmica da ARDE e NADRO.

O efeito inibitério da ARDE e NADR sobre as taquiarritmias atriais induzidas por EET foi
dependente da concentracdo molar empregada. A figura 12 mostra a curva concentracdo-efeito
(CCE) da ARDE e NODRA em comparagdo com outros fragmentos derivados da heparina. A
analise das CCE permite avaliar a concentracdo molar do farmaco capaz de produzir 50% do
efeito maximo. Este parametro definido como CEsy expressa a poténcia do farmaco para produzir
um determinado efeito farmacoldgico. O CEsy também permite estimar a afinidade aparente do
farmaco pelos seus sitios de ligacdo nas células (receptores). O CEso da ARDE, NADRO, ENOX
e DT foi de 20, 30, 60 e 300 uM, respectivamente. Portanto, a potencia anti-arritmica da ARDE
foi 1,5 vezes maior em relacdo a NADRO, 2 x vezes maior em relacdo a ENOX e 15 vezes maior
em relagdo ao DT (vide figura 12). Em concentracfes de 10 — 1000 uM, o analogo do DT e a

heparina foram incapazes de bloquear as arritmias induzidas por EET no AD de rato.
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4.3.2. Relacéo entre o efeito antiarritmico e o peso molecular dos derivados

de heparina

O peso molecular da ARDE (7 kDa) € maior do que o da NADRO (5 kDa) e o da ENOX (4,5
kDa). A potencia anti-arritmica da ARDE (CEsy= 20 uM) também é maior do que a da NADRO
(CE = 30uM) e a da ENOX (60uM). A figura 12 mostra a relacdo entre a concentragdo minima
do derivado de heparina para produzir o efeito antiarritmico maximo e seus respectivos pesos
moleculares. Os resultados mostraram que o efeito antiarritmico da ARDE foi maior comparados
aos demais derivados da heparina, incluindo a NADRO, ENOX, DT e a heparina (figura 13). Por
outro lado, o DT, com o menor peso molecular entre os fragmentos, foi 0 menos efetivo como
antiarritmico comparado aos demais derivados da heparina (figura 13). Portanto, quanto maior o

peso molecular do derivado de heparina maior € sua poténcia anti-arritmica.

4.4. Efeito do Bloqueio do Trocador Na/Ca®* sobre a Acdo Anti-

arritmica dos Derivados da Heparina

Os estudos realizados por Shinjo e cols. (2002) em cultura de células musculares lisas
vasculares sugerem que os derivados da heparina podem reduzir a [Ca®*]; por aumentar a
extrusdo do Ca** por meio do trocador Na*/Ca?* (TNC). Este efeito poderia contribuir para o
relaxamento da musculatura lisa vascular (Shinjo et al., 2002). No presente estudo, avaliamos a
possibilidade do envolvimento do NCX no efeito anti-arritmico dos derivados da heparina. Para
tanto, foi estudado o efeito do bloqueio do NCX pelo KB-R 7943 sobre a acdo anti-arritmica da
ENOX.

A figura 14 mostra os efeitos do blogueador do NCX KB-R7943 50 uM e da ENOX
100uM em AD de rato submetido & EET. A EET produziu taquiarritmia atrial no AD controle,
mas o tratamento do AD com ENOX 100uM bloqueou a inducgéo das taquiarritmias atriais (figura
14). O tratamento do AD com KB-R7943 50uM, nédo bloqueou as taquiarritmias atriais (figura
14). As taquiarritmias ocorridas na presen¢a do KB-R7943 foram diferentes daquelas obtidas no

controle, pois houve uma irregularidade no ritmo atrial em relagdo aquela obtida no AD tratado



com KB-R7943. O tratamento do AD com o KB-R7943 + ENOX também ndo bloqueou a
inducdo

(NORMALIZADD EM HELA@A-D
ADEFEITC DOOT)

CONCENTRACAD MINIMA PARA
OBTER O EFEITO MAXIMO

oT Enoxaparina Nadroparina Ardeparina Heparina
(0,6kD a) 4.5k D ) (5 kD a) (7 kDa) (12 ke

FESD MOLECULAR

Figura 14. Histograma mostrando a relacdo entre a concentragdo minima para indugdo do efeito antiarritmico

méaximo e o peso molecular dos derivados de heparina. (N=4 - 6)
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das taquiarritmias atriais. A inversdo da ordem de incubagdo dos farmacos testados ndo alterou

os resultados relatados anteriormente.

4.4.1. Efeito do Bloqueio do Trocador Na*/Ca*" sobre a amplitude de estimulo necessario

para inducéo de arritmias atriais

A figura 15 mostra a amplitude de estimulo necessario para indugdo de arritmia atriais
(AENIA) no AD de rato controles ou tratados com KB-R 7943 50uM ou KB-R 7943 50uM +
ENOX 100puM. No AD controle (auséncia de farmacos), a EET induziu taquiarrimias com
AENIA de 2x LA. No AD tratado com KB-R 7943 50uM (incubado 5 minutos antes da EET), o
AENIA foi similar ao controle (2x LA). No AD tratado com ENOX 100uM (incubado 30
minutos antes da EET) + KB-R 7943 50uM (incubados 5 minutos antes da EET), o AENIA foi
de 2x LA.

