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RESUMO

Introducdo: A ativacdo elétrica do coracdo, conhecida com potencial de acdo (PA)
cardiaco, pode ser afetada farmacologicamente de maneira caracteristica, levando a
alteragdes mensuraveis e importantes no eletrocardiograma (ECG), como aumento no
intervalo QT e arritmias. Em vista disso, propusemos nesta tese de doutorado avaliar,
em corac0es isolados de rato (montagem de Langendorff), o efeito das fenotiazinas em
condigdes que mimetizam normocalemia, hipercalemia e hipocalemia sobre intervalos
eletrocardiograficos. Buscamos com isso indicios dos mecanismos arritmogénicos
envolvidos, uma vez que estas condigdes afetam o PA cardiaco de maneira previsivel
teorica e experimentalmente. Metodologia: A fenotiazina utilizada, ap6s experimentos
exploratdrios, foi a tioridazina 20 puM, em decorréncia do seu comportamento em
termos de velocidade do surgimento das alteracdes eletrocardiograficas e arritmias
desencadeadas. Coragdes foram perfundidos com solugédo de Krebs-Henseleit com
concentracdo normal de potassio,hipercalémica e hipocalémica, por 40 minutos e, a
seguir, adicionado tioridazina na solucdo, para analise do comportamento
eletrocardiografico. O eletrocardiograma (ECG) foi adquirido na derivacdo D2, para
analise de todos os parametros eletrocardiograficos, com énfase em dois intervalos: O
intervalo QT-QRS, que propusemos nesta tese como um parametro a ser incorporado
aos demais parametros para deteccdo de arritmogénese, e o segundo intervalo,
denominado Tp-Te, conhecido na literatura pela sua utilizacdo para caracterizar
arritmogenicidade em testes farmacoldgicos. Resultados: Nas situacbes de
normocalemia e hipocalemia com tioridazina tivemos um aumento dos intervalos QT-
QRS e Tp-Te em relacdo ao grupo controle, indicando um aumento no tempo de
repolarizacdo ventricular provocado pela tioridazina e potencializacdo deste aumento na
presenga de hipocalemia. Conclusfes: O aumento do intervalo QT-QRS e Tp-Te na
presenca de tioridazina, e de tioridazina com hipocalemia, indica que o fenémeno
arritmogénico envolvido nos experimentos € gerado por mecanismo de “atividade
deflagrada” no PA cardiaco (ndo por reentrancia). A analise conjunta destes parametros
pode contribuir para diagnostico diferencial dos mecanismos de arritmia e indicar
potencial arritmogénico de farmacos, constituindo ferramenta para avaliacdo de
arritmogenicidade.

Palavras chave: Arritmia cardiaca, fenotiazinas, Tp-Te, arritmogenicidade, Preparacao
de Langendorff,



ABSTRACT

Introduction: The electrical activity of the heart, called heart action potential, can be
affected in a characteristic way, leading to significant changes in the action potential
that can be measured in electrocardiographic (ECG) traces. Taking into account these
changes, we proposed in this thesis to evaluate in isolated hearts from Wistar rats
(Langendorff Assembly), the effect of phenothiazine (thioridazine) in the following
conditions: normokalemia, hypokalemia and hyperkalemia at electrocardiographic
intervals. We searched for evidence of arrhythmogenic mechanisms since it is expected
that these conditions lead to variances in heart action potential, theoretically an
experimentally. Material and Methods: After exploratory experiments, we used
thioridazine 20 uM, due to the velocity of electrocardiography changes and triggered
arrhnythmias. Hearts were perfused with Krebs-Henseleit solution normokalemic,
hypokalemic and hyperkalemic during 40 minutes. Then, each solution was
supplemented with thioridazine and the ECG was analysed. The ECG was acquired in
D2 derivation, in order to analyse all ECG parameters, with emphasis in the following
intervals: The QT — QRS interval, which we proposed in this thesis like a new ECG
parameter, besides other parameters, to evaluate the possibility of arrhythmias and T
peak — Tend, which is commonly used in screening tests to detect drugs that can cause
arrhythmias. Results: In the normokalemia and Hypokalemia groups, both with
thioridazine, there was an increase of QT — QRS and Tpeak — Tend intervals, when
compared with the control group, which also means an increase in the ventricular
repolarization and dispersion time, caused by thioridazine and potentized by
hypokalemia. Conclusions: The results showed a raise in QT - QRS and Tpeak — Tend
intervals, explained by the elevation of repolarization time and dispersion, and the
arrhytmogenic phenomenon occurred because of the mechanism called triggered
activity (not reentrancy). The combined analysis of all researched parameters can
contribute to differentiate the arrhythmias mechanisms (triggered activity and
reentrancy), and indicate the arrhythmogenic potency of drugs or clinical situations,
establishing a diagnostic tool for arrhythmogenicity.

Key words: arrhytmias, triggered activity, reentrancy, thioridazine.
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Valores de intervalos eletrocardiograficos nas diferentes amostras
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Tracado representativo de Tp-Te na presenga de Tioridazina e
Hipocalemia.

Representacdo grafica do intervalo Tp-Te e nas amostras experimentais
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1 INTRODUCAO

A arritmia cardiaca € a principal causa de morte subita. Nos Estados Unidos ha
cerca de 400.000 a 460.000 casos de morte subita ao ano e estatisticas brasileiras
apontam que em janeiro de 2009 foram notificados em média 90.000 casos de
internacdo por doencas do aparelho circulatério ao més, com uma média 4.000 casos ao
més de internacdo por transtornos do ritmo cardiaco (MINISTERIO DA SAUDE -
DATASUS, 2009).

O percentual de morte sUbita varia de um a oito casos para cada mil individuos
ao ano na populacao em geral, com incidéncia ainda maior na vigéncia de infarto agudo
do miocérdio e arritmia ventricular (30 casos/1.000 individuos/ano). Em 80% dos casos
de morte subita, encontramos doenca arterial coronariana com suas consequéncias como
infarto agudo do miocéardio e insuficiéncia cardiaca congestiva (MYEBURG et al,
2006).

Miocardiopatias dilatadas ndo isquémicas e miocardiopatias hipertréficas estdo
em segundo lugar como responsaveis pela morte subita e, em cerca de 5 a 10% dos
casos, cardiopatias congénitas e disturbios geneticamente determinados em canais
i6nicos de calcio, sodio e potassio, levando ao desfecho fatal (RUBART et al, 2005).

Distarbios na expressdo dos canais idnicos de célcio, sddio e de potéssio séo
importantes, pois estes canais participam da génese e da conducgdo da atividade elétrica
dos tecidos excitaveis, conhecida como Potencial de Acdo (PA). Por exemplo,
alteracdes no PA detectadas na sindrome de Brugada, na qual ha um distarbio no gene
SC5NA (que codifica a subunidade alfa dos canais de sodio dependentes de voltagem),
podem desencadear arritmias severas por disfuncdo do canal de sodio (POSTEMA et al,
2009).

Situagdes clinicas ndo relacionadas as cardiopatias, como o0 uso de certos
farmacos no tratamento de patologias ndo cardiacas, tais como distarbios psicoticos e
distdrbios hidro-eletroliticos desencadeados pelas mais diversos patologias (diarréias,
por exemplo) podem desencadear arritmias cardiacas (DENVIR et al , 1998).

E sabido que pacientes com esquizofrenia que utilizam antipsicoticos podem
sofrer arritmias fatais ou até mesmo morte subita (HUIKIRI et al , 2001; SABINE et al ,
2004; SE-YOUNG et al , 2005). A utilizacdo de farmacos antipsicéticos, como a

tioridazina, a flufenazina e a trifluoperazina, levam a alteragdes do PA, que por sua vez



18

provocam  alteracbes eletrocardiograficas, com variacbes nos intervalos
eletrocardiograficos PR, QRS e principalmente no intervalo QT (SHIMIZU et al ,
2000).

O aumento do intervalo QT na presenca de fenotiazinas é decorrente do aumento
do tempo de repolarizacao, que é principalmente mediado pelas correntes de saida de
potassio, sendo uma das principais a corrente I, que possui 0s componentes de ativacdo
répida e lenta denominados Ik, e Ixs. A ativacdo da corrente de ativacdo réapida, (lx),
inicia a fase de repolarizacdo do potencial de acdo. A proteina que constitui o canal de
potassio mediador destas correntes & codificada pelo gene humano ether a-go-go
(HERG). Mutagdes neste gene levam a sindrome do QT longo congénita, SQTL, que é
relacionada a morte sUbita desencadeada por arritmias fatais. Os farmacos que atuam
sobre a corrente Ix podem mimetizar a sindrome do QT congénito em termos de
fenotipo, levando a sindrome do QT longo adquirido, com as mesmas consequéncias
arritmogénicas (ALEXANDER et al , 2006).

