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RESUMO

Alguns fragmentos de Heparina, como a Enoxaparina®, aceleram a remocé&o do calcio
intracelular via ativacdo do trocador sodio-célcio (TNC), podendo ajudar no tratamento
e/lou prevencao de arritmias causadas pela sobrecarga de calcio intracelular em
cardiomiécitos. Tendo em vista que a expressdo do TNC muda com a idade, é
esperado que o efeito destes farmacos também se modifigue durante o
desenvolvimento do animal. Assim, neste trabalho estudamos o efeito da
Enoxaparina® sobre o cronotropismo — ritmo sinusal e arritmias — em atrio direito
isolado de ratos infantes, e o comparamos com o obtido anteriormente em atrio de
ratos adultos. Enoxaparina® foi adicionada, em diferentes concentracdes, a solucao de
perfusdo de cada atrio. Utilizamos trens de pulsos de 250 pulsos bipolares de tenséo,
67 hertz, para inducdo de arritmias nas condicbes de auséncia ou presenca da
Enoxaparina® na solucdo de perfusdo. A amplitude de estimulo dos pulsos e a
frequéncia atrial foram utilizadas como indicadores da inducibilidade de arritmias e do
ritmo atrial, respectivamente. A eficacia antiarritmica maxima da Enoxaparina® nos
atrios de ratos infantes e adultos ocorreu para concentragbes de 30 uM e 100 uM.O
ritmo sinusal diminuiu em torno de 30% na presenca de Enoxaparina®, em relacao a
condicao de auséncia deste farmaco na solucao de perfuséo, tanto para atrios de ratos
adultos quanto infantes. Contudo, esta diminui¢cdo no ritmo se deu para concentracdes
uma ordem de grandeza menor nos infantes (5yM no infante e 50 uM no adulto). A
concentracdo de 50 uM de Enoxaparina® foi letal (parada sinusal seguida de morte)
para atrios de ratos infantes. Estes resultados podem ser explicados, pelo menos em
parte, pelas alteracdes na expressdo do TNC que sédo esperadas ocorrer com a idade
do animal. Concluimos que a Enoxaparina® reduz o ritmo normal e tem efeito
antiarritmico atrial em ratos infantes em concentracdes significativamente menores que
em adultos, sugerindo que o fator idade deve ser cuidadosamente considerando na
utilizacédo clinica deste farmaco.

Palavras — chave: cronotropismo, Enoxaparina®, arritmias, infante.



ABSTRACT

Some fragments of heparin, such as Enoxaparin®, accelerate the removal of
intracellular calcium via activation of sodium-calcium exchanger (NCX), which may help
in the treatment and/or prevention of arrhythmias caused by intracellular calcium
overload. Considering that the expression of NCX changes with age, it is expected that
the effect of these drugs also changes during the development of the animal. In this
work we studied the effect of Enoxaparin® on chronotropism- sinus rhythm and
arrhythmias - in the isolated right atrium of infant rats, and compared it to what was
previously obtained in adult rats. Enoxaparin® was added, in different concentrations, to
the atrium perfusion solution. In order to induce arrhythmia, we used 250 bipolar voltage
pulses (67 hertz) in the absence or presence of Enoxaparin®. The pulse stimulation
strength and atrial rate were used as indicators of arrhythmia induction and sinus
rhythm, respectively. The maximum antiarrhythmic effectiveness of the Enoxaparin® in
infant and adult rat isolated right atria occurred in concentrations of 30uM and 100uM,
respectively. The sinus rhythm decreased approximately 30% in the presence of
Enoxaparin®, in relation to the condition of absence of this drug in the perfusion solution
for both adult and infant atria. However, this atrial rate decreasing occurred at
concentrations of an order of magnitude lower in infants (5uM in infant; 50uM in adult).
The concentration of 50uA of Enoxaparin® was lethal (sinus rhythm nullification followed
by atrial death) for infant atrial tissue. These results could be explained, at least in part,
by changes in the expression of TNC that are expected to occur with the animal’s age.
We conclude that Enoxaparin® reduces the normal rate and has atrial antiarrhythmic
effect in infant rats at significantly lower concentrations in relation to what occurs in adult
rats, suggesting that age should be carefully considered for the clinical use of such a
medicine.

Keywords: Chronotropism, Enoxaparin®, Arrhythmias, Infant.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as doencas cardiovasculares,
incluindo as arritmias cardiacas, sdo as principais e a primeira causa de morte no
mundo, sendo 15 milhdes de morte por ano, correspondendo a 30% do total de ébitos
mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento. Somente a Doenga Arterial
Coronariana foi responséavel por 33% das mortes no mundo (vide revisédo de ALVES &
MARQUES, 2009) e, no Brasil, a mortalidade devido a esta doenca oscila entre 2,5 a
11,3 Obitos por 100 mil habitantes homens, entre 45 a 55 anos (WORD HEALTH
ORGANIZATION, 2005).

N&o menos importantes sdo as arritmias cardiacas — que sdo anormalidades na
origem e/ou disturbio na conducéo da atividade elétrica do coracdo — as quais podem
afetar drasticamente a atividade mecéanica de bombeamento de sangue do coracéo,
podendo causar inclusive um elevado numero de o6bitos (GOLDSTEIN et al.,, 1995;
GOLDBERGER, 1999; A. H. A, 2004)

Visando reduzir a mortalidade resultante das arritmias cardiacas, procedimentos
terapéuticos sdo necessarios para impedir o desenvolvimento das disfuncdes cardiacas
gue levam as arritmias. Normalmente as arritmias cardiacas sao tratadas através de
trés abordagens distintas: farmacoldgica, eletroestimulacédo e procedimentos cirlrgicos.
Os tratamentos de arritmias realizados por eletroestimulacdo séo utilizados para
cessacao forcada das arritmias, enquanto que os tratamentos realizados por farmacos
antiarritmicos sao paralelamente utilizados para prevencdo, dependendo do perfil do
paciente e, particularmente, do perfil especifico da arritmia.

Os farmacos antiarritmicos sdo classificados de acordo com seu mecanismo de
acao a nivel molecular, celular e tecidual. Por exemplo, o propranolol e seus anélogos,
como o atenolol, sdo usados como antiarritmicos por serem capazes de reduzir a
despolarizacdo do marca-passo sinusal devido ao blogueio dos receptores beta-
adrenérgicos cardiacos (PRIORI et al.,, 1999). Podemos citar também a flecainida

(blogueador de canais de sédio voltagem-dependente) e o verapamil (bloqueador dos
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canais de célcio voltagem-dependente, tipo L) que possuem acao antiarritmica por
serem capazes de alterar o limiar do potencial de acdo nas células cardiacas (PRIORI
et al., 1999). A amiodarona (bloqueador de canais de K*) prolonga o potencial de agio
nas células cardiacas produzindo efeito antiarritmico (PRIORI et al., 1999).

Embora os farmacos mencionados sejam eficazes no tratamento medicamentoso
dos vérios tipos de arritmias cardiacas, os mesmos possuem muitos efeitos colaterais
ou toxicos indesejaveis, como o efeito inotrépico negativo (diminuicdo da forca de
contracdo) e/ou efeitos cronotrépicos positivos (taquiarritmias) e negativos (bradicardia)
(MANSON, 1993), sugerindo que novos farmacos precisam ser estudados para a
melhora da eficacia nos tratamentos de alteragcées no ritmo do coracéo.

Especificamente no caso do cronotropismo - que é a modificacdo que ocorre no
tempo de contracdo cardiaca, podendo ser devida a diversos fatores, tais como idade
ou farmacos - ha duas caracteristicas cardiacas fundamentais a serem consideradas,
sendo uma normal (a autorritmicidade) e outra patologica (a inducibilidade de arritmias).
A autorritmicidade é normalmente avaliada pela frequéncia cardiaca, enquanto que a
inducibilidade de arritmias € normalmente avaliada por meio de parametros
relacionados a capacidade de inducdo de arritmias por eletroestimulacdo e/ou
farmacos.

Recentemente alguns estudos apontaram que os fragmentos derivados da
heparina, como a Enoxaparina®, podem ser Uteis no tratamento de alteracdes
cronotropicas atriais, especificamente a fibrilacdo atrial, devido a sua acao
antitrombdtica (KIM et al., 2003), sem descartar contudo a possibilidade de que os
fragmentos de heparina podem interferir nos mecanismos envolvidos na génese desta
arritmia. Na mesma época, em estudos realizados com a Enoxaparina®, foi verificado
gue seu uso estd associado a uma reducao de 20% nos eventos clinicos durante a fase
aguda do tratamento de pacientes com angina instavel e infarto do miocardio (ANTMAN
et al., 2002).

Por outro lado, estudos obtidos em células musculares lisas apontaram para a
possibilidade de que os derivados da heparina reduzem a concentracdo de calcio
intracelular por meio do aumento da extrusdo de célcio, mediado pela ativacdo do
Trocador Sédio e Calcio — TNC (SHINJO et al.,, 2002). A assertiva acima leva a
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suposicdo de que a reducdo de caélcio intracelular produzida pelos fragmentos
derivados da heparina em célula muscular lisa poderia também ocorrer em
cardiomiécitos. Neste caso, o efeito de fragmentos de heparina poderia, em tese,
reduzir a predisposicdo do tecido cardiaco ao desenvolvimento de arritmias por
sobrecarga intracelular do fon Célcio (Ca®").