4.4.2. Efeito do Bloqueio do Trocador Na/Ca** sobre o nimero de trens de pulsos

necessarios para inducdo de arritmia atriais

A figura 16 mostra o nimero de trens necessarios para inducédo de arritmia no AD de rato
controles ou tratados com KB-R 7943 50 uM ou KB-R 7943 50uM + ENOX 100puM. No AD
controle (auséncia de farmacos) foi necessario 5 trens de pulsos para induzir arritmia. No AD
tratado com KB-R 7943, a inducdo de arritmia foi facilitada, sendo necessario apenas 1 trem de
pulso para inducéo de arritmia. No AD tratado com KB-R 7943 + ENOX ndo houve diferenga do
numero de trens de pulsos necessarios para inducdo de arritmia em relagdo ao AD tratado
somente com KB-R 7943.
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Figura 16: Histogramas mostrando a amplitude de estimulo necessaria para a tentativa inducgdo de arritmia em atrio
direito de rato, na auséncia (controle) e na presenca de KB-R 7943 50uM, Enoxiparina 100uM ou KB-R 7943 50uM

+ Enoxaparina 100uM. Gréficos com resultados histocraticos.
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Figura 17: Histograma mostrando o nimero de trens de pulsos necessarios para indugdo de arritmia em atrio direito
de rato, na auséncia (controle) e na presenca de KB-R 7943 50uM, Enoxaparina 100puM ou KB-R 7943 50uM +

Enoxaparina 100uM. Gréficos com resultados histocraticos.



4.5. Efeito dos Derivados de Heparina sobre a forca de contracdo e o

relaxamento atrial

A figura 17 mostra o efeito da ENOX 100 uM sobre a forca de contracdo do atrio
esquerdo (AE) de rato. A forca foi normalizada em relacdo ao tempo de 10 minutos de
experimento. No AE controle (auséncia de ENOX) observa-se um aumento do pico da forca até o
final do experimento em cerca de 10% em relagdo ao valor inicial. No AE tratado com ENOX
100uM por 30 minutos, observa-se uma queda no pico da forca atrial em cerca de 50% em
relacdo ao valor inicial.

A figura 18 mostra o efeito da ENOX 100 uM sobre o decaimento (normalizado) da forca
durante o relaxamento do AE de rato. No AE tratado com ENOX, o decaimento da curva atingiu
80% do seu valor inicial em cerca de 40 ms antes do decaimento observado no AE controle
(auséncia de ENOX).

A figura 19 mostra o efeito da ENOX 100uM sobre o valor de TAU obtido a partir da
curva de decaimento durante o relaxamento atrial. No AE tratado com ENOX, os valores do TAU

foram menores em relacdo aqueles obtidos nos AE controles (auséncia de ENOX).
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Figura 18: Grafico mostrando o efeito da Enoxiparina 100uM sobre a forca de contragdo do atrio esquerdo de rato.

Notar que a Enoxaparina reduziu a forca de contragdo atrial. (N=4)



=
o
1

—— CONTROLE
————————— ENOXAPARINA 100 micro Molar

o
(0]
]

o
(2]
]

o
~
1

o
)
1

o
o
]

DECAIMENTO DA FORCA (NORMALIZADO)

0 50 100 150 200
TEMPO (ms)
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos de 3 moléculas derivadas da heparina, a Ardeparina
(ARDE), a Nadroparina (NADRO) e a Enoxaparina (ENOX), sobre as arritmias induzidas pela
EET em atrio direito isolado de rato. Adicionalmente, este estudo investigou o efeito dos
derivados da heparina sobre a forca de contracédo e o relaxamento da musculatura atrial de rato.

O estudo quantitativo do efeito antiarritmico dos derivados da heparina (ARDE, NADRO e
ENOX) mostrou uma relacéo entre a potencia antiarritmica e o peso molecular desses derivados.
Tendo em vista, aprofundar o entendimento da acdo da ENOX sobre o NCX, nosso estudo
também comparou a alteracdo da forca de contracdo e o relaxamento da musculatura atril, por
meio de uma analise do pico e da cinética de decaimento da forca na presenca da Enoxaparina.

A quantificacdo do efeito antiarritmico foi baseada em trabalho de Godoy e cols (1999), o qual
também ja foi base para outros trabalhos. Por exemplo, Zafalon (2001), estudou a influéncia de
agentes farmacologicos (ex: carbacol, AMPciclico e verapamil) sobre a inducdo de arritmias
atriais. Contudo, diferente de nossa abordagem atual, aquele estudo baseado no fenémeno do tipo
“tudo ou nada” (induz ou nao induz) incidente numa seqiiéncia de tentativas de inducdo. Em
nosso estudo utilizamos a amplitude de estimulo como indicador de inducibilidade de arritmias
atriais. Em estudo similar, Kirchhof e cols (2003) mostraram o efeito antiarritmico da amiodarona
sobre a fibrilacdo ventricular. Este estudo mostrou uma associagdo direta entre a amplitude dos
trens de pulsos com a inducibilidade de arritmias.