Assim, a partir do conhecimento de que certos farmacos alteram o potencial de
acao de maneira caracteristica, notadamente aquelas relacionadas ao intervalo QT,
pode-se, em tese, utilizar esta informacdo para o estudo das correlagdes entre o
potencial de acdo e o eletrocardiograma em condicGes experimentais controladas. Neste
sentido, torna-se pertinente o uso de fenotiazinas (tioridazina, flufenazina e
trifluoperazina) para o estudo do comportamento eletrocardiografico, tanto em
fendmenos arritmicos como em alteracGes eletrocardiograficas relacionados ao aumento
do tempo de repolarizagéo ventricular.

Por outro lado, em situagbes de hipocalemia e hipercalemia (diminuicdo e
sobrecarga de potassio, respectivamente, detectadas no plasma humano por métodos
bioquimicos), também sdo registradas alteracdes eletrocardiograficas que podem levar a
alteracbes do intervalo QT, com predisposicdo as arritmias, tanto de origem
ventriculares, como supraventriculares e blogueios atrioventriculares (KODAMA et al ,
1984; FERREIRA et al, 2008; OLEG et al, 2010). Por exemplo, a hipocalemia por si s6
leva ao aumento do intervalo QT, com despolariza¢fes ventriculares prematuras, que
por sua vez podem agravar ainda mais os efeitos de fenotiazinas sobre estes intervalos
eletrocardiograficos (MALAFRONTE et al, 2004; HELFANT et al, 1986).

Na hipocalemia ha o aumento da duracéo do potencial de agdo e da duracéo do
periodo refratario, sendo ambos os fatores adequados para a arritmogénese. Quando se

faz o eletrocardiograma em humanos sob hipocalemia detectada por analises
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bioquimicas, no ECG havera ondas U com amplitudes maiores que 1 mV e mais largas
(maior duragdo) que as ondas T, associado a depressdo do segmento ST, numa mesma
derivagdo. Podera ocorrer uma relagdo onda T/onda U menor ou igual a um, sendo a
onda U maior que 0,5 mV na derivacdo D2 ou maior que 1 mV na derivacdo V3
(HELFANT et al, 1986). Portanto, alteraces eletrocardiograficas déo indicios da
situacdo de hipocalemia detectada por anélises bioquimicas, corroborando a importancia
do eletrocardiograma no diagndstico clinico e, indiretamente sendo uma ferramenta para
reconhecimento das alteracfes do potencial de acao induzida pela hipocalemia.

A mesma importancia diagndstica pode ser suposta nas condi¢bes de
hipercalemia, também reconhecidamente arritmogénica (FRIEDENSOHN et al, 1991).
Porém, nem sempre existem alteracOes eletrocardiograficas consistentes que permitam o
reconhecimento da hipercalemia. Nas situacdes de hipercalemia, o eletrocardiograma
registra ondas T em forma de sino, cupuliformes. Em niveis de potassio menos
elevados, as alteracGes eletrocardiograficas sdo inespecificas, dai a dificuldade do
diagndstico precoce, como observado no estudo realizado no Centro Médico da
Universidade de Pittsburgh, onde somente 48% dos pacientes com potassio sérico
maiores que 6 mE/L apresentavam alteracdes no ECG e 55% dos pacientes com nivel
sérico de potdssio maior que 6,8 apresentavam alteracBes consistentes do ECG
(WALTER et al, 2006).

Na hipercalemia, o potencial de repouso de membrana é -70 mV quando
comparado ao da condicdo de normocalemia que é -80 mV. Nesta situacdo, o percentual
de canais de Sodio ativaveis decresce, diminuindo a corrente de sédio, levando a
lentiddo na conducdo do impulso. Eletrocardiograficamente ha prolongamento da onda
P, do intervalo PR e alargamento do complexo QRS (WEBSTER et al, 2002).

Nas fases 2 e 3 do potencial de acado que se seguem a sua ativacdo inicial , ocorre
a saida do potéssio para o meio extracelular sendo a corrente Ik, a responsavel por este
efluxo. H4, na hipercalemia, declinio nas fases 2 e 3, sendo estas mais rapidas,
diminuindo o tempo de repolarizacédo, levando a uma depressdo do segmento ST , onda
T apiculada e diminuicdo do intervalo QT. Portanto, mesmo ndo sendo frequente em
todas as situacGes de hipercalemia, a alteracdo eletrocardiografica clinicamente
detectada pode ser til no auxilio diagndstico (CUMBERBATCH et al, 1999).

Avaliag¢Ges da duracdo do potencial de acdo (PA), do periodo refratario relativo
ventricular e o tempo de conducao transmural séo utilizados em conjunto na tentativa da

compreensdo das arritmias (SABIR et al, 2007). Um aspecto comum nesta tentativa € a
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busca de correlacdes entre 0 PA e 0o ECG. Por exemplo, sabe-se que variagdes na
duracéo do PA ventricular levam ao aumento ou diminuigéo no intervalo QT do ECG e
alteragdes na dispersdo do PA no endocérdio, midimiocardio e epicardio acarretam o
aumento da duracdo da onda T. Esta variabilidade de parametros envolvendo a duragéo
dos intervalos eletrocardiograficos pode estar atrelada a ocorréncia de diversas
arritmias, como por exemplo, taquicardias ventriculares e “torsades de pointes”
(YUNLONG et al, 2006).

Os estudos expostos acima de Jan Sabir e Yunlong Chia foram essencialmente
efetuados em experimentacao “in vitro”, ajudando a elucidar mecanismos geradores de
arritmia, notadamente na correlagéo entre Potencial de Agéo e Eletrocardiograma. Por
exemplo, a lentificacio do potencial de agdo ventricular, identificado
eletrocardiograficamente por aumentos no intervalo QT, QT corrigido, triangulacéo e na
duracdo da onda T (Tp-Te), ddo indicios do potencial arritmogénico de farmacos,
podendo inclusive levar & génese de arritmias ventriculares (CHENG et al, 1999). No
entanto, os resultados obtidos nas experimentacdes, tanto in vivo quanto in vitro, ainda
ndo deixam completamente claro se 0s mecanismos arritmogénicos observados estdo
associados a um dos dois fendmenos eletrofisiolégicos seminais e distintos: a
reentréncia ou a atividade deflagrada (“triggered activity”).

O desconhecimento da exata natureza do mecanismo arritmogénico afeta
substancialmente a interpretacdo eletrocardiografica das arritmias, bem como a
indicacdo correta de farmacos para seu tratamento. Portanto, é possivel depreender a
importancia de indicadores eletrocardiograficos que identifiguem ndo sé o tipo de
arritmia (exemplo: taquiarritmia ventricular ou Torsades de Pointes), mas também seu
mais provavel mecanismo arritmogénico (reentrancia ou atividade deflagrada). Desta
forma, o objetivo geral é essencialmente ajudar na identificacdo do possivel mecanismo
arritmogénico de arritmias ventriculares por meio de analises eletrocardiogréaficas,
propondo um novo parametro eletrocardiografico.

Para isto, consideramos 0 seguinte raciocinio:

1- A atividade deflagrada estd associada as alteragdes durante a repolarizacao
ventricular que levam ao aumento da duracdo do PA ventricular. A lentificacdo na
repolarizacdo do PA ventricular aumenta a dispersao da repolarizacdo no ventriculo que,
por sua vez, aumenta o tempo de decaimento da onda T, possibilitando o inicio de
atividade deflagrada (MILBERG et al , 2005).



21

2- A “morfologia” da despolarizacao ventricular por atividade deflagrada afeta a
onda T do ECG de forma caracteristica, achatando-a e aumentando sua duragdo. Ou
seja, a lentificacdo na repolarizagdo do PA ventricular pode ser evidenciada no ECG
como altera¢des na duracdo do intervalo QT e da onda T (CHANTAL et al, 2006 ).

3- O tempo entre o final do complexo QRS e o final da onda T (QT — QRS) &
uma medida indireta da duracdo dos ultimos PA ventriculares apds a sistole ventricular
(RICHARD et al, 2007; GUSSAK et al, 2008; NODA et al, 2008). Ou seja, o intervalo
QT-QRS reflete exclusivamente o eletrocardiograma de cardiomiocitos na fase de
repolarizacéo.

A partir deste raciocinio, assumimos que o intervalo QT-QRS juntamente com a
duracdo da onda T poderiam ajudar no reconhecimento de potencial arritmogénico de
farmacos e do seu respectivo mecanismo arritmogénico. De fato, pelo raciocinio
exposto, os parametros eletrocardiograficos representados pela duracdo do intervalo
QT-QRS e duracdo da onda T, avaliados juntos, podem fornecer subsidios importantes
que indiquem suscetibilidade a arritmias ventriculares, cujo mecanismo arritmogénico é
especificamente a atividade deflagrada por lentificacdo na repolarizacdo ventricular.
Desta forma, considerando-se a possibilidade da reproducédo in vitro e controlada da
lentificacdo na repolarizacdo ventricular, seria possivel, em principio, avaliar-se a
aplicabilidade destes pardmetros no reconhecimento de arritmias e seu respectivo
mecanismo arritmogénico. A analise da aplicabilidade destes parametros e,
essencialmente, o foco do presente trabalho.