De fato, esta hipotese vem sendo testada no Laboratério de Eletrofisiologia
Cardiaca do Nucleo de Pesquisas Tecnologicas (NPT) da UMC, coordenado pelo Prof.
Dr. Carlos Marcelo Gurjao de Godoy, em colaboragcdo com pesquisadores da UNIFESP
(Prof. Dr. Ivarne Luiz dos Santos Tersariol, Prof. Dr. Afonso Caricati Neto e Profa. Dra.
Helena Bonciani Nader). A partir desta pesquisa realizada pelo Laboratorio de
Eletrofisiologia Cardiaca no NPT, foi verificado que os fragmentos de heparina sao
capazes de atenuar a inducibilidade de arritmias atriais (Duarte, 2006). Neste estudo
experimental foi mostrado que, em concentracbes de dezenas de micro molares,
fragmentos derivados da heparina, como a Enoxaparina® sdo capazes de evitar a
inducdo de arritmias por estimulacdo elétrica transmural (EET) em atrio direito isolado
de ratos adultos.

Embora os mecanismos moleculares e celulares nédo sejam totalmente
conhecidos, este estudo sugeriu que derivados de heparina poderiam ter efeito
cronotropicos importantes possivelmente por reduzir a concentracdo de calcio
intracelular via aumento da extrusdo de célcio, mediado pela ativacdo do TNC,
similarmente ao proposto por SHINJO et al., (2002) em musculo liso. Desta forma, os
possiveis mecanismos cronotropicos destes farmacos nas arritmias e no ritmo sinusal
normal estariam envolvidos de maneira importante com suas a¢fes sobre o TNC.
Tendo em vista que, em animais mais jovens a expressao da atividade do TNC nos
cardiomidcitos é maior do que a de animais adultos (ZAFALON, 2001), parece razoavel
esperar que o efeito cronotropico destes farmacos se alterem em funcdo da idade do
animal.

Assim, visando aprofundar os estudos sobre o efeito cronotrépico de fragmentos
de heparina, considerando as alteragcdes que sédo esperadas ocorrer na atividade do

TNC devido a idade, no presente estudo investigamos o efeito da Enoxaparina® sobre o
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ritmo sinusal e sobre arritmias induzidas por estimulacéo elétrica transmural em atrio
direito isolado de rato infante.
Apresentamos a seguir as bases tedricas relacionadas a este trabalho.

1.1 SISTEMA CARDIOVASCULAR

O coracdo compbe o sistema cardiovascular, que € considerado o principal
sistema de integracdo do organismo. Este orgao é especializado em bombear sangue
para os pulmdes, O0rgdos e tecidos, levando nutrientes e removendo os produtos do
metabolismo das células do organismo. Em seguida uma explicacdo sobre a fisiologia
do sistema cardiovascular sera elucidada com base em revisédo bibliografica de BERNE
& LEVY, 2000; OPIE, 1998; DANGELO & FATTINI, 2004; BABSKY et al., 1989.

Nos mamiferos, o coracdo € formado por musculatura cardiaca (miocéardio) de
trés tipos principais: musculos atriais, musculos ventriculares e fibras especializadas
excitatérias e condutoras. O coracdo € internamente revestido pelo endocardio e
externamente pelo epicardio, constituindo-se de quatro camaras, dois atrios e dois
ventriculos, que funcionam como duas bombas ligadas em série, que ejetam sangue
para as circulacfes pulmonares e sistémicas.

A circulacao cardiovascular nos mamiferos (figura 1) ocorre da seguinte maneira:
0 sangue proveniente da circulacdo sistémica chega ao atrio direito pela veia cava
superior e inferior. Este sangue flui diretamente para o ventriculo direito devido a
contracdo do atrio direito. O ventriculo direito, por sua vez, inicia a denominada
circulacdo pulmonar, contraindo-se e bombeando o sangue para os pulmdes, pelas
artérias pulmonares, onde é feita a troca gasosa de CO, por O, (oxigenacao
sangilinea). O sangue rico em oxigénio, proveniente dos pulmdes, flui para o atrio
esquerdo do coracéo, via veias pulmonares fechando a circulagdo pulmonar. O sangue
oxigenado proveniente dos pulmdes flui para o ventriculo esquerdo com auxilio da
contracdo do atrio esquerdo. O ventriculo esquerdo, por sua vez, bombeia o sangue,

via artéria aorta, para todo o corpo, iniciando a chamada circulacdo sistémica. A
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circulacédo sistémica finaliza-se com o sangue retornando ao atrio direito do coragao,
pelas veias cava superior e inferior.

A comunicacdo entre as camaras atriais e ventriculares € feita através de
valvulas presentes no septo atrioventricular , que se abrem e fecham de acordo com o

gradiente de presséo, como ilustrado na figura 2.
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Figura 1: Estrutura anatdmica do coracéo.O cora¢do mostrando a sequéncia do fluxo sangliineo pelas
camaras cardiacas. O fluxo esta indicado pelas setas, sendo que as setas azuis indicam sangue venoso
e as vermelhas indicam o sangue arterial (modificado de GUYTON & HALL, 1997).
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Figura 2: llustracdo das camaras do coracdo de mamiferos. Nota-se que 0 coragdo apresenta 4
camaras, sendo 2 atrios (direito e esquerdo) e 2 ventriculos (direito e esquerdo), septo interventricular
gue separa os dois ventriculos (direito esquerdo) e duas véalvulas muito importante: a mitral ou bicuspide
do lado esquerdo do coracgdo; e a tricuspide que fica ao lado direito do coragdo (Modificado de H.

GRAY,1998).
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A eficiéncia do bombeamento do coracao requer atividade ritmica e coordenada
dos atrios e ventriculos, segundo um padrdo seqiencial de excitacdo e contragdo,
regulando precisamente o volume sanguineo ejetado em cada ciclo cardiaco. Para o
perfeito funcionamento do coracgdo, o tecido cardiaco conta com quatro propriedades
fundamentais: contratibilidade; automatismo; excitabilidade e condutibilidade. A
contratibilidade é a propriedade que o tecido cardiaco tem de se contrair em resposta a
atividade elétrica gerada e conduzida no préprio tecido cardiaco. O automatismo € a
propriedade que o tecido cardiaco tem de gerar espontaneamente e ritmicamente sua
prépria atividade elétrica. A excitabilidade é a propriedade que o tecido cardiaco tem de
responder eletricamente a uma excitagcdo elétrica ou mecanica. A condutibilidade é a
propriedade que o tecido cardiaco tem de conduzir a atividade elétrica gerada por ele
mesmo. A seguir esta descrita a conducdo da atividade elétrica no coracdo de

mamiferos.

1.1.1 Atividade elétrica Cardiaca

A atividade elétrica do coracdo de mamiferos tem inicio no nédulo sinusal (NS),
gue € constituido por um conjunto de células cardiacas especializadas dotadas da
capacidade de se despolarizar espontaneamente. Anatomicamente representado na
figura 3, o nodulo sinusal esta localizado na extremidade superior do lado externo do
atrio direito, proximo a veia cava superior (CAIN, 1987).

A partir do disparo da atividade elétrica através do nodulo sinusal, esta se
propaga pelo miocardio atrial ativando a contracdo de toda a musculatura atrial,
atingindo o nodulo atrio ventricular (NAV), onde héa células do tecido especializado
condutor dos ventriculos, representado pelo feixe de His e seus ramos e sub-ramos
direito e esquerdo, terminando no sistema de Purkinje (figura3) e ativando a contracao
sequencialmente de toda a musculatura ventricular do 4pice a base do coracéo.

A atividade elétrica do coragdo constitui-se de potenciais de acao (PA). O PA é

um fendmeno elétrico gerado e conduzido na membrana de células excitaveis,
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Nodulo SA

Fibras de Purkinje

Figura 3: Desenho mostrando a conducdo da atividade elétrica do coracdo. Uma seccdo frontal do
coracdo no qual exibe-se as estruturas relacionadas a génese e a conducéo da atividade elétrica do
coracdo (Modificado de JUNQUEIRA, 2005).
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como os cardiomidcitos, a partir de um potencial de membrana (negativo no interior da
célula) que ndo se propaga. O PA pode ocorrer na membrana celular das células
miocardicas devido a estimulacéo elétrica, sendo ela fisiolégica ou nao.

Embora as células miocérdicas sejam independentemente excitaveis, esta sdo
interligadas por estruturas juncionais complexas (discos intercalados) em que se
encontram conexdes de baixa resisténcia (gap junctions). Este tipo de juncdo ocorre
guando as membranas de células adjacentes estdo muito préximas uma da outras.
Entre as membranas de células adjacentes, existem canais transcelulares formados por
conexinas, 0s quais permitem que a ativacao elétrica de uma célula se propague para
outra por meio do acoplamento espacial de correntes idnicas.

O processo funcional de disparo da atividade mecanica de bombeamento de
sangue no coracédo pela atividade elétrica gerada pelo proprio coracdo é chamado de
“acoplamento excitagdo-contragdo”. Para melhor compreender este processo, é
necessario descrever o mais importante fenémeno do Potencial de Acdo (PA) no

cardiomidcito.

1.1.2 Fenbmeno do Potencial de Agéo

O PA consiste de uma variacdo rapida do potencial de membrana
(despolarizacédo) que ocorre a partir de um valor tipico de -85 mV (no interior da célula)
e se propaga na membrana da célula e de célula a célula. Durante o PA ocorre rapida
despolarizacdo da membrana seguida, apds certo periodo, do retorno ao potencial de
repouso (figura 4). O PA possui cinco fases que resultam de diferentes correntes ibnicas
gue atravessam a membrana celular (VOLDERS et al., 2000). A membrana das células
excitaveis tem sua permeabilidade a passagem de ions alterada ao ser estimulada com
intensidade superior ao seu limiar de excitabilidade. O PA resulta basicamente da
diferenca entre as correntes ibnicas de entrada (despolarizantes) e as de saida
(repolarizantes) que ocorrem ao longo do tempo.