Empregando a mesma metodologia, Duarte et al (2005), verificou que outros farmacos (ex:
atropina e fragmentos de heparina) sdo capazes de bloquear as arritmias atriais. Faria e cols,
(2008), utilizou 0 mesmo protocolo deste trabalho para desenvolver uma metodologia especifica
e reprodutivel para inducGes de arritmias em atrio direito isolado de ratos de diferentes idades e
também utilizou a metodologia desenvolvida para verificar o efeito arritmogénico da estimulacéo
colinérgica sobre a indugéo de arritmias atriais de ratos jovens, infantes e neonatos. Sendo assim,
entendemos que a metodologia adotada neste estudo foi abonada e qualificada pela literatura.
Portanto, foi possivel quantificar a eficacia e a poténcia de outros fragmentos de heparina (ARDE
e NADRO), além dos anteriormente estudados por Duarte e cols, (2006).

O decaimento da forga de contracdo da musculatura atrial foi claramente potencializada na

presenca de concentragdes molares de ENOX (100uM). No que se refere ao relaxamento atrial, a



curva de decaimento mostrou que a ENOX foi capaz de acelerar o relaxamento quando
comparado ao controle. Este efeito poderia ser decorrente, pelo menos em parte, da aceleragdo da
extrusdo do Ca®* causado pelo aumento da atividade do TNC produzido pela ENOX. Esta
proposta de que os fragmentos de heparina sdo capazes de diminuir a [Ca®"]i ja foi sugerida
anteriormente por Shinjo (2002), a partir de experimentos em células musculares lisas vasculares
obtidas por cultura celular. Portanto, os resultados aqui apresentados podem estar refletindo uma
alteracdo na contracdo do musculo cardiaco, em resposta da acdo da ENOX sobre o NCX. Isto
novamente, corrobora a idéia de que os fragmentos de heparina sdo capazes de aumentar a
atividade do NCX, acelerando a extrusdo de Ca”* dos cardiomidcitos. Outros estudos também
sugerem que estes fragmentos de heparina podem agir sobre 0 NCX, presente na superficie da
membrana plasmética, facilitando a extrusdo do Ca** dos cardiomiocitos (Blaustein, 1989).

De forma similar ao proposto por Shinjo e cols (2002), verificamos também que, o efeito
antiarritmico correlaciona-se positivamente com o peso molecular dos fragmentos de heparina,
pois os fragmentos com o maior peso molecular apresentaram um maior efeito antiarritmico entre
os farmacos testados.

Nossos resultados também mostraram que o efeito antiarritmico da ENOX foi abolido pelo
bloqueio farmacol6gico do NCX produzido pelo KB-R 7943. Isto vai novamente ao encontro a
proposta da acéo seletiva deste fragmento no NCX, conforme sugerido por Shinjo et al., (2002).

O NCX desempenha um papel decisivo na homeostase celular de Ca** e no controle do
disparo de impulsos elétricos normais e anormais que controlam o mecanismo de excitacdo-
contracdo cardiaco (Bers, 2000). Apesar deste estudo ndo realizar a medida direta do efeito dos
fragmentos de heparina sobre a homeostase celular de Ca®* em cardiomidcitos, nossos resultados
sugerem que, ultima analise, os fragmentos de heparina com caracteristicas especificas dos
fragmentos estudados, podem ter efeito antiarritmico, provavelmente, por interagir com o0 NCX.
Finalmente, evidenciamos em nossos estudos a interacdo dos fragmentos de heparina de forma
direta sobre 0 NCX, governando sua atividade bioldgica. Assim, nossos estudos fornecem bases
experimentais importantes para o desenvolvimento de drogas clinicamente U(teis para o

tratamento de arritmias cardiacas.



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que:

1. Concentracdes molares de Ardeparina, Nadroparina e Enoxaparina foram capazes de
bloquear as arritmias induzidas eletricamente em atrio direito isolado de rato, indicando que

esses farmacos possuem atividade antiarritmica,

2. A poténcia antiarritmica dos fragmentos de heparina testados esta relacionada com o peso
molecular desses farmacos, pois a poténcia antiarritmica da Ardeparina (7 kDa) foi maior em

relacdo a da Nadroparina (5 kDa) e da Enoxiparina (4,5 kDa),

3. A auséncia de efeito antiarritmico dos derivados da heparina observada na vigéncia do
bloqueio do trocador Na*/Ca®* (NCX) pelo KB-R 7943, confirma que este efeito antiarritmico
é ser mediado, pelo menos em parte, pelo aumento da extrusdo do Ca®* causada pela inibicéo

da inativacdo do NCX,

4. Além das acBes antirritmicas, os derivados da heparina também interferem na forca de
contracdo e no relaxamento da musculatura atrial, pois a Enoxaparina foi capaz de reduzir a

forga de contracgdo e acelerar relaxamento da musculatura do atrio esquerdo de rato.
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