Assim, neste trabalho reproduzimos in vitro as condi¢des experimentais que
viabilizam lentificar a repolarizagdo ventricular bem como afetar esta lentificacdo.
Como esta lentificacdo pode ser induzida utilizando-se perfusdo de fenotiazinas em
coracOes isolados de animais experimentais na Preparacdo de Langendorff, e a
lentificacdo também pode ser afetada de maneira controlada por procedimentos
experimentais que mimetizam condic¢des de normo, hipo e hipercalemia, estas foram as

ferramentas metodologicas utilizadas para se avaliar os parametros QT-QRS e onda T.

A seguir apresentamos formalmente o objetivo deste trabalho, seguido dos

aspectos tedricos da arritmogénese relacionados a tese propriamente dita.
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2 OBJETIVO

Analisar a aplicabilidade da avaliagdo simultanea das duracgdes do intervalo QT-
QRS e da onda T para apoio a interpretacdo de arritmia ventricular e seu respectivo

mecanismo arritmogénico.
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REFERENCIAL TEORICO E ESTADO DA ARTE

3 ASPECTOS BIOFISICOS DA ARRITMOGENESE

3.1 GERACAO DO POTENCIAL DE ACAO

A matriz lipidica das membranas biologicas permite com gque a membrana
possua propriedades capacitivas, conferindo uma rigidez dielétrica. Além disso,
apresentam uma resisténcia, tornando a membrana semelhante a um circuito elétrico do
tipo resistor-capacitor em paralelo. A presenca de proteinas nesta estrutura lipidica faz
baixar a resisténcia, sendo que a corrente total da membrana é resultante da soma da
corrente iénica (que obedece a lei de Ohm e esta associada aos canais ibnicos) somada a
corrente capacitiva (que corresponde ao dielétrico lipidico). A permeabilidade seletiva
aos diversos ions e distribuicdo assimétrica de suas concentracfes entre os lados intra e
extracelulares geram o chamado potencial de repouso.

O Potencial de Acdo é uma ativacdo elétrica que se propaga a partir do potencial
de repouso pelas células excitaveis para a transmissdo de uma informagdo ou para
iniciar uma contracdo. As membranas das células vivas possuem uma diferenca de
potencial elétrico entre as superficies interna e externa que variam de -60 mV a -90 mV
(células nodais e células de Purkinje, respectivamente).

Para que o potencial de agdo seja deflagrado existe uma movimentagédo
organizada de cargas elétricas no interior da membrana plasmatica. O modelo de
“gating current” (HODGKIN & HUXLEY et al, 1955) tem como fundamento a cinética
entre dois compartimentos diferentes, com a condutancia iénica variando com o tempo e
com a diferenca de potencial aplicada sobre uma membrana. As varidveis implicadas
séo:

gNa: Conduténcia ao Sédio num tempo t.

GNa: Condutancia maxima da membrana ao Sodio.

gK: Condutancia ao Potassio num tempo t.

GK: Condutancia méxima ao Potéssio

m, h, n: Variaveis responsaveis pela ativacdo e inativacdo dos canais de Sodio e

ativacdo dos canais de Potassio, respectivamente.
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As correntes transportadas pelo sodio e pelo potassio foram matematicamente
descritas da seguinte forma:

I Na=G Na. mé h(Vm -V Na)

| K =G K. n*(Vm = Vk)

Vm: diferenca de potencial através da membrana

VNa: potencial de equilibrio do sddio

VK: potencial de equilibrio do potassio

Nas células cardiacas ha uma diferenca de potencial de -90 mV, sendo este o
potencial de repouso. Quando ha uma excitacao da célula, ocorre o disparo do potencial
de acdo, (figura 1) caracterizada por fases: despolarizacdo (fase zero), repolarizagéo
incompleta e precoce, (fase um), plat6é (fase dois), repolarizacdo (fase trés) e a diastole
elétrica (fase quatro). O potencial de agdo, diferente do potencial de repouso, se propaga
pela membrana das células e de célula a celula.

Podemos subdividir em Potencial de A¢do com componente rdpido (tipo A) ou

lento (tipo B) (PAES DE CARVALHO et al, 1966). No cardiomiécito e no tecido de
conducdo cardiaca existem potenciais de acdo tipo A, com componente rapido bem

desenvolvido, onde ha entrada de sddio pelos canais de sodio de cinética rapida.

Miocardio Nédulo
atrial e ventricular sinusal

Q oumenor

ICalL
— ICa-T ,

| bomba
[IK(ATP)]

Figural: Representacdo esquematica sem escalas do Potencial de Acdo, nas suas fases
0, 1, 2, 3 e 4 e respectivos canais idnicos.
Fonte: Tratado de Cardiologia da Sociedade de Cardiologia do Estado de S&o Paulo (2005).
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Nas células de transicdo do entorno do nodo sinusal e atrioventricular ha
potenciais de acdo Tipo B, com componente rapido pouco desenvolvido, taxa de
despolarizacdo menor, com menor velocidade de propagacao.

Durante 0 PA, a mudanca de resisténcia da membrana de um estado passivo,
(onde a resisténcia € constante), para um estado ativado (com resisténcia variavel), leva
a alteragdo da conduténcia aos diferentes ions e, apds um pulso despolarizante e
supralimiar ocorrerdo sequencialmente:

Para o ion Saédio:

-Aumento da condutancia ao Sodio (cerca de 30 vezes maior que a condutancia
ao Potassio);

-Inativagéo dos canais de sddio;

-Manutencéo de permeabilidade de canais lentos de sodio durante o plato;

-Com a repolarizacdo completa ha o retorno da condutancia de sodio ao seu
valor de repouso.

Para o Potassio tém-se:

-Na despolarizacdo ha reducao da condutancia ao potassio;

-A condutancia aumenta com o passar do tempo, até atingir o seu valor de
repouso, quando ocorre um grande fluxo de saida de potassio decorrente de gradiente de
concentracdo e gradiente elétrico, facilitando a saida de cargas positivas, negativando o
citoplasma e repolarizando a celula.

No repouso elétrico, ha uma corrente de Potassio em direcdo para o exterior da
célula, através de canais que retificam com a despolariza¢do, denominados canais tipo
K; (Canal Retificado de Saida). Na fase zero do potencial de acdo a condutancia deste
canal diminui, contribuindo com a fase de plat6é do potencial de acao.

Quando a membrana atinge — 20 mV, os canais de Potassio entram novamente
em acdo, sendo entdo o principal responsavel pela repolarizacao (fase 3 do potencial de
acdo). O Canal de Ativacdo Transitorio (Canal Ki) abre-se e também se inativa
rapidamente na fase Zero do Potencial de Ac¢do, ndo sendo eficaz na repolarizacao da
célula. O Canal K (Canal de Potéssio retificador com retardo) por sua vez apresenta
aumento progressivo de condutancia ao Potassio, levando a uma corrente de saida de
Potassio méxima proximo ao término do platd e conjuntamente com os canais tipo K
(que estavam desativados neste momento e voltam a ser funcionantes), levam a célula a

repolarizacéo.
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Dois subtipos principais de canais K sdo o Ks (ndo responsivo ao sotalol) e K,
(sensivel ao sotalol).

Para o Calcio:

-Durante o repouso a condutancia ao Calcio € pequena, elevando-se durante o
platd. Como seu potencial de equilibrio & positivo, em torno de +130 mV, ha
manutenc¢do do estado de despolarizagdo e contragdo do cardiomidcito.

Os canais de calcio tipo L (“Large depolarization”) e tipo T (“threshold”) foram
identificados por técnica de “clamp” de voltagem desde a década de 60, sendo
atualmente também conhecidos canais denominados tipo N, P, Q, R (REUTER et al,
1967, 1977).

O conhecimento das estruturas envolvidas na dindmica ionica, principalmente
envolvendo o ion calcio, responsavel direto pelo mecanismo de acoplamento excitagdo
contragdo permite a compreensdo dos possiveis mecanismos de arritmias. Estas

estruturas sdo discutidas a seguir.

3.2 ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO

Durante o PA, ha a entrada do célcio para o interior da célula pelos canais de
calcio tipo L. Estima-se 15 canais por micrdmetro2 em cardiomiocitos ventriculares
(LEW et al, 1991), sendo que somente 3% estardo abertos no potencial de repouso.
Quando este calcio entra no midcito da-se o inicio do acoplamento excitagcdo-contracdo
através do contato deste calcio com o reticulo sarcoplasmatico, estimulando a liberagdo
do célcio do reticulo dando substrato aos filamentos contrateis para que a contragao
ocorra. Este fenébmeno é denominado calcio induzindo liberacdo de célcio, ocorrendo
pelo contato do célcio com canais de calcio localizados nas cisternas terminais do
reticulo sarcoplasmatico denominados RyRs, que possuem alta afinidade pela rianodina.
Estes estdo estruturalmente muito préximos aos canais de célcio tipo L da membrana
plasmatica.