Essas alteracdes na permeabilidade da membrana ocorrem devido a abertura,

ao fechamento e a inativagdo de canais i6nicos especificos principalmente para os ions
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de sédio (Na*), potassio (K*) e célcio (Ca?"). Quando ha uma diferenca de concentracéo
ibnica_entre os dois lados de uma membrana celular, o fluxo de ions através da
membrana, pelos canais ibnicos, é afetado ndo apenas pelo gradiente de concentracao,
mas também pelo campo elétrico gerado através da membrana pelo movimento dos
jons.

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 estédo
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).

Os potenciais de acdo ocorrem de maneiras distintas nas diversas regides
corporeas. No sistema cardiovascular, As fases tipicas do PA (BAKER J.C et al., 2000;
LAMAS et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2008) sao:

+
eFase 0 (despolarizagao rapida) - decorre da entrada rapida de Na na célula
+
pela abertura dos canais de Na voltagem- dependente (a concentracdo extracelular de

Na+ € maior que a intracelular). A maneira pelo qual o Na+ se move através desses
canais rapidos sugere que o fluxo € controlado por dois tipos de comportas em cada
canal. Sendo um a comporta m(comporta de ativacédo) , a qual tende a ativar o canal a
medida que Vm se torna menos negativo, a outra é a chamada comporta h (comporta

de inativacdo), a qual tende a fechar o canal se o Vm se torna menos negativo.

eFase 1 (repolarizagao precoce) - resulta da inativacdo dos canais de Na+ e da
abertura dos canais de potassio havendo um efluxo de K+ (concentracao extracelular de
K+é menor do que a intracelular). A repolarizacédo precoce ocorre devido a ativacao de

N
uma corrente transitoria( I, ) para fora carreada principalmente de K .

eFase 2 (platd) - € mantida pela abertura de canais de célcio voltagem

2+
dependentes (CCVD) havendo assim um influxo de Ca através do canal tipo L que se
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) + - 2+ L, B
contrabalanceia com o efluxo de K (a concentracdo extracelular de Ca € maior do

gue a intracelular).
2+
eFase 3 (repolarizagao lenta) - se da pela inativacdo dos canais de Ca e pelo

aumento no efluxo de K. Além dos canais de calcio, a despolarizacdo da célula
favorece também a abertura dos canais de potassio retificadores tardios que sdo 0s
principais determinantes da repolarizacdo da célula. No final desta fase ha uma
diminui¢@o abrupta do potencial trasmembrana para o nivel de repouso, que constitui a
fase 4 do PA.

eFase 4 (potencial de repouso) - se da pela saida de K+, pelos canais de
potassio (RIERA 2007).

As correntes idnicas que compdem 0s potenciais de acao registrados nos atrios
e nos ventriculos, quando comparadas com as correntes ibnicas que compdem 0s
potenciais de acdo do nddulo sinusal e atrioventricular, evidenciam haver papéis
distintos destas correntes nas diferentes partes do coracdo. Diferente do que ocorre no
tecido atrial e ventricular comuns, nos quais o PA € disparado de maneira rapida, ha
uma resposta lenta do PA no ndédulo sinusal e atrioventricular, indicando que nos
nodulos a deflex&o inicial do PA na fase 0 é menos inclinada. Nos nodulos sinusal e
atrio-ventricular, a fase 1 € ausente; o platd que ocorre na fase 2 ndo € sustentado; a
repolarizacdo na fase 3 € menos acentuada e o potencial de repouso na fase 4 também

€ ausente. As alteracdes decorridas podem ser explicadas pelo: 1- influxo de cétions
+
monovalentes, principalmente Na , induzindo pela hiperpolarizacdo da membrana, 2-

influxo de Ca2+ e 3-efluxo de K .

Além das diferencas ja citadas entre as células de respostas rapidas (atrios e
ventriculos) e lentas (n6dulo sinusal e atrio ventricular), algumas correntes predominam
nos atrios, enquanto outras sao mais prevalentes nos ventriculos (NASCIMENTO,
2008). Essas desigualdades refletem ndo apenas na morfologia do potencial de acao,

mas também na acéo de agentes antiarritmicos.
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7

Figura 4: llustracdo de um potencial de acdo nas fibras musculares cardiacas. Os nimeros indicam as 5
fases do potencial de acdo: 0: despolarizag&o rapida; 1- repolarizagdo precoce; 2: Platd; 3: repolarizagdo
lenta e 4: potencial de repouso (ver detalhes no texto) (modificado de BERNE 2000).
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1.1.3 Acoplamento Excitacéo - Contracao

Na fase 2 do PA (platd) o Ca** entra no cardiomiécito pelos canais de célcio
voltagem-dependentes (CCVD) tipo L. Com a entrada do Ca?* no cardiomidcito, é
disparada a liberacédo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (RS) através dos receptores
de rianodina (RYR) caracterizando um mecanismo chamado de ‘liberagdo de Ca*
induzida por Ca?".

Com a entrada do Ca®" no citosol, o Ca**que foi liberado pelo RS por receptores
de RYR se interaje a troponina C no aparato contrétil, iniciando a contragdo muscular
(sistole). Este fendbmeno é conhecido como “acoplamento excitagcdo-contragao” (BERS,
2001).

O relaxamento é feito com a remocdo do Ca** do citoplasma. Isto é realizado por
um sistema composto por Ca®* ATPase da membrana plasmatica (que transporta o
Ca®* para o meio extracelular); uniporter mitocondrial que transporta Ca?* para o interior
da mitocondria ( HENK. & PENELOPE, 2007).

Recaptacdo de Ca*" via ATPase de Ca** (SERCA), que bombeia Ca*" de volta
para 0 RS regulada por sua interacdo com a fosfolambam, que € uma proteina
moduladora presente na membrana do RS, que inibe a atividade da SERCA. Este
sistema de captacdo de Ca?* pelo RS é o mais potente dos mecanismos de reducéo de
céalcio intracelular dos organismos dos mamiferos, seguido pelo TNC. Assim, as
principais proteinas que participam da homeostase do Ca®" no cardiomiécito sdo os
CCVD tipo L, RYR e a SERCA, além do TNC (HENK. & PENELOPE, 2007).

Especificamente no caso do TNC, é sabido que trata-se de uma proteina capaz

+ 2+
transportar Na e Ca através da membrana, atuando em células musculares
esqueléticas, lisas e cardiacas. No musculo cardiaco o TNC é um importante regulador

da contratilidade, fazendo a troca de ions, por transporte ativo secundario, ou seja,

2+ .-,
extrusdo de uma molécula de Ca em troca de trés moléculas de Na’, permitindo
assim, a diminuicdo da concentracdo de célcio intracelular ([Ca®] ) e,

consequentemente, o relaxamento dos cardiomidcitos (BERS, 2002). Um modelo da
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participacdo do trocador Na‘/Ca?* na regulacdo da [Ca®']i nos cardiomidcitos é
mostrado na figura 5.

Dada sua importancia, o envolvimento do fon de Célcio (Ca®") na funcéo
contratii do tecido cardiaco tem sido amplamente estudado ha véarios anos.
Adicionalmente, ha indicios na literatura que indicam haver uma série de arritmias cujo
mecanismo parece estar ligado a processos celulares dependentes de Ca®* (HENK &
PENELOPE, 2007). Assim, a seguir abordamos aspectos teéricos relacionados as

arritmias.
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Figura 5: llustracdo da regulacdo do Ca** no musculo cardiaco. O Ca** pode entrar na célula via canais
de Ca” voltagem-dependente (corrente de Ca®"). A corrente de Ca”* induz a liberacéo de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico (RS) pela abertura do canal de liberagdo de Ca®* presente na membrana do RS. O Ca**
€ removido dos miofilamentos e citoplasma principalmente pelo TNC presente no sarcolema e pela
ATPase do RS (modificado de BERS, 2001).
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1.2 ARRITMIAS CARDIACAS

As arritmias cardiacas sdo anormalidades na génese e/ou na conducdo da
atividade elétrica do coracdo. Desta forma os mecanismos eletrofisiologicos geradores
das arritmias cardiacas séo classificados em trés categorias: 1- distarbio na formacao
da atividade elétrica , 2- distarbio na conducdo da atividade elétrica, 3- distlrbio
simultaneo da formagédo e conducéo da atividade elétrica (WALDO & WIT, 1993).

As arritmias provocadas por distirbios na formagdo ou na conducao podem se
originar em uma unica célula ou em um pequeno grupo de células conectadas
anatbmica e eletricamente. A propagacao de um impulso cardiaco (PA) sO € possivel
porque as células cardiacas sdo excitaveis, o que viabiliza que um estimulo natural ou
artificial se propague por todo tecido celular.

O disturbio na formacé&o da atividade elétrica do coracdo pode ser gerado no
préprio nédulo sinusal ou desenvolver-se em focos ectopicos, acarretando em impulsos
elétricos em locais que ndo pertencem ao sistema normal de excitacdo cardiaca
(APPLEGATE, 2000).