A forca de contracdo muscular dependera da quantidade do calcio intracelular
liberada pelo reticulo sarcoplasmatico, da frequéncia cardiaca, da duracdo do potencial
de acdo e do intervalo diastolico, periodos estes que propiciardo a reposicao dos
estoques do calcio do reticulo (BERS et al, 2002).
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3.3 O ELETROCARDIOGRAMA NORMAL

O eletrocardiograma normal realizado de forma padronizada (KLIGFIELD et al,
2007) é constituido pelas seguintes ondas: P, Q, R, S, J, T e U (figura 2). Quando um
impulso elétrico sai do nodo sino-atrial, espalha-se pelo atrio direito e atrio esquerdo e
septo interatrial, originando a onda P. A conducdo pelo nodo atrioventricular é
registrada como uma linha isoelétrica que comeca no final da onda P até o inicio do
complexo QRS, formando o segmento PR, que € parte do intervalo PR, que se estende
do inicio da onda P até o inicio do complexo QRS. A sequéncia de ativacao endocardica
e transmural dos ventriculos resultam nas ondas caracteristicas do complexo QRS. O
segmento ST comega com uma onda de baixa amplitude a partir do término da onda S,
denominado este local de ponto J (ESKOLA et al, 2005).

A seguir, ha inscricdo da onda T, que representa a repolarizacdo ventricular. A
onda U ainda tem base eletrofisiologica incerta, possivelmente originada pela
repolarizacdo das fibras de Purkinje, pelo longo potencial de acdo das células M
(midimiocérdicas) ou pela despolarizacdo tardia em areas de ventriculo (WU et al,
2002). O intervalo QT inclui a duracdo total da ativacdo e recuperagdo ventricular,

sendo diminuido quando a frequéncia cardiaca aumenta (LUO et al, 2004).

QRS

1 mV

200 ms

ST U

\J QT

Figura 2: Representacdo esquematica dos intervalos eletrocardiograficos.
Fonte: Modificado de Braunwald, Tratado de Doencas Cardiovasculares (2010).
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4 GENESE DA ARRITMIA

Os mecanismos fundamentais que desenvolvem fendmenos arritmicos
responsaveis por alteragdes no ciclo cardiaco normal envolvem os fenbmenos de

reentrada, atividade deflagrada e automaticidade.

4.1 REENTRADA

A reentrada (figura 3) existe quando o impulso cardiaco em vez de se extinguir,
encontra um caminho de tecido fora do periodo refratario, permitindo o seu retorno e
nova despolarizagéo total ou parcial do coracdo (JANSE et al, 1989).

Para que ocorra a reentrada Sa0 necessarios:

a) Bloqueio unidirecional da conducao;

b) Tempo de recirculacdo do impulso até o local de origem seja mais longo que
o0 periodo refratario do seguimento proximal do circuito.

Caso este tempo seja mais curto, encontrard a origem em periodo refratéario e ndo
havera reentrada.

Para que ocorra bloqueio de conducéo unidirecional, um extra-estimulo podera
atingir o periodo refratario do tecido miocérdico. A estimulagdo durante este periodo
vulneravel resultaria no bloqueio de condugdo em direcdo anterograda, pois as células
estdo no seu periodo refratario. Porém, em direcdo retrograda havera condutancia ao
Sodio adequada para que o impulso se transmita nessa direcdo (SHAW et al, 1995).

O comprimento anatdmico do circuito precisa ser igual ou mais longo que a
distancia percorrida pela onda de ativacdo durante o periodo refratario. Comprimentos
de onda curtos, resultantes de periodos refratarios curtos e/ou velocidade de conducéo

lenta sdo mais propicios a reentrada.
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)

A B C

Figura 3: Esquematizacdo dos mecanismos de reentrada: (A): impulso bloqueado, sendo conduzido por
outra via, caracterizando bloqueio unidirecional. Se esta area com bloqueio estiver recuperando sua
excitabilidade (B), o impulso retornard a origem, sendo entdo novamente conduzido, reentrando no
circuito (C)

Tipos de Reentrada

4.1.1 Funcional

Na reentrada funcional o impulso trafega em tecido parcialmente refratario ( que
é mais propenso ao bloqueio de conducdo). Se as condi¢cbes de conducdo e
refratariedade forem propicias, um impulso pode desencadear um circuito reentrante na
auséncia de obstaculo anatémico. A reentrada € instavel, pois o circuito pode mudar de
tamanho, forma e localizagdo a cada ciclo, tendo como exemplo a fibrilacdo atrial. A
propria revolucdo do impulso ativa constantemente uma area de bloqueio central,
mantendo-a refrataria (reentrada tipo circulo condutor).

Se houver duas areas com PA prolongados e diferentes, ocorrera, por ex: Uma
area com PA na fase 2 e uma segunda area com PA na fase 4. A diferenca de potencial
gera uma corrente capaz de despolarizar a regido ja repolarizada, produzindo um PA
que ao atingir a fase 2, perpetua a reentrada. H4 um aumento anormal da corrente de
potassio | , e/ou decréscimo da corrente de céalcio | ¢, podendo ndo acontecer a fase 2
do potencial de acdo subepicérdico, resultando em rapida repolarizacdo precoce e
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dispersdo do potencial de acdo transmural, sendo este tipo de reentrada denominada
reentrada de fase 2 (LUCAS et al, 1996).

4.1.2 Anatdbmica

O impulso circula ao redor de uma barreira anatdmica fixa e bem definida, como
por exemplo: taquicardia atrioventricular reentrante na pré-excitacdo ventricular tipo
Wolf-Parkinson-White.

O impulso passa pelos atrios, nodo atrioventricular, ventriculos, via acessoria e
novamente atrios levando, por exemplo, a taquicardias atriais por corre¢do cirdrgica de
cardiopatia congénita, denominadas taquicardias atriais incisionais. Outro exemplo é a
taquicardia ventricular por reentrada ramo a ramo, em geral conduzido pelo ramo direito

do feixe de Hiss e retornando pelos fasciculos esquerdos.

4.1.3 Anisotropica

Fisiologicamente, a velocidade de conducao do impulso no coracdo é maior no
sentido longitudinal que no transversal (figura 4), sendo que o estimulo é bloqueado
mais facilmente no sentido longitudinal (NICHOLAS et al, 1998). A condugéo de
impulsos de forma desigual em virtude da orientacdo espacial da fibra é chamada
anisotropia. A exacerbacéo desta anisotropia pode gerar circuitos reentrantes.

Arritmias ventriculares na fase crénica do infarto agudo do miocardio,
taquicardias supraventriculares paroxisticas, “flutter” atrial e taquicardia por reentrada
nodal sdo exemplos de arritmias que podem ocorrer por este mecanismo.

De forma geral, reentradas anatdmicas e anisotropicas sdo estaveis, persistentes
e possuem intervalo de excitabilidade culminando com arritmias monomorficas.
Reentradas funcionais sdo instaveis, sem intervalo de excitabilidade (propagacdo do
estimulo em tecido parcialmente excitavel), podendo terminar espontaneamente em
ritmos fibrilatérios ( BRAUNWALD et al, 2010).

Classifica-se a reentrada anisotropica em:

-Macrorreentradas que sdo circuitos anatomicos de grande extensdo como o
“flutter” atrial, Wolf-Parkinson-White e taquicardias ventriculares com reentrada ramo a

ramo,
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-Microrreentradas que s@o circuitos menores como a Taquicardia Ventricular na
fase crénica do Infarto Agudo do Miocérdio, as Taquicardias atriais e a Fibrilacdo
Atrial.

0 & 10 15 20 25 30 35 40 45 &0 55 GO B5 ms

Figura 4: Representacdo esquematica das velocidades de condugdo do PA no tecido miocardico, sendo a
velocidade de conducdo maior no sentido longitudinal que no sentido transversal.
Fonte: Livro texto: Bioelectromagnetism (1995)

4.2 “TRIGGERED ACTIVITY” (ATIVIDADE DEFLAGRADA)

A “Triggered Activity”, ou atividade deflagrada, é caracterizada pela presenca
de um estimulo externo, diferente do automatismo, com pos-potenciais precoces (“Early
Afterdepolarizations-EAD”) e pds-potenciais tardios (“Delayed afterdepolarization-
DAD”) (KUMAR et al, 1995).
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4.2.1 P6s Potenciais Precoces (EAD)

Os Pds-Potenciais Precoces sdo despolarizagdes que se originam durante o platd
do Potencial de Acdo ou no final da repolarizagdo, com 0s seguintes mecanismos
envolvidos:

-Aumento na condutancia do Calcio nos canais de calcio Tipo L

-Ativacdo répida do transiente da corrente do trocador Sodio-Célcio, com
liberacdo secundéria de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico (MING et al, 1994).

a) Aumento da condutancia do Calcio:

Quando ocorre durante o platé do potencial de acdo uma repolarizagéo lenta, Ic,
pode ser reativada, gerando uma corrente de entrada (SIPIDO et al, 1995), formando um
pos-potencial precoce. Este fendmeno € decorrente da recuperacdo dos canais de calcio
voltagem dependentes e da recuperagdo dos canais de célcio inativados, sendo este
tltimo determinado pela atividade do trocador Sodio-Célcio e da Ca™ ATPase do
reticulo sarcoplasmatico.

Portanto, com a lentificacdo do processo de repolarizacéo, ha o favorecimento da
reativacdo de lc, e 0 aparecimento de pds-potenciais, fato que ocorre na presenca de
algumas substancias e situagdes como na acidose metabdlica, drogas que bloqueiam
correntes de Potassio e substancias como o BAYK 8644, que aumentam a | ¢,
(JANUARY et al, 1989)

E légico pensar que, na situacdo inversa, onde a velocidade da repolarizago
aumenta, ha a supressao das pds-despolariza¢bes precoces, 0 que ocorre na presenca de
bloqueadores de canais de célcio, hipercalemia e estimulacdo elétrica com frequéncia
elevada (PRIORI et al, 1990).

b) Papel do trocador Sddio-Calcio

Quando ha a ativacdo do trocador Sodio-Célcio no modo reverso, ocorre a
entrada de célcio no meio intracelular, com liberacdo do Calcio pelo reticulo
sarcoplasmético através do mecanismo denominado calcio induzindo liberacdo de
calcio. Nestas condigdes, o célcio que adentrou a célula, ao contato com canais de
Rianodina do Reticulo sarcoplasmatico induzem a liberacéo pelo reticulo dos estoques

de calcio em fases mais tardias do platd (fase 3) ou no final da repolarizacéo,
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contrastando com o que fisiologicamente ocorre, que é a liberagdo do calcio no inicio da
sistole (SITSAPESAN et al, 1995). Estas ondas de célcio irdo favorecer o
desencadeamento de potencial de a¢&o, levando a extrassistoles.

4.2.2 Pés-Potenciais Tardios (DAD)

Quando ha uma despolarizagdo suficiente para alcangar o limiar e elevar a
condutancia ao sédio, gera-se uma extrassistole que podera se perpetuar, replicando-se,
resultando uma sucesséo de potenciais de acdo (figura 5). Isso ocorre na sobrecarga de
calcio, exemplificada nos casos de intoxicacdo digitalica e corroborada em
experimentos envolvendo hipercalcemia com hipocalemia, hiponatremia, agonistas de
canais de célcio, excesso de catecolaminas e eletro-estimulacdo (JANSE et al, 1989).

Nesta situacdo, existe um potencial de membrana em torno de -60 mV e as
principais correntes envolvidas neste potencial sdo determinadas pelo trocador Sodio-
Calcio, por entrada de calcio em canais ndo seletivos e calcio intracelular induzindo
correntes de cloro (PAPP et al, 1995).

<:3= ATIVIDADE
DEFLAGEADA

POSPOTENCIAL

ms

Figura 5: llustracdo de um potencial de acdo desenvolvendo atividade deflagrada. O pds-potencial nao
atingiu o limiar no primeiro batimento, atingindo-o no segundo batimento, dando origem a uma
extrassistole.
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4.3 AUTOMATICIDADE

A automaticidade no nddulo sinusal reflete uma atividade elétrica espontanea,
resultantes de varias correntes (lkr, Iy, lcar, lcar, Inas Ikach, Ik ap, Inax (HAN et al, 1996,
BARUSCOTTI et al, 1996). A despolarizacdo diastdlica precoce é determinada pela
ativacdo da I; e pela desativacdo da Ix (ONO et al, 1995).

A automaticidade fora do nddulo sinusal pode ser consequéncia da ativacgéo da I,
liberacdo lenta de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, ativacdo da corrente do trocador
Na-Ca e ativacdo de correntes sensiveis ao estresse, dano ou curto-circuitos. Na
sobrecarga de célcio, a liberacdo lenta e espontanea de céalcio pelo reticulo
sarcoplasmatico aumenta o nivel do calcio citoplasmatico livre, estimula o trocador Na-
Ca, correntes de canais ndo seletivos e Ic, despolarizando a célula ou aumentando a
frequéncia de despolariza¢des diastélicas tardias em marcapassos subsidiarios. Quando
uma destas despolariza¢des é grande o suficiente para atingir o limiar de excitabilidade,
inicia-se a arritmia cardiaca. Como exemplo, podemos citar despolarizacdo induzindo

automaticidade nas bordas de uma regido infartada, com atividade arritmica sustentada.

44 MORFOLOGIA DE ONDAS T E SUA RELACAO COM FENOMENOS
ARRITMICOS

A despolarizagdo ventricular representada pelo complexo QRS no
eletrocardiograma (ECG), em relagdo ao potencial de agdo (figura 6), é a denominada
fase Zero, enquanto que a repolarizacdo ventricular (onda T no ECG) é a fase 3 do
potencial de agé&o.

A fase 4 é a linha de base entre cada batimento, correspondendo a diastole.
Bloqueando farmacologicamente o canal de sddio, hd o alargamento do potencial de
acdo na fase Zero, e o complexo QRS também podera se alargar. Blogueando
farmacologicamente os canais de potassio, a fase 3 sofrerA um atraso, com
prolongamento da fase 2 do potencial de acdo e com aumento do segmento ST e QT
sem alargamento do QRS.

O periodo refratario absoluto ocorre entre as fases 1 e a metade da fase 3 e 0
periodo refratario relativo ocorre no final da fase 3. Portanto, se um estimulo elétrico

atingir o tecido neste periodo, podera desencadear-se um fenbmeno arritmico.
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Figura 6: Representacdo esquematica do ECG em relacdo ao PA, no mesmo eixo de tempo, sendo o PA
representado em suas diferentes morfologias encontradas no tecido miocardico. O ECG e suas ondas (P,
Q, R, S e T) estdo representados com cores que se correlacionam com o PA da area do miocardio por
onde percorre o impulso. Fonte: Modificado de Bioelectromagnetism, Textbook (1985).

A onda T, associada com a fase de repolarizacdo do potencial de agdo, tem
morfologia assimétrica em individuos saudaveis e, na presenca de cardiopatia, tende a
ser simétrica como resultado da dispersdo da repolarizagdo no musculo cardiaco
(INUYAMA et al, 2000).

Assumindo, num modelo de ECG de superficie que a condutividade miocardica
é uniforme, a repolarizacdo do ventriculo esquerdo sequencialmente ocorre no
epicardio, a seguir atinge parede septal e apex, finalmente atingindo o endocardio.
Quando ha baixa dispersao das ondas, a onda T tende a ser assimétrica e, na presenca de
grande dispersdo, a onda T tende a ser simétrica e elevada, havendo uma relacdo entre
morte subita e alta disperséo de onda T avaliada no ECG de 12 derivagdes.

Recentemente, a repolarizagdo ventricular precoce caracterizada pela elevacéo

da juncdo QRS com ST (denominado ponto J) em derivagdes diferentes da derivagédo
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V1 do ECG em humanos, foi associada ao aumento de vulnerabilidade a fibrilacéo
ventricular, num estudo que envolveu 10864 pessoas com idade média de 44 (+/- 8)
anos. Neste estudo a repolarizacdo precoce foi estratificada como uma elevagdo no
ponto J maior ou igual a 0,1 mV ou maior que 0,2 mV nas derivacdes inferiores (D2,
D3 e AVF) e laterais (D1, AVL, V5, V6). (TIKKANEN et al, 2009).

Os trés principais tipos de células envolvidos na dispersdo da repolarizacdo
(epicérdio, miocardio e endocardio), possuem caracteristicas eletrofisioldgicas que 0s
diferem entre si (ANTZELEVITCH et al, 1999). As células do epicardio e do miocéardio
possuem fase um do potencial de acdo proeminente, como consequéncia a uma grande
corrente de saida Iy, sensivel a 4 aminopiridina, dando ao potencial de agdo a forma de
uma espicula elevada ou cupuliforme (NABAUER et al, 1996). O mesmo ndo ocorre
com as células do endocardio. Isto leva a diferencas de magnitude no potencial de acéo,
com morfologias diferentes.

Diferencas de magnitude no potencial de acdo que envolve a onda T e,
consequentemente a corrente Ito, também s&o observadas entre as células do miocardio
do epicardio do ventriculo direito e esquerdo (VOLDERS et al, 1999). Entre o epicardio
e 0 endocardio, situa-se o miocardio cujo potencial de acdo pode prolongar-se em
decorréncia da queda da frequéncia cardiaca ou em resposta a fa&rmacos que prolonguem
este potencial de agdo, sendo que, em cées, a base i6nica deste fato € uma atividade
diminuida da corrente retificadora de potassio tardia (lgs), um grande atraso da corrente
de sddio ( Ina ) € aumento da corrente | na-ca, Proveniente do trocador Na-Ca. ( LIW et
al, 1995; ZYGMUNT et al, 2000, 2001). As correntes Ik, ( corrente retificadora tardia
répida) e a corrente retificadora Ix; s&o semelhantes nas camadas musculares estudadas
em caes.