As arritmias causadas por disturbio na formacdo da atividade elétrica, ou
automatismo anormal, podem apresentar carater incessante, muitas vezes de dificil
controle farmacologico. Esse mecanismo parece implicar na génese de algumas
taquicardias atriais continuas que ocorrem no coracdo estruturalmente normal,
principalmente em criancas, e em algumas arritmias ventriculares na fase aguda do
infarto do miocardio (WALDO & WIT, 1993).

No que se refere ao disturbio na conducdo da atividade elétrica, este consiste,
essencialmente, de alteragcdes na velocidade de conducdo do PA, podendo gerar
bloqueios da ativacdo elétrica ou promover a génese de reentrancias. Os bloqueios
ocorrem normalmente entre atrios e ventriculos podendo ser parciais, como: bloqueio
2:1 - a cada 2 ativacdes que chegam ao atrio—ventriculo , somente uma atinge os
ventriculos; ou bloqueio total - a ativacdo atrial ndo passa para os ventriculos
(ANTZELEVITCH, 2001). Esse fenbmeno pode ser desencadeado por diversas

doencas, como isquemia miocardica, hipdxia e acidose.



31

A conducdo anormal € ainda um subsidio importante para a génese de correntes
de reentrancia, sendo que enquanto os bloqueios ocorrem normalmente entre os atrios
e ventriculos, podendo ser parciais ou totais, estas alteracfes ocorrem em regides no
tecido cardiaco cuja ativacao elétrica € independente do nodulo sinusal, podendo ser
estatica ou néo.

A reentrancia, disttrbio da conduc¢éo do impulso, € o mais freqliente, importante
e bem estudado mecanismo causador de arritmias ventriculares e supraventriculares
(WELLENS, 2001). Dizemos que hé& reentrancia quando o impulso cardiaco, ao invés
de se extinguir ao final da despolarizacdo encontra um caminho de tecido excitavel (fora
do periodo refratario). Isto pode ocorrer por; 1- desenvolvimento de barreiras fisicas que
retardam ou bloqueiam a propagacdo da onda de despolarizacdo; 2- diminuicdo do
periodo refratario; 3- diminui¢cdo da velocidade de conducéo atrial (BERGER, 2007).

A figura 6 ilustra a conducao do impulso cardiaco normal em uma ramificagéo na
via de conducado. Neste caso, a ativacao atinge a ramificacdo, se propaga por ambos 0s
ramos e segue seu fluxo normal descendente. As ativacdes que fechariam um circuito
reentrante se anulam mutuamente. Por outro lado, reentrancia (figura 7) ocorre desde
gue haja bloqueio unidirecional da atividade elétrica em um dos ramos perpetuando a
reativacdo ciclica dos mesmos (BERGER, 2007). Isto pode ocorrer, por exemplo,
devido a uma falha na conducdo em uma regido isquémica ou devido a uma
recuperacdo nao uniforme da excitabilidade (BERGER, 2007).

O distarbio simultaneo da formacdo e na conducdo da atividade elétrica pode
causar arritmias geradas no préprio nédulo sinusal, além do surgimento simultaneo de

focos ectopicos e reentrancias no tecido cardiaco como um todo.
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Figura 6: Esquema simplificado mostrando a condugado do impulso cardiaco normal.
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Figura 7: Formacao da reentréncia durante a conducéo da atividade elétrica do coracéo. (A), o impulso
esta bloqueado na via 1, sendo conduzido exclusivamente pela via 2 (bloqueio unidirecional). (B), o
impulso segue pela via 3, atingindo retrogradamente a via 1. (C) ocorre caso a via 1 da figura A, onde
ocorreu o bloqueio unidirecional, tiver recuperado sua excitabilidade. O impulso podera retornar ao ponto
de origem sendo assim novamente conduzido pela via 2, reentrando assim no circuito (modificado de
NASCIMENTO et al., 2008).
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1.3 TRATAMENTOS DAS ARRITMIAS:

Técnicas Eletrofisioldégicas e Farmacoldgicas

As técnicas eletrofisiologicas podem ser divididas em trés categorias:

Técnica de estimulacdo programada: utilizada na avaliacdo da funcdo do nodulo
sinusal e do sistema de conducéo atrioventricular;

Técnicas de estimulacdo elétrica programada: utilizada para a inducédo e
término de arritmias supraventriculares e ventriculares;

Técnicas de mapeamento: utilizada para se determinar as vias da taquicardia
(DUARTE, 2006).

Além das técnicas de eletroestimulacéo artificial para inducédo e cessacao das
arritmias, existem testes com farmacos antiarritmicas, no qual as concentracdes
necessarias dos farmacos dependem do paciente e particularmente do tipo especifico
da arritmia. Os farmacos antiarritmicas sdo classificadas de acordo com o0 seu
mecanismo de acao a nivel molecular, celular e tecidual. De acordo com a classificacéo
de Vaughn-Williams (VASCONCELOS et al., 2003) os antiarritmicos podem ser
divididos em quatro classes: I, II, 1lI, IV.

Os antiarritmicos da classe | atuam através do bloqueio de canal de Na®, sem
causar prolongamento do potencial de acdo. O uso de antiarritmicos da classe | esta
cada vez mais restrito em funcdo dos efeitos pré-arritmicos secundarios que eles
exibem. Porém, constitui-se de farmacos ainda Uteis em situacbes individuais e
especificas. Sado exemplos destes farmacos: quinidina, a qual possui pouca ac¢éao direta
sobre o automatismo do ndé sinusal normal, mas diminui o automatismo na fibra de
purkinge; a procainamida, a qual diminui o automatismo e aumenta o periodo refratario
do potencial de acdo. Outros exemplos sdo a mexiletine, moricizine e flecainida, que
sdo apontados como responsaveis por elevacdes de limiar de desfibrilagdo
(VASCONCELOS et al., 2003)
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Os antiarritmicos da classe 1l sdo beta bloqueadores (beta-bloqueador 31
seletivo,0 practolol,carvedilol, bisoprolol e metoprolol) os quais atuam diminuindo a
automaticidade do nddulo sinusal e ndo promovendo a alteracdo no potencial de
repouso transmembrana, reducdo do ténus simpatico por menor liberacdo de
naroadrenalina, causando a diminuicdo do débito cardiaco. Temos como exemplo:
propranolol e seus analogos, como o atenolol, que sdo usados como antiarritmicos por
serem capazes de reduzir a despolarizacdo do marcapasso sinusal devido ao bloqueio
dos receptores beta-adrenérgicos cardiacos (FROMM et al., 1999).

Os antiarritmicos da classe Ill sdo blogqueadores de canais de K* interferindo
fundamentalmente na repolarizagéo, fase 3 do PA. Pertencem a essa classe trés
drogas bastante distintas, a azimilide, amiodarona (bloqueador de canais de K*) que
também prolonga o potencial de acdo nas células cardiacas produzindo efeito
antiarritmico; o sotalol, o qual estad associado a efeitos eletrofisiologicos tipicos das
drogas pertencentes as classe Il, com potentes propriedades betabloqueadores nao-
cardiosseletivas e o bretilio. (VASCONCELOS et al., 2003; WATANABE et al., 2006)

Os antiarritmicos da classe IV sdo bloqueadores de canais de Ca*", como o
Verapamil, o qual bloqueia os canais lentos de calcio em todas as fibras cardiacas,
reduzindo a fase do platd do potencial de agéo, encurtando discretamente o potencial
de acdo nas fibras musculares e aumentando o potencial de acdo nas fibras de
purkinge. O verapamil também aumenta o periodo refratario do n6 AV tanto
anterogrado quanto retrogrado, diminui a frequéncia do nodulo sinusal e, por
consequéncia, reduz a velocidade de conducdo atrioventricular, caracterizando um
efeito cronotrépico negativo. Este farmaco é amplamente utilizado no tratamento de
arritmias supraventriculares (VASCONCELOS et al., 2003; WATANABE et al.,2006)

Existem ainda antiarritmicos que possuem a capacidade de inibir o TNC, como
por exemplo, o bepridil dronedarona, bloqueador de varios canais i6nicos que inibe o
influxo de Na*, Ca®* e o Canal tipo L que é eficaz para tratamento de angina e de
arritmia ventricular (WATANABE et al.,2006).

Para que os farmacos antiarritmicos sejam eficazes, é desejavel que os mesmos
interfiram de maneira adequada sobre o fluxo de ions através da membrana e no meio

intracelular. No que se refere especificamente ao fluxo de Ca?*, ainda ha muito a se
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elucidar acerca do modo apropriado de se atuar farmacologicamente. Por outro lado,
conforme exposto anteriormente, as heparinas séo capazes de reduzir a concentragéo
intracelular de Ca®" supostamente por ativar o TNC (SHINJO et al., 2002), indicando
que este tipo de farmaco poderia ter efeito antiarritmico por atenuar arritmias
relacionadas a sobrecarga de Ca?* intracelular.

A seguir, abordamos o papel das heparinas sobre o transporte de Ca?".

1.4 PAPEL DAS HEPARINAS E SEUS DERIVADOS SOBRE O
TRANSPORTE DE Ca*

Descoberta por McLean, a heparina € uma mistura heterogénea de
glicosaminoglicanos ramificados, com peso molecular de 3.000 — 30.000 daltons, que
caracteriza-se por suas propriedades antitromboticas. Apos quase 90 anos de estudo
BRINKHOUS (1939) demonstrou que a heparina € um anticoagulante indireto, ja que
pode ligar-se a proteina plasmatica, proteinas liberadas de plaguetas e células
endoteliais, resultando em resposta anticoagulante variavel (YOUNG et al.,, 1994;
NADER & DIETRICH., 1989 & MACIEL, 2002).