Sob condi¢bes normais e em casos de aumento do segmento QT, o epicardio
repolariza mais cedo, sendo o responsével pela inscri¢do do pico de amplitude da onda
T, e 0 miocardio por ultimo, sendo o responsavel pelo término da onda T. Assim, o
intervalo QT é determinado pela repolarizagdo do miocardio, sendo que o intervalo
entre o0 pico e o fim da onda T pode ser um indice de dispersdo de repolarizacdo
transmural, com possivel valor prognoéstico (YAN et al, 1998).

Se o complexo QRS e, mais precisamente a onda S é representante do Gltimo
potencial de acdo ventricular representando a uUltima despolarizacdo ventricular, e o
intervalo QT ¢é representante da repolarizagé@o ventricular, onde estdo presentes midcitos

despolarizados e repolarizados conjuntamente, é possivel depreender que a subtragédo
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QT-QRS e uma medida indireta da duracdo da repolarizacdo ventricular dos ultimos
grupos musculares que despolarizaram e repolarizaram, com células somente na fase de
repolarizagéao.

Se no estudo do segmento ST ocorre um periodo exclusivo que expressa
somente a repolarizacdo ventricular, o estudo da variacdo deste segmento poderia ser
uma medida indireta da variacdo da duracdo do potencial de acdo, auxiliando no estudo
da fisiologia dos fenémenos arritmicos. Para corroborar esta hipotese, sdo descritos na
literatura os estudos de diversos parametros para analise de potencial pro-arritmico.
Pode-se realizar o estudo de potencial pro-arritmico de drogas em modelos animais com
0 coracdo isolado de animal (Preparacdo de Langendorff), através de uma abordagem
metodoldgica denominada “Screenit System” (HONDEGHEM et al, 1994), a qual
consiste na avaliacdo de propriedades eletrofisiologicas e suas alteragdes na presenca de
farmacos e sua potencialidade pro-arritmica, com avaliagdo por Triangulacdo, “Drug-
use reverse” e Instabilidade.

Para a compreensdo e avaliagdo de mecanismos arritmogénicos ha, de maneira
geral, os seguintes fendmenos que relacionam o potencial de acdo com padrdes
eletrocardiograficos (HONDGEHEM et al, 2001, 2003a):

- Triangulagéo.

- T peak - T end (Tp-Te).

- Aumento do intervalo QT.

4.4.1 Triangulac&o (T)

A Triangulacédo € derivada de uma analise qualitativa do Potencial de Acdo, que
tem repercussdo no ECG. O periodo que compreende o tempo entre 30 ms e 90 ms da
repolarizagdo chamado APD30 e APD90 reflete a fase 3 do potencial de acéo e ,
algumas drogas que atrasam essa fase de repolarizagdo modificam sua aparéncia

“quadrada”, transformando-a em aparéncia “triangular”(figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquematica de Triangulagdo. Fonte: Modificada de Valentim (2004).

A triangulacdo pode ser explicada pelos seguintes fendmenos na célula e no
tecido miocardico como um todo:

a) Aumento do tempo das correntes de célcio levando a formacdo de pos-
potenciais precoces (JANUARY et al, 1991).

b) Aumento do tempo das Correntes de sddio levando a formacdo de pds-
potenciais precoces (KATZUNG et al, 1975).

c) Aumento do tempo de recuperacdo dos canais de sodio inativados,
propiciando tempo para pds-potenciais precoces ou reentradas.

d) Diminuicdo de impedancia entre as células na fase 3 do potencial de acéo e
inicio da diastole em virtude da variabilidade do tempo dos diversos potenciais de acao
e, consequentemente, da abertura de canais de potassio, podendo levar a ativagédo
celular.

Portanto, um aumento no potencial de acdo pelo aumento do tempo de
repolarizacdo, determinado pela triangulacdo podera levar a arritmia como a “torsades
de pointes”.

J& 0 aumento do potencial de acdo por aumento da fase de plateau é menos
arritmogeénico, pois nessa fase a célula esta no periodo refratario.

Assim, bloqueando-se correntes i6nicas na fase 3 do potencial de agdo e

provocando triangulacdo, havera o substrato biofisico para disturbios de conducao que
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levardo a poOs-despolarizacdes tardias e reentradas, culminando com arritmias tais como

“torsades de pointes” e fibrilacéo .

4.4.2 Intervalo Tp—Te

O musculo cardiaco possui trés diferentes tipos celulares, que diferem entre si
nas caracteristicas de repolarizacdo nas fases um e trés, sendo denominadas células
epicardicas, células M e células endocardicas. (ANTZELEVITCH et al, 1991).

Células epicérdicas e células M (de midimiocéardio) possuem fase um do
potencial de acdo proeminente, fato ndo observado nas células endocardicas, que nao
possuem esta proeminéncia. Este comportamento é devido ao transiente da corrente de
saida ly,, muito sensivel a 4-aminopiridina e leva o potencial de a¢do a uma forma de
espicula ou ctpula (ou configuracdo do entalhe) (LITOVSKY et al, 1988).

Portanto, as diferengas na magnitude da morfologia do potencial de acdo, seja
cupuliforme ou apiculada, correspondem a diferencas na corrente I, em seus diversos
sitios nos ventriculos direito e esquerdo e nas células epicardicas e células M
(VOLDERS et al, 1999).

Entre a superficie epicardica e endocérdica existem camadas de ceélulas
transicionais e células M (midimiocardio). As células M podem ter seu potencial de
acao prolongado em relagdo ao potencial de acdo de outras células miocardicas em
situagbes onda hd uma queda da frequéncia cardiaca ou em resposta a agentes que
prolonguem a duragdo do potencial de acdo, sendo que a base idnica que sustenta este
fato (observada em cdes) é a presenca da uma pequena atividade da lgs (corrente
retificadora lenta tardia de potassio), de uma corrente tardia de sodio Iy, € uma corrente
do trocador Na-Ca ( | na-ca) (LIU et al, 1995; ZYGMUNT et al, 2001 ).

A inscricdo da onda T no eletrocardiograma reflete a heterogeneidade da
repolarizacdo transmural, transeptal e &pico-basal do potencial de acdo. Estudos
realizados em preparacgdes de ventriculos em cdes mostram que correntes que se afastam
de gradientes de voltagem de cada lado da preparagdo da regido M sdo 0s responsaveis
pela maior parte da inscricdo da onda T e as forcas opostas que se estabelecem entre
estas correntes € que determinam o tamanho e a largura da onda T e seu grau de

ascensao e descenso (YAN et al, 1998).
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Sob condig¢des normais, as celulas epicardicas sdo as primeiras a se repolarizar e
as células M as dltimas.

A repolarizacdo total do epicéardio coincide com o pico da onda T e a
repolarizacdo das células M com o fim da onda T. Portanto, a repolarizacdo das células
M determina o intervalo QT e o intervalo entre o pico da onda T e o fim da onda T
(Tp - Te) € indice de dispersdo transmural da repolarizagdo ventricular
(ANTZELEVITCH et al, 1997).

Nestas mesmas preparacdes de tecido ventricular, os gradientes de repolarizacéo
apico-basal ndo possuem um papel importante no registro da onda T. Porém, ainda nédo
podemos cegamente extrapolar estes dados para o0 ECG realizado in vivo.

Xia, em 2005, demonstrou em suinos que a medida Tp - Te ndo é uma medida
absoluta da dispersdo transmural in vivo, porém ela reflete a dispersdo espacial da
repolarizacdo e a dispersdo da repolarizacdo transmural, podendo ser utilizada como
prognostico de risco para arritmia ( WATANABE et al, 2004).

A acentuacdo do Tp-Te (portanto, 0 aumento da dispersdo transmural) em
pacientes com sindrome LQT1, patologia responsavel por arritmias fatais quando em
atividade fisica, eleva o risco de “torsades de pointes” (TAKENAKA et al, 2003). Se
forem comparados o aumento do intervalo Tp-Te em relagdo ao aumento do intervalo
QT ou QT corrigido (QTc), o Tp-Te tem maior valor como preditor de “Torsades de
Pointes” do que o QT corrigido em patologias como sindrome do QT longo (
YAMAGUCHI et al, 2003). Da mesma forma, também se observa este comportamento
do Tp-Te em relacdo ao QT ou QTc quando estudado em miocardiopatia hipertrofica,
com o aumento do intervalo Tp-Te indicando maior risco de morte subita em pacientes
com cardiomiopatia hipertrofica do que o QTc (SHIMIZU et al, 2002).Estes estudos
indicam que o aumento do Tp -Te tem relagdo com o risco de arritmias, devido a
dispersdo de repolarizacdo transmural (figura 8).

Um aumento da dispersdo transmural da repolarizacdo estaria ligado a
fendmenos arritmogénicos porque a dispersdo da repolarizacdo e da refratariedade
ocorreria em curtas distancias (na largura da parede ventricular, precisamente), criando
profundos gradientes de repolarizacao, sendo esta variagdo nos tempos de repolarizagédo
mais importantes que a magnitude da dispersao da repolarizacdo determinando assim

um potencial arritmogénico (AIBA et al, 2006).
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A dispersdo apico-basal ou a dispersao interventricular da repolarizagdo pode ou
ndo estar associada com as variagdes dos gradientes de repolarizacéo, ainda ndo sendo

possivel associa-las ao risco arritmogénico.
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Figura 8: Representacdo esquematica genérica sem escalas, do efeito de farmacos que alteram o PA e
aumentam Tp-Te. Fonte: Modificado de Valentim (2004).

4.4.3 Aumento do Intervalo QT

O prolongamento do intervalo QT é uma representacdo eletrocardiografica do
aumento da duracdo do potencial de acdo nas células M, sendo o intervalo entre a
despolarizacéo e a repolarizacdo ventricular (figura 9). Este intervalo pode elevar-se em
situacGes envolvendo canalopatias congénitas ou em resposta a substancias que
prolonguem a duracgéo do tempo do potencial de acdo por meio da reducdo das correntes
Iks, Ikr, Ik1, aumento da I, ou Ina.

Modelos experimentais com farmacos mimetizam sindromes congénitas de
sindromes do QT longo. Por exemplo, bloqueando Ik, usando sotalol, mimetiza-se a
sindrome LQT2 (SHIMIZU et al, 1997). H& grande prolongamento do tempo do
potencial de acdo das células M e aumento da duracdo do PA dos trés tipos celulares
(epicérdica, M e endocérdica), resultando numa baixa amplitude de onda T, aumento do
intervalo QT, aumento da dispersdo transmural de repolarizagéo e desenvolvimento de

“torsades de pointes”. Na presenca de hipocalemia, a onda T tem uma maior depresséo,
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com aparéncia entalhada similar a sindrome LQT2. Com 0 uso de isoproterenol, hd o
aumento da dispersdo transmural da repolarizacdo elevando a incidéncia de “Torsades
de Pointes” (SHIMIZU et al, 2000).

No entanto, farmacos que prolongam o intervalo QT tais como a amiodarona, a
dronedarona e o cisapril raramente estdo associados a “Torsades de Pointes”
(ANTZELEVITCH et al, 2005). A amiodarona bloqueia Iks, Ixr € Ina, produzindo um
aumento do potencial de a¢do no epicardio e no endocardio, prolongando o QT, porém a
dispersdo de repolarizacdo transmural é reduzida e a “torsades de pointes” nao ocorre.

Isto sugere que a dispersdo espacial da repolarizacdo é mais importante que o
prolongamento do intervalo QT para a ocorréncia de “torsades de pointes” (figura 10).
Desta forma, a presenca isolada do aumento do intervalo QT ndo necessariamente esta

associada a presenca destas arritmias.
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Figura 9: Representagdo esquematica do intervalo QT

Fonte: Arquivo de Cardiogeriatria (2008).
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Figura 10: Tracado eletrocardiografico de Torsades de Pointes. Fonte: Modificado de Journal of

MU |

Cardiovascular Eletrophysiology (2007).

4.5 ANTIPSICOTICOS E ARRITMIAS

As fenotiazinas sdo farmacos utilizados no tratamento de distirbios psicoticos,
tendo como um dos seus representantes a tioridazina, cuja férmula molecular
C21H26N2S2-HCL, com peso molecular 407, utilizada em comprimidos 10, 25, 50 ou
100 mg, para uso oral. O efeito pré-arritmico do fa&rmaco é descrito desde a década de
60, com casos de morte subita, com taquicardia ventricular e torsades de pointes,
consequentemente ao bloqueio das correntes de potassio pelos canais de potassio tipo
HERG (MILNES et al, 2006). O bloqueio dos canais de potassio e a lentificacdo do
potencial de agdo, com representacdo eletrocardiogréfica pelo intervalo QT aumentado €
dependente da dose de tioridazina utilizada. Isto explica o aumento do intervalo QT em
alguns pacientes, e a auséncia deste aumento em outros pacientes, com doses
relativamente menores (BENOIT et al, 1999).

A trifluoperazina também ¢é representante da classe das fenotiazinas com seus
efeitos terapéuticos nos casos de psicose relacionados a sua acdo central anti-
adrenérgica e anti-dopaminergica. Antagoniza a calmodulina e interfere com as ligagdes
do célcio com a calsequestrina, dificultando a recaptacdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico além de atuar sobre 0s canais RyR2, sensiveis a rianodina, no reticulo
sarcoplasmaético, levando a abertura destes canais, com liberacdo de célcio pelo reticulo
sarcoplasmatico. Em conjunto, estas acGes levam ao aumento do calcio citoplasmatico,
podendo levar a arritmias ( JIA QIN et al, 2009).
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A flufenazina ¢ uma fenotiazina, utilizada em quadros psicoticos e possui acdo
no bloqueio de receptores alfa-adrenérgicos, com hipotensdo e taquicardia reflexa,
sendo também um potente bloqueador de canais de sodio voltagem dependente (XIAO,
2007).

Dentre estes trés representantes das fenotiazinas, a tioridazina é o farmaco com
grande potencial arritmogénico, sendo seu uso na pratica clinica pertinente, porém
reservado as situagfes de surtos psicoticos que ndo respondem de maneira adequada a
outros farmacos antipsicéticos, com recomendacdo expressa em bula para
monitorizacdo de intervalos eletrocardiograficos, principalmente o intervalo QT, com
risco de morte subita provocada por taquicardia ventricular e torsades de pointes
(WAYNE et al, 2002).
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5 MATERIAIS E METODO

Para atingir os objetivos propostos, propusemos 0s seguintes passos metodoldgicos, a

seguir resumidamente e, na montagem experimental, o detalhamento de cada passo:

- Utilizacdo de Metodologia de Langendorff, com coracgéo isolado de rato para
testes de farmacos e solugdes com diferentes concentragdes de Potassio, para

mimetizar condicdes de hipo e hipercalemia.

- Experimentos exploratorios para definicdo do farmaco antipsicotico e sua
dosagem para o estudo das alteracbes dos parametros eletrocardiograficos e
arritmias encontradas. Realizados experimentos com tioridazina, trifluoperazina
e flufenazina e, ap6s andlise de comportamento eletrocardiografico e arritmias,

optado por tioridazina.

- Andlise de intervalos eletrocardiograficos na presenca e na auséncia de
Tioridazina (droga escolhida), com o coragdo sendo perfundido com solugéo de

Krebs-Henseleit normocalémica, hipocalémica e hipercalémica.

- A partir dos tracados eletrocardiograficos com alteracdes significativas nas
diferentes condi¢cbes experimentais, definiu-se um novo parametro

eletrocardiogréafico indicativo de arritmogénese.

5.1 MONTAGEM EXPERIMENTAL

Para estudar o papel da Tioridazina, associada ou ndo as variagdes na
concentracdo do Potassio, utilizou-se coragdes isolados de Ratos Wistar, machos,
adultos, com 5 meses de idade, sacrificados por concussédo cerebral. Este protocolo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UMC (anexo). A solugéo
de perfusdo utilizada é a de Krebs-Henseleit (NaCl 126,4 mM; KCI 4,6 mM; KH,PO,
1,2 mM; MgSO, 1,2 mM; NaHCO3 13,6 mM e Glicose 11,11 mM, em &gua destilada),
pH 7,4, aquecida a 34°C e constantemente carbogenada (95% O, + 5% CO,).
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Os coracdes isolados foram montados na preparacdo de Langendorff em
perfusdo aberta (figura 11). Um reservatorio de solucdo de Krebs-Henseleit (K-H) com
capacidade de 150 ml de solucéo ligado a uma coluna de perfuséo de polietileno com 82
cm de altura propiciam uma pressdo hidrostatica de 82 cm de agua. O término desta
coluna de perfusdo esta ligado a uma canula que ¢é posicionada na aorta, para perfundir o
coragdo através das artérias coronarias.

O coracéo canulado permanece dentro de uma cuba de vidro, com dimenses de
3cm/3cm/3cm, onde a solucdo de K-H se deposita apds a perfusdo do coracdo e o
excesso € aspirado por suc¢do a vacuo . A base e as laterais deste cubo estdo envolvidas
por estrutura de vidro que permite passagem de solucdo aquecida, mantendo a
preparacdo a 34° C.