Os derivados de heparina, também chamadas de “heparinas fracionadas’ou de
“baixo peso molecular’, que representam cerca de um ter¢co do tamanho da molécula,
com peso molecular variando de 4.500 — 5.000 daltons sao derivadas da
despolimerizacdo quimica e enzimatica da heparina (DIETRICH, 1989).

Estudos recentes demonstraram a hipétese de que a heparina e seus derivados
podem interferir no tébnus muscular dos vasos sanguineos, através dos receptores
presentes na superficie das células da musculatura lisa vascular, alterando assim as
concentracdes do Ca*" citosélico. Estas alteraces desempenham um papel
fundamental na contracdo da musculatura lisa vascular, e a baixa concentracdo de Ca?*
no citosol reflete diretamente no equilibrio entre o influxo e o efluxo de Ca®* no
citoplasma (ANTMAN et al., 2002).

Sabendo que a membrana plasmatica desempenha um papel importante para a

entrada e saida de Ca** no citosol, SHINJO et al., 2002 sugerem em seu trabalho que
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derivados de heparina, agindo sobre o TNC, poderiam ter grande aplicabilidade clinica
para o tratamento de arritmias cardiacas, isquemia, angina, hipertensao arterial e infarto
agudo do miocéardio (SHINJO et al.,, 2002). No mesmo periodo, outros estudos
propuseram que os derivados da heparina, como a Enoxaparina®, poderiam ser (Gteis no
tratamento da fibrilag&o atrial devido a sua acao antitrombotica (KIM et al., 2003), além
de reduzir em 20% o0s eventos clinicos durante a fase aguda do tratamento de
pacientes com angina instavel e infarto do miocardio (ANTMAN et al., 2002). As
diferencas entre as atividades biologicas de heparina e seus derivados podem ser
explicadas pelo tamanho de sua molécula (ANTMAN et al., 2002) e pela baixa
capacidade de ligacdo destas as proteinas plasmaticas, o que torna a relacdo 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.

O TNC possui dois mecanismos de regulacdo chamados de regulacdo 11 e 12,
gue ocorre tanto nos tecidos cardiacos como nos vasos sanguineos. Na regulacdo 11 a
atividade da troca decai para um estado de equilibrio estatico apés o aumento da
concentragio intracelular de Na* Esta regulacdo é mediada pela regido da molécula do
TNC denominada “Exchange Inhibitor Peptide (XIP)”. Ja a regulacéo 12 ocorre quando a
concentracdo de Ca* citoplasmatica é reduzida para valores abaixo de 100 nM .
Quando a concentracdo de Ca*? citoplasmatica se eleva acima de 300 nM, a ligac&o do
Ca*? ao trocador inibi o processo de inativacdo dependente do TNC, ativando assim a
troca (HIRSH & RASCHKE, 2004).

Quando comparada com as heparinas nao fracionadas, os derivados de heparina
alcancam controle e eficacia mais precisa devido o tamanho de sua molécula (ANTMAN
et al.,, 2002), como demonstrado no trabalho de SHINJO et al., (2002), em que a
presenca do derivado de heparina, dissacarideo trissulfatado, diminuiu em 50% o Na*
extracelular, sugerindo que essa molécula poderia agir no TNC promovendo a extrusao
de Ca*.

Na figura 8 ilustra-se a estrutura quimica da molécula de heparina nao

fracionada, e uma molécula derivada de heparina, a Enoxaparina®.
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Figura 8 : Estrutura Quimica da molécula de Heparina e do derivado da Heparina ENOXAPARINA®
(Modificado de DIETRICH et al., 1999).
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1.5 ACAO DE DERIVADOS DE HEPARINA SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR

Os mecanismos pelos quais fragmentos de heparina, incluindo a Enoxaparina®,
reduzem os niveis do célcio (Ca®) intracelular ([Ca2+]i) ainda ndo foram
completamente compreendidos, porém existem varias evidéncias de sua acdo sobre
estoques intracelulares de Ca?*, bloqueio no influxo da Ca®* por CCVD tipo L e outros
mecanismos envolvidos na homeostase celular desse ion. Seus efeitos hemodinamicos
resultam em parte, de sua acédo sobre as células endoteliais e musculares lisas dos
vasos sanguineos. Esta acao vascular produz aumento do fluxo sangiiineo devido a
reducéo da resisténcia vascular mediada pela vaso dilatacdo (SHINJO et al., 2002).

Estudos com Enoxaparina® demonstram haver uma redugdo de 20% nos
eventos clinicos de pacientes na fase aguda de anginas ou infarto do miocardio
(ANTMAM et al., 2002). Neste estudo, nos qual os pacientes utilizaram Enoxaparina®
durante um ano e verificaram sua eficacia em relacdo a da heparina néo fracionada,
verificou-se que os derivados de heparina resultam em um melhor tratamento em
relacéo a heparina néo fracionada.

Pacientes com disfuncdes cardiacas tratados com derivados de heparina
apresentam baixa incidéncia de fibrilacdo atrial (KIM et al., 2003). ANTMAN et al.,
(2002) analisaram os beneficios significativos do tratamento da Enoxaparina® na
revascularizacdo de urgéncia e o infarto ndo fatal do miocéardio, sugerindo que os
efeitos antiarritmicos dos derivados de heparinas, como a Enoxaparina®, poderiam ser
resultantes de sua ac¢ao antitrombaotica.

Entretanto, conforme mencionado no capitulo anterior, a reducdo do [Ca®']i
produzida pelos fragmentos derivados de heparina em cardiomidcitos poderia reduzir a
predisposicdo do tecido cardiaco ao desenvolvimento de alteracbes em seu
cronotropismo, como por exemplo, na sua freqiéncia espontanea e nas arritmias

cardiacas resultantes de sobrecarga de Ca*".
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1.6 ARRITMIAS NA INFANCIA

A fibrilagcdo atrial € um tipo de arritmia atrial importante, acometendo cerca de 2
milhdes de americanos e cerca de 6 milhdes de pessoas em todo o0 mundo (AMERICAN
HEART ASSOCIATION, 2003). Em um estudo realizado na Inglaterra, verificou-se que
50% dos casos das mortes subitas ocorridas entre criancas e adolescentes estédo
relacionados a arritmias cardiacas supraventriculares ndo diagnosticadas (WREN et al.,
2000).

As arritmias supraventriculares sdo as mais frequentes na faixa etaria
pediatrica, necessitando muitas vezes de tratamentos farmacologicos ou cardioversao
elétrica para sua interrupcdo (CAMARGO et al.,1998). Seu diagnéstico é simples e
pode ou nao estar relacionado com sintomas clinicos mais graves, estando diretamente
associado com complicacdes vascular cerebral (NARVAEZ & NUNES, 2000).

Estudos com arritmias cardiacas realizados em criancas e adolescentes é
baseado no acompanhamento da atividade elétrica por periodos prolongados e/ou em
testes de efeitos de drogas (DUBIN, 2000). Nestes diferentes métodos de estudo foi
verificado que a cardioversao elétrica € o tratamento de primeira escolha para os
recém-nascidos com diagnéstico de flutter atrial, sendo utilizado quando né&o for
apresentado resposta a terapia com farmacos antiarritmicos (DRAGO et al., 1998).
Contudo Wang et al., (2000) verificaram que a taquicardia atrial em criancas de até 10
anos € bem controlada com drogas antiarritmicas. Estas pesquisas indicam a
necessidade de mais estudos sobre a eletrofisiologia de coracdes jovens,
principalmente no que se refere as arritmias.

No coracdo de mamiferos adultos, a maior parte do Ca** ativador da contracdo é
proveniente do Reticulo Sarcoplasmatico (BERS, 2001). Contudo, ha indica¢des na
literatura de que a contribuicdo relativa de fontes extra e intracelulares de Ca?* para a
contracdo de midcitos cardiacos parece depender do estagio de desenvolvimento do
animal (HUANG et al., 2004). Com relagdo ao tecido cardiaco de mamiferos neonatos,

observou-se uma diminuicdo no volume relativo do RS com relacdo ao de adultos
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(BRETTE & ORCHARD, 2007), e aumento na expressdao do TNC (HUANG et al.,
2004).

Considerando as diferencas na expressao do TNC que sdo esperadas ocorrer
em funcdo da idade do animal, parece razoavel supor que efeitos cronotrépicos de
farmacos que atuam sobre o TNC, como os derivados de heparina, possam se
modificar com a idade do animal. Assim, dada a larga aplicacdo de clinica de
fragmentos de heparina, especialmente a Enoxaparina®, é importante e justificavel que
estudos experimentais mais aprofundados do efeito cronotrdpico deste tipo farmaco

sejam feitos considerando-se a idade do animal.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o efeito cronotropico de fragmento de heparina (Enoxaparina®) em
atrio direito isolado de ratos infantes e compara-lo com o de adulto (obtido em trabalho
anterior).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A- Caracterizar o protocolo de inducdo de arritmias por eletroestimulacdo em

atrio direito isolado de animais infantes.

B- Caracterizar e quantificar em atrio direito isolado de ratos infantes:
(1) O efeito da Enoxaparina® sobre a freqiiéncia atrial normal.

(2) O efeito da Enoxaparina® sobre inducibilidade de arritmias atriais.

C- Comparar as caracterizacfes e quantificacbes acima com as de atrio direito
isolados de ratos adultos (obtido de DUARTE, 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Utilizamos ratos da linhagem Wistar, machos, com idade de 12 al5 dias
(infantes, N= 42). Esta faixa etéria equivale a pré-adolescéncia em humanos.

Os ratos foram provenientes do biotério da Universidade de Mogi das Cruzes
(UMC). Os animais permaneceram até o momento da experimentacdo em ambiente
com condicbes padronizadas de alimentacdo, hidratacdo, temperatura (2212°C),
umidade relativa do ar 45% A 75% e duracdo de fotoperiodo no regime de 12 horas
claro e doze horas escuro invertido.

Os animais utilizados foram pesados em uma balanca comercial (Ramuza, Ind.
Com. Balanca Ltda., Santana de Parnaiba , SP, Brasil) antes de realizar os
experimentos. Os animais eram manipulados com luvas de latex por se adaptarem ao
cheiro e ao calor da mao com a luva , cessando rapidamente comportamentos de fuga
ou luta, tornando-se progressivamente mais décil em manipulacbes subsequentes,
diminuindo assim o stress do animal.

Os animais foram alojados na sala do biotério em gaiolas de polipropileno
medindo 50cm x 40cm (4 a 5 animais por gaiola), forrada com maravalha esterilizada.
Os animais mais novos receberam leite materno e agua acidificada (HCI 1N, pH = 3)
para diminuir a proliferacao de bactéria na agua.

Na Tabela 1 apresentamos as médias das massas dos atrios e das massas dos

ratos com idades de 12 a 15 dias (infantes).
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Tabela 1: Massas dos ratos infantes e dos seus respectivos atrios direitos isolados

utilizados nos experimentos (N= 42).

Animais Infantes

Massa do rato (g) 34,92 + 0,03

Massa do atrio (mg) 7,85 £ 0,07

Dados expressos como: média + desvio padrdao da média.
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3.2 SOLUCAO FISIOLOGICA

Durante os experimentos, os atrios foram perfundidos com solucgéo fisiol6gica de
Krebs-Henseleit (KH), com a seguinte composi¢cdo (mM): NaCl 126,4; KCI 4,6; KH,PO
1,2; MgS041,2; NaHCO3; 13,6; CaCl; 1,5; Glicose 11,11.

Esta solucdo fisiolégica foi saturada com carbogénio (95% O, + 5% CO,), sendo
o pH da solugéo ajustado para 7,4 e a temperatura mantida constante a 36,5° C. O pH
da solucéo foi medido por meio de pHmeter Q.400A (Quimis, Sado Paulo, SP-Brasil).
Apés preparada, a solucdo era armazenada e estocada na geladeira por um periodo

maximo de 5 dias.

3.3 PREPARACAO DO ATRIO PARA OS EXPERIMENTOS

De acordo com as normas internacionais para experimentacdo animal
preconizadas pelo “CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE” (1993) e foi aprovado
pelo Comité de Etica para Pesquisas em Animais Experimentais da Universidade de
Mogi das Cruzes — UMC, segundo o numero de protocolo 016/2009, os ratos foram
eutanasiados por concussao cerebral e degolados para a realizacdo da abertura da
caixa toracica e remocéao do coracdo. Para tanto, os pulmdes foram deslocados de sua
posicdo original para permitir 0 acesso ao cora¢do. Logo em seguida o coracao foi
removido. ApOGs a remocdo, o coracdo foi imediatamente colocado em um bequer
contendo solucdo de KH. Nesta condicdo, procedeu-se a lavagem das camaras
internas do coracgéo para retirada do sangue do interior das mesmas. Apos a lavagem,
0 coragao foi colocado sobre uma placa de Petri contendo solugcdo de KH visando o

isolamento do atrio direito. Todo procedimento foi realizado em no maximo 1 minuto. O
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atrio direito, o qual apresenta atividade contratil espontdnea mantida pelo nddulo
sinusal, foi usado nos experimentos para estudo do efeito da Enoxaparina® sobre o
cronotropismo cardiaco.

O atrio direito isolado foi mantido em sistema de 6rgdos isolados contendo
solucdo de KH saturada com carbogénio e mantida a temperatura constante de 36,5°C
(figura 9).

Ap6s a montagem, o atrio foi mantido por um periodo de 10 minutos para
estabilizacdo da preparacdo, o qual é suficiente para este proposito. Em seguida a
estabilizacdo, foi realizado o protocolo de inducéo de arritmias cardiacas na auséncia

ou na presenca de Enoxaparina® na solucéo de perfusao do atrio.

3.4 MONTAGEM EXPERIMENTAL DE INDUCAO DE ARRITMIAS
CARDIACAS

A montagem experimental utilizada para atrio direito isolado, contendo uma cuba
cilindrica de acrilico com base de vidro para banho maria. Dentro desta cuba foi
colocado uma cuba de vidro menor, na qual o atrio direito podia ser perfundido com
solucéo de KH (figura 10). A solucdo em que o atrio era perfundido era proveniente de
um equipo bureta graduado. Dentro da cuba de perfusdo menor havia dois eletrodos
de platina utilizados para estimulagdo por campo elétrico (Estimulacdo Elétrica
Transmural, EET). Estes eletrodos, posicionados diametralmente na cuba de perfuséo,
foram conectados a uma unidade de estimulacdo isolada (Grass, SIU5 — Stimulus
Isolation Unit; Grass Inst.Div., Astro-Med Inc., W. Warwick, RI, USA) ligada a um
estimulador elétrico de tensdo (Grass S48 —Stimulador; Grass Inst. Div., Astro-Med Inc.,

W. Warwick, RI, USA). Trés eletrodos de captacdo, de prata cloretada, sendo um de
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referéncia e dois de captacdo, foram conectados a um amplificador diferencial (Word
Precision Instruments, Inc.; Isso-DAMS).

O monitoramento do eletrograma atrial foi efetuado através de um osciloscopio
digital (Tektronix, TDS-210). A solugdo da cuba manteve-se aquecida por uma bomba
de circulagdo e aquecimento de agua controlavel (Gaymar Industries, Inc.; TP-500).
Este 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. Os eletrogramas atriais foram armazenadas em um
microcomputador (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 aquisicdo de sinal (AqDados® 7.02), sendo os registros analisados no
programa AgDAnalysis® 7 (Lynx Tecn. Electr. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).
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Figura 10: Foto da cuba de perfusdo com a cuba menor (1) dentro, com 2 eletrodos de estimulo (2),
com 2 eletrodos de captacgdo (3) e o atrio direito isolado (4).



49

3.5 FARMACO

Utilizamos um derivado da heparina comercial, a Enoxaparina®(CLEXANE), nas
seguintes concentra¢cbes (UM): 5, 7, 30, 35 e 50. Este farmaco foi diluido a partir de
solucbes estoques mais concentradas até obtermos a concentracdo desejada diluida
em 1ml de solucdo de KH para perfusao do atrio. Este farmaco foi gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Ivarne Luis dos Santos Tersariol (ClIB-UMC).

3.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA INDUCAO DE ARRITMIA

O protocolo de inducéo de arritmia atriais por Eletro Estimulacdo Transmural (EET)
foi baseado em GODOQOY et al., (1999). Este protocolo consiste da aplicacdo de um
conjunto de até 6 trens de pulsos para inducéo de arritmia. Cada trem de pulso tem as
seguintes caracteristicas (figura 12) : 250 pulsos bipolares de tensédo, 5 ms de duracao
em cada pulso, intervalo entre pulsos de 15 ms (frequéncia de 66,7 HZ) e intensidade
de estimulo (amplitude) igual a duas vezes o limiar atrial (obtido imediatamente antes

da aplicacdo do trem de pulsos) .
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Figura 11: llustracéo do trem de pulso utilizado para induzir arritmia.
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Numa tentativa de induzir taquiarritmia foram aplicados até 6 trens de pulsos com
amplitude igual a 2x o Limiar Atrial (LA). Para identificar a ocorréncia de taquiarritmia,
foi utilizado o critério da presenca da atividade elétrica atrial espontanea com freqiiéncia
acima de 600bpm ap6s o término do trem de pulsos.

Caso ndo houvesse a inducdo da taquiarritmia mesmo apds a aplicacdo de 6
trens de pulso com amplitude igual a 2 x LA, a intensidade do estimulo era aumentada
para 3x LA e uma nova tentativa de inducdo era feita com a aplicagdo novamente de
até 6 trens de pulsos. O processo de aumento de amplitude de estimulo em unidades
de L.A, a cada 6 trens de pulsos, era repetido até obtermos a inducao de arritmia , ou
até que atingissemos a amplitude maxima do estimulador (tipicamente 12x L.A).

Em um primeiro momento, este protocolo de inducao de arritmia foi utilizado para
caracterizar a inducibilidade de arritmias em atrios de ratos infantes. Para isto, testamos
a reprodutibilidade da inducdo por 3 vezes consecutivas, em intervalo de 10 minutos
para cada reproducéo.

Em um segundo momento, procedemos a utilizacdo do protocolo de inducdo de

arritmia aplicando-o nas seguintes condicoes:
e12 Tentativa na auséncia de farmaco (controle);
e22 Tentativa na presenca de farmaco (tratado);
¢3?2 Tentativa apos a remocéao de farmaco (lavado).

A inducdo de arritmia foi realizada em intervalo de dez minutos em cada

tentativa, sendo as trés tentativas realizadas em um mesmo atrio.

Exceto no caso de parada e morte atrial, na terceira tentativa, foram reversiveis o

efeito do farmaco com a remocao da Enoxaparina da solucéo de

perfusdo do atrio.
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3.7 ANALISES DE DADOS

As frequéncias do ritmo normal e das arritmias, bem como a amplitude de
estimulo necessario para inducdo de arritmia foram expressos como média * erro
padrdo da média.