Dentro da cuba de vidro, posicionou-se dois eletrodos de prata de captacdo do
sinal eletrocardiografico e um eletrodo de prata de referéncia, posicionados proximo ao
coracdo. Os eletrodos estdo conectados ao Amplificador de Biopotenciais produzidos no
Laboratdrio de Instrumentagdo Biomédica, com filtro de 12 ordem passa - alta (3Hz),

filtro de 32 ordem passa-baixa (100Hz) e Filtro Notch (60Hz), acoplados em série.
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Figura 11: Esquema de Preparacdo de Langendorff.
Fonte: J. Viannei (2008).
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Para cada coracdo isolado, fez-se perfuséo de solucdo de Krebs-Henseleit por 40
minutos, denominado esta fase de periodo de estabilizagdo do coracdo. O
eletrocardiograma foi gravado continuamente, sendo utilizado o tracado referente aos 40
minutos de gravacdo. A seguir, a solucdo de Krebs-Henseleit foi trocado por solucéo de
Krebs-Henseleit normocalémica, hipocalémica ou hipercalémica, contendo ou nao
tioridazina, de acordo com o experimento realizado.

Os seguintes parametros foram medidos nos sinais eletrocardiograficos em
intervalos de 1 a 5 minutos:

1- Intervalos eletrocardiograficos RR, PR, QRS e QT. A captura do sinal
eletrocardiogréfico é feita através de eletrodos de captacdo e referéncia conectados ao
amplificador de biopotenciais (WPI-World Precision Instruments, Inc; ISO-DAMS);

2- Presséo ventricular esquerda. Este parametro foi obtido atraves de transdutor
de pressdo conectado a canula de perfusdo na aorta e ao amplificador de biopotencial
(WPI), com medi¢do continua captada durante a sistole ventricular, por transmissao
retrograda da pressao hidraulica na canula de perfusao;

3- Fluxo de perfusdo: Este parametro foi obtido através da contagem do
gotejamento, em um minuto, no “cata-bolha” colocado em série com a linha de perfuséo
do coracgéo, sendo que em cada 24 gotas representa o volume de um mililitro.

A pressdo ventricular esquerda e o fluxo de perfusdo foram medidos para
acompanhar a viabilidade da amostra bioldgica durante os experimentos, e juntamente
com o eletrocardiograma, armazenados por sistema de aquisicdo de dados (AgDados
7.02) e analisados no programa AgDAnalysis 7 (Lynx Tecnologia Eletronica Ltda., S&o
Paulo, SP, Brasil).

5.2 OBTENCOES DE DADOS: PRIMEIRA FASE EXPERIMENTAL
5.2.1 Experimentos exploratdrios

Inicialmente, com o conhecimento do potencial arritmogénico da tioridazina,
perfundimos coragdes com solugdo de K-H, por 40 minutos e, a seguir, infundiu-se

tioridazina de duas formas, em “bolus” e por perfusdo continua, com diferentes

concentragdes, no intuito de avaliar a melhor forma de infuséo do farmaco.
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5.2.1.1 Tioridazina em ““bolus™

A injecdo em “bolus” da tioridazina é feita no tempo de 30 segundos, com 2 mi
de solucdo na concentracdo desejada. Neste tempo de infusdo mimetizamos o volume
que correria na perfusdo continua em 30 segundos para minimizar artefatos decorrentes
de aumento de pressdo ventricular ou de perfusdo do coracao.

Com tioridazina na concentragdo 100 mM, houve morte imediata do coragéo,
desencadeada por “Torsades de Pointes”. O mesmo ocorreu nas concentragdes de 50 e
20 mM. Nas concentracdes de 10 mM, houve a morte do coragdo, porém ndo de forma
imediata, sendo possivel andlise eletrocardiografica, porém as mudancas do tracado
também eram subitas. Concentragdes de 1 a 2 mM desencadearam arritmias e alteragdes

eletrocardiogréaficas de forma mais lenta, com melhor analise eletrocardiografica.

5.2.1.2 Tioridazina em perfusdo continua

As concentracdes empregadas foram de 1mM, 2mM, 2uM e 20uM, pois
concentracfes mais elevadas levam a morte imediata do coracdo na preparacdo de
Langendorff. Testamos outras fenotiazinas, na forma de perfusdo continua, sem
aplicacdo de “bolus”, também com o objetivo de escolha do melhor farmaco em termos
de analise de parametros eletrocardiograficos e inducibilidade de arritmias.

A obtencéo dos dados eletrocardiograficos realizou-se na auséncia dos farmacos
(grupo controle) e na presenca das seguintes drogas dos grupos das fenotiazinas:
tioridazina (Sigma Pharmaceutical, EUA), trifluoperazina (Sigma Pharmaceutical,
EUA) e flufenazina (Sigma Pharmaceutical, EUA), com um conjunto de experimentos
para a padronizacdo da dose necessaria e do tempo de perfusdo para a inducdo de
arritmias:

-Grupo Milimolar: Tioridazina, com concentracdo 1mM e 2 mM.

-GrupoMicro molar: Tioridazina, Trifluoperazina e Flufenazina com

concentracdo 2 UM e 20 uM, sendo n=5 para cada farmaco e concentragéo.

Os dados eletrocardiograficos foram obtidos a partir de experimentos realizados
em nosso laboratorio juntamente com Marilia Pissato Ferreira, aluna de graduacao,
bolsista do programa de iniciacao cientifica da Universidade de Mogi das Cruzes, nos
anos de 2008 e 2009).
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Para todos os farmacos estudados, foi utilizada uma solucéo inicial de 10 mM,
preparados no CIIB (Centro Interdisciplinar de Investigacdo Bioquimica) da
Universidade de Mogi das Cruzes e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Tiago
Rodrigues, sendo entdo diluidas em Solucdo de Krebs para utilizacdo na concentracdo
desejada, num volume total de 150 ml, para perfundir o coragéo, calculado a partir da
formula C1. V1=C2. V2, onde C1 é a concentracdo inicial de Tioridazina (L0mM), C2 é
a concentracdo final desejada de tioridazina (20puM), V1 é o volume da solugéo inicial
(em ml) a ser utilizado para que a concentracdo final seja alcancada e V2 é o volume
final da solugdo ( 150ml). Assim, 10.V1=20.10°.150, portanto V1=0,3ml. Portanto,
utilizou-se 0,3ml de solugdo de Tioridazina 10 mM, em 149,7 ml de solucéo de Krebs
para obter a concentracdo desejada no volume total de 150 ml.

Feito o mesmo calculo para os demais farmacos, sempre no volume final de 150
ml para perfusdo. Para a Tioridazina, utilizamos as concentracfes de 1 e 2 mM e 2 e 20
UM, Para a Trifluoperazina e Flufenazina, utilizamos 20 uM.

Apols o0s experimentos exploratérios, concluimos que a melhor opcdo é a
tioridazina sob perfusdo continua, na concentracdo de 20 uM, devido ao tempo de
aparecimento das alteracdes eletrocardiograficas e arritmias desencadeadas, permitindo

andlise de todos os parametros eletrocardiograficos necesséarios.

5.3 OBTENCOES DE DADOS: SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL

Uma vez estabelecido que a Tioridazina é a melhor op¢édo para estudo, j& com a
opcédo da Tioridazina 20 UM como farmaco de eleicdo, foram feitos experimentos para
avaliacdo dos intervalos eletrocardiograficos P, PR, QRS, QT e RR, trabalho este
realizado em conjunto com a aluna de iniciacdo cientifica da UMC Marilia Ferreira
Pissato, nas situagcbes que mimetizam: normocalemia, hipocalemia, hipercalemia,
hipocalemia associada & tioridazina, hipercalemia associada a tioridazina e somente
tioridazina. A partir dos tracados eletrocardiograficos obtidos, foram reanalisados os
eletrocardiogramas, agora com o intuito de estudar a variacdo do intervalo QT-QRS
naquelas situacdes e, a seguir, Tp-Te nas situacdes onde houve variacdo estatisticamente
significante do QT-QRS, para o estabelecimento de correlacbes entre estes dois
parametros. Vale lembrar que os termos hipocalemia e hipercalemia sdo termos
utilizados na pratica clinica, onde ha diminuicdo ou aumento do potassio detectado em

analise bioguimica de sangue e, nesta tese estes termos séo utilizados para descrever
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solugdes perfusoras de Krebs-Henseleit com concentracdo de KCI 3mM e 6 mM,
respectivamente.
Assim, para coracOes isolados em Langendorf, montamos 0s grupos com as

seguintes solugdes de perfusdo:

1:Grupo controle com solucdo de Krebs-Henseleit normocalémica
(CONTROLE) (n=10)

2: Perfusdo com solucdo de Krebs-Henseleit hipocalémica (HIPO). (n=5)
3:Perfusdo com solucdo de Krebs-Henseleit hipercalémica (HIPER).(n=5)
4:Perfusdo com solucdo de Krebs-Henseleit hipercalémica associada a
Tioridazina (HIPER+TR). (n=5)

5:Perfusdo com solugdo de Krebs-Henseleit hipocalémica associada a
Tioridazina (HIPO+