As andlises estatisticas destes dados foram realizadas com o uso do software
GraphPad Instant (GraphPad software Inc5755 Oberlin Drive # 10, San Diego,CA
92121,USA). Este software (gratuito) viabiliza analise descritiva completa dos dados
(média, desvio padrdo, normalidade, etc.), bem como sugere a inferéncia estatistica
mais apropriada para a andlise de variancia (ANOVA). A hipdtese nula (ndo ha
diferenca estatisticamente significativa) foi rejeitada para valores de P< 0,05, utilizando
ANOVA, com pos teste de TUKEY. A média de um determinado parametro obtido foi

comparada entre o grupo controle e o grupo tratado.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA INDUCAO DE ARRITMIAS ATRIAIS EM
ATRIO DIREITO ISOLADO EM ANIMAIS INFANTES

Um eletrograma atrial tipico obtido com a utilizacdo do protocolo proposto por
GODOY et al., (1999). A partir deste protocolo fizemos a caracterizagdo das arritmias
em atrios direitos isolados de ratos infantes(figura 12). Observa-se na figura 12A um
eletrograma no qual arritmia n&o foi induzida pelo protocolo que consistiu da aplicacao

de 6 trens de pulsos com amplitude igual a 3vezes o Limiar Atrial ( x LA). O registro

mostrado é do 6°. trem de pulsos aplicado. Por outro lado, na figura 12B, observa-se
gue apoés a aplicacéao do protocolo induziu-se uma taquiarritmia (1000 bpm). Neste caso
a arritmia foi induzida no 3°. trem de pulsos com amplitude de estimulo igual a 4 x LA.
Estes registros expressam a dependéncia do sucesso de inducdo de arritmia com a
amplitude do estimulo.

Na tabela 2 apresenta-se a caracterizacdo completa da inducdo de arritmias
atriais em atrio direito isolado de ratos infantes. As arritmias puderam ser induzidas em
3 tentativas consecutivas com intervalo de dez minutos entre as aplicacdes do protocolo
completo. A amplitude de estimulo necessaria para induzir arritmia foi de 4 vezes o
limiar atrial. O namero de trens de pulsos necessario para induzir arritmia variou de 3 a
6 trens de pulsos nas 3 tentativas. A duracdo das arritmias atriais variou de 1 a 120

segundos.
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A
Ritmo normal Artefato de Ritmo normal
(144bpm) Estimulo (138bpm)
B

Ritmo normal Artefato de Arritmia

(132 bpm) Estimulo (1000 bpm)

l

il

Figura 12 : Eletrograma registrado durante inducéo de arritmia atrial em atrio direito isolado de rato infante (12
a 15 dias). Observamos da esquerda para a direita na figura 4 A, o ritmo normal (freqiéncia 144 bpm) que
antecede o artefato de estimulo. Apés o artefato observa-se o ritmo normal (frequiéncia 138bpm). Na figura 4 B
observamos da esquerda para direita, o ritmo normal (freqiiéncia 132 bpm), que antecede o artefato de
estimulo. Apoés o artefato observa-se uma arritmia atrial, com freqiiéncia de arritmia de 1000 bpm, Esta
arritmia durou mais de 30 segundos.
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Tabela 2: Caracterizacdo da Inducao de arritmias atriais em atrio direito isolado de

ratos infantes (12 a 15 dias; N=5)

12 Tentativa

22 Tentativa

32, Tentativa

de indugéo de inducéo de inducéo

Ritmo Normal 114 +£5 112+12 116+18

(bpm)
Amplitude do Estimulo 4 4 4

(X Limiar atrial)
Numero de Trens 4-6 3-6 5-6
Frequéncia da arritmia 870 60 930+ 103 870+156

(bpm)

Duracédo da arritmia (s) 30a>120 15 a >60 1a30

O ritmo normal é a frequéncia exibida pelo atrio antes da aplicacdo de Estimulagéo Elétrica Transmural

(EET) utilizada para inducao de arritmia.
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4.2 EFEITO DA ENOXAPARINA®

Na tabela 3 apresentamos o efeito da Enoxaparina® sobre os parametros
eletrofisiolégicos da inducéo de taquiarritmia em atrio direito isolado de ratos infantes,
sem Enoxaparina® na solucdo de perfusdo do atrio (grupo controle), e com a adicdo de
Enoxaparina ®em diferentes concentracdes (grupo tratado). Apresenta-se a média do
ritmo normal na auséncia de Enoxaparina® (grupo controle) e na presenca de
Enoxaparina® (grupo tratado). Verificamos estatisticamente que as médias do grupo
tratado sdo diferentes daquelas do grupo controle. Nao foi possivel induzir arritmia na
condicdo de perfusdo com 30 pM ou 35 pM de Enoxaparina® mesmo utilizando-se mais
de 6 trens de pulsos com amplitude de 12x LA. Os atrios exibiram freqiiéncia nula apés
a aplicacdo do protocolo de estimulacdo com 35 uM de Enoxaparina® na perfusdo, ou
seja, nao foi possivel testar a inducibilidade na seguinte concentracao.

Para maior clareza, na figura 13 apresenta-se grafico que expressa 0 ritmo
normal de atrios de ratos infantes em funcdo das diferentes concentracbes de
Enoxaparina®. Para efeito de comparacéo, se expressa também neste grafico o ritmo
normal de atrios de ratos adultos, obtidos em trabalho anterior (DUARTE, 2006). O
ritmo normal de atrio de ratos infantes diminuiu aproximadamente 35% (114 para 75
bpm) na presenca de 5 uM de Enoxaparina®, em relacéo & condicdo de auséncia deste
farmaco na solucdo de perfusdo. Esta diminuicdo ficou essencialmente em torno de
35% para as concentracdes de 7 a 30 uM, aumentando para 55% (de 114 para 53 bpm)
para a concentracdo de 35 pM de Enoxaparina®. Para a concentracdo de 50 pM de
Enoxaparina® ocorreu parada atrial irreversivel que levou & morte do tecido.

Para atrio de ratos adultos, o ritmo normal diminuiu em torno de 30% (de 275
para 185bpm) para uma concentracdo de Enoxaparina® de 50 pM, em relacdo a
condicdo de auséncia deste farmaco. Desta forma, ha uma diminui¢cdo no ritmo normal
em torno de 30% em atrio de rato infantes e de adultos, para concentracdes de
Enoxaparina® iguais a, respectivamente: 5 e 50 pM. Ou seja, 0 mesmo efeito sobre o
ritmo atrial de ratos em diferentes idades foi obtido com uma diferenca de concentracao

de uma ordem de magnitude na concentracdo do farmaco.
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Ainda em étrio de ratos adultos, a queda no ritmo normal caiu aproximadamente 20%
(de 275 para 220 bpm) em relacdo a condicdo controle (sem farmaco) para
concentracdes de Enoxaparina® entre 80 a 100 pM, enquanto que em atrio de ratos
infantes observou-se quedas de até 55% no ritmo sinusal para concentracdes menores
(entre 7 e 35 pM).
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Figura 13: FreqUéncias atriais de ratos infantes e adultos em funcdo de diferentes concentragbes de
Enoxaparina®. O “*” mostrado na figura expressa a média dos ritmos normais do grupo controle de animais
adultos, sendo estatisticamente diferente das médias dos grupos tratados com Enoxaparina®. O “#” mostrado
na figura expressa que a média dos ritmos normais do grupo controle de animais infantes sdo estatisticamente
diferentes da média do grupos tratados com Enoxaparina®. A “parada atrial” refere-se a concentracdo de
50uM na qual o &trio exibiu freqiiéncia nula seguida de morte. Dados expressos como: Média + desvio
padrédo da média.
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Para se induzir arritmia atrial na presenca de Enoxaparina® foi necessario
inicialmente verificar a caracterizagdo da indugdo de arritmias atriais em atrio direito
isolado de ratos adulto. Este dado j& foi obtido no estudo feito por Duarte (2006)
baseado no protocolo de GODOY et al., (1999). Foi verificado que para se induzir uma
arritmia em atrios direitos isolados de ratos adultos € necessario uma amplitude de
estimulo equivalente a 2 x LA, enquanto que em animais infantes a amplitude de
estimulo necessaria para induzir uma arritmia é 4 LA.

Apresenta-se na figura 14 o efeito de diferentes concentracdes de Enoxaparina®
sobre a amplitude de estimulo necesséria para inducdo de arritmia em atrio direito
isolado de ratos infantes. Para comparacéao, apresenta-se também neste grafico dados
de atrio de ratos adultos obtidos de estudos de Duarte (2006) feitos anteriormente.

N&o foi possivel induzir arritmia na condicdo de perfusdo com 30 pM de
Enoxaparina® em atrios de animais infantes, ou com 85 pM a 100 pM de Enoxaparina®
em atrio de animais adultos, mesmo aplicando-se mais de 6 trens de pulsos com
amplitude de 12x o LA. Para a concentracdo de 35 pM de Enoxaparina®, os atrios de
ratos infantes sofreram parada de seu ritmo logo apos a aplicacdo do protocolo de
eletroestimulacéo, inviabilizando a caracterizacdo da inducibilidade de arritmias.

A concentracdo de 50 uM foi ineficiente para evitar a inducao de arritmia em atrio
de ratos adultos, enquanto que para atrio de ratos infante este farmaco foi ineficiente
para concentracdes de 5 a 7 UM, ou seja, uma ordem de magnitude menor. Por outro
lado, as menores concentracdes para se obter efeito antiarritmico em infantes e adultos

foram, respectivamente, 30 e 85 uM.
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que arritmia ndo foi induzida naquela condicéo (Efeito antiarritmico méximo da Enoxaparina®).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi investigado o efeito cronotrépico da Enoxaparina® sobre o
tecido atrial de ratos infantes. Para isto caracterizamos o efeito de diferentes
concentracdes de Enoxaparina® sobre o ritmo normal e sobre a inducdo de arritmias em
atrio direito isolado daqueles animais. Adicionalmente, para efeito de comparacéo, foi
apresentado também o efeito da Enoxaparina® sobre o ritmo normal e a inducdo de
arritmias atriais de ratos adultos obtidos em trabalho anterior (DUARTE, 2006).

No estudo atual foi verificado que a freqténcia atrial (FA) em ratos infantes é
menor que a de ratos neonatos e adultos. Este resultado corrobora os achados de
outros estudos que encontraram valores mais baixos para a frequéncia cardiaca de
ratos infantes em comparacao a de adultos (FARIA et. al., 2009 & STAUSS et.al., 1997).

A diminuicdo da FA em animais adultos, em relacdo a neonatos, é também
observado na espécie humana. Em estudo feito em humanos do sexo masculino com
idades de 0 a 14 anos, foi apontado tendéncia de aumento da atividade nervosa
simpética, excitando o coracdo (aumentando a frequéncia cardiaca) até a idade de seis
anos (PRADO, 2008). Contudo, conforme outros estudos feitos em humanos (GOTO et
al.,1997), apls a entrada no periodo da pré adolescéncia e adolescéncia, foi verificado
um declinio progressivo da frequéncia cardiaca relacionado a reducédo da atividade
vagal sobre o coragcdo. Adicionalmente, em estudos realizados em humanos
adolescentes e adultos por MASSIN e cols. (2000) e MEERSMAN e cols (2006),
verificou-se um significativo aumento da atividade nervosa simpatica durante a fase
adulta, em relacdo a fase da adolescéncia.

No estudo do efeito da Enoxaparina® em atrios de animais infantes visto neste
trabalho foi constatado haver uma diminuicdo no ritmo normal atrial em todos os
experimentos nos quais se adicionaram aquele farmaco. Similarmente, se verifica uma
reducdo significativa do ritmo normal atrial em atrios de animais adultos, quando

comparado ao do grupo controle (auséncia de Enoxaparina®);( DUARTE, 2006).
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Contudo, foi necessario utilizar concentragbes de Enoxaparina® uma ordem de
grandeza maior que a utilizada em infantes.

De maneira geral, para se obter efeitos cronotropicos mensuraveis em atrio de
animais infantes, foi necessario utilizar concentracdes entre 5 e 35 uM, enquanto que
em atrios de animais adulto foi necessério utilizar concentra¢cdes maiores (entre 50 e
100 pM). Vale ressaltar ainda que nédo foi possivel estudar o cronotropismo em
concentracdes maiores ou iguais a 50 pM de Enoxaparina® em atrios de infantes, pois a
freqUéncia atrial caiu a zero naquela concentragdo, inviabilizando a finalizacdo dos
experimentos. Desta forma, estes resultados indicam que, assim como ocorre em &trio
de ratos adultos, a Enoxaparina® também tem efeito cronotrépico em atrios de ratos
infantes. Contudo, a eficacia cronotropica deste farmaco se da em concentracbes
significativamente menores em relagéo a dos adultos.

Como ja visto em estudos de SHINJO et al., (2002), a Enoxaparina® promove
reducdo da concentracao intracelular de calcio em células musculares lisas, exibindo
assim potencial para alterar o ritmo cardiaco. No presente estudo, foi verificado, tanto
em atrio direito isolado de animais infantes como em atrios de animais adultos, que
houve uma diminuicdo no ritmo atrial normal apés a utilizacdo da Enoxaparina®,
corroborando a idéia de SHINJO et al., (2002) que a Enoxaparina® pode afetar o ritmo
cardiaco.

Em estudos realizados por DUARTE (2006) constatou-se o efeito de diferentes
fragmentos de heparina, incluindo a Enoxaparina®, sobre a inducdo de arritmias em
atrio direito isolado de ratos adultos. No presente estudo, a comparacao do efeito da
Enoxaparina® na inducéo de arritmias atriais em atrios de animais adultos e infantes
sugere gque o mecanismo arritmogénico estudado da Enoxaparina® em adultos é
essencialmente o0 mesmo do de infantes. Verificamos que o efeito antiarritmico maximo
da Enoxaparina® para atrios infantes ocorre na concentracdo de 30uM daquele
farmaco, enquanto que, em atrio de animais adultos, o efeito antiarritmico maximo
ocorre para uma concentracdo 100uM de Enoxaparina®. Entretanto, nas concentracées
5uM e 7uM ndo observamos diferenca na amplitude de estimulo necessario para
inducdo de arritmia, em relagdo da condi¢cdo controle em animais infantes, enquanto

gue nos atrios de animais adultos verificou-se que na concentracdo de 50uM de
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Enoxaparina®, também ndo houve diferenca na amplitude de estimulo em relacéo a
condicao controle em animais adultos. Desta forma, verifica-se que a concentracao de
Enoxaparina® que possui um efeito antiarritmico maximo em atrio de ratos infante ndo
produz efeito no atrio de rato adulto. Porém, se aplicada a concentracdo de 50uM em
animais infantes, ultrapassa-se o efeito antiarritmico maximo deste farmaco nestes
animais, levando inclusive a uma parada do ritmo atrial.

Mesmo ndo tendo medido diretamente o efeito da Enoxaparina® sobre os
transportadores de calcio, incluindo o TNC, nossos resultados estdo coerentes com
outros trabalhos (ALVES, 2009; DUARTE, 2006; ANTMAN et al., 2002; HUANG et al.,
2005) que sugerem que a Enoxaparina®, entre outros fragmentos de heparina, possuem
efeito antiarritmico provavelmente por agir no TNC.

Em estudos realizados por Alves (2009) foi mostrado que o efeito antiarritmico da
enoxaparina, em atrio direito isolado de ratos adultos, € abolido pelo bloqueio
farmacologico do TNC produzido pelo KB-R 7943. Adicionamente, conforme sugerido
na discusséo do trabalho de Shinjo et al., (2002), os fragmentos de heparina pode ser
uma nova classe de medicamentos capazes de acionar a atividade do TNC. Isto
corrobora a idéia de que um provavel mecanismo dos efeitos observados no presente
trabalho poderia estar ocorrendo pela acdo da Enoxaparina sobre o TNC, no sentido de
ativa-lo, levando a uma aceleracdo na extrusdo do Calcio intracelular, ou seja, por
atenuar/reverter uma condicdo arritmogénica importante, que é a sobrecarga de Calcio
intracelular.

Estudos feitos por ZAFALON et al., (2001) e HUANG et al., (2004) propde que a
expressdo TNC € maior em animais mais jovens, o que pode explicar, pelo menos em
parte, a necessidade de concentracdes menores de Enoxaparina® para se obter efeitos
cronotropicos em animais infantes, em relacdo ao que se observa em animais adultos.
Adicionalmente, estas assertivas corroboram, uma vez mais, que a arritmia induzida em
animais adultos e infantes sdo, provavelmente, mediadas pelo mesmo mecanismo
antiarritmogénico , sendo este, por sua vez, mediado pela acdo da Enoxaparina® sobre
o TNC.

Finalmente, sabendo-se que: 1- as arritmias alteram a frequiéncia das contracdes

cardiacas causadas por anormalidades na génese e/ou na conducdo da atividade
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elétrica do coracdo; 2- o Ca** (principalmente sua sobrecarga no meio intracelular) tem
papel seminal nestes processos e; 3- este papel € afetado de maneira importante pela
idade, depreende-se que estudos adicionais acerca do efeito da idade sobre a
regulacdo do Ca®" ainda sdo necessarios para se elucidar qual seria o melhor
tratamento das arritmias cardiacas em uma determinada fase do desenvolvimento do
animal. Neste sentido, no que concerne ao efeito cronotrépico da Enoxaparina® em
coracdo de rato, observamos que a dose menos efetiva no adulto € letal para o infante,
0 que torna altamente relevante a consideracdo da idade do animal ao se utilizar este
tipo de farmaco.

Desta forma, em JdUltima analise, nossos estudos fornecem subsidios
experimentais importantes que podem ajudar no uso clinico apropriado deste tipo de
farmaco, em relacdo a idade, seja como antitromboético ou, futuramente, como anti-

arritmico.
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6 CONCLUSAO

1 — A Enoxaparina® reduz o ritmo normal de ratos infantes e adultos, sendo que

sua efetividade ocorre em concentracdes menores em infantes.

2 — A Enoxaparina® tem efeito antiarritmico em animais infantes e adultos,

sendo que sua efetividade ocorre em concentra¢cées menores em infantes.

3- A dose de Enoxaparina® (50 pM) que ndo tem efeito cronotrépico no atrio de
rato adulto é letal para o atrio de rato infante.

4 — Os efeitos cronotropicos acima sdo compativeis com a idéia de haver maior

expressdo do TNC em animais infantes, em relagdo aos adultos.

Em suma, nossos dados alertam que a idade € um fator muito importante para

prescricdo clinica deste tipo de medicacéao.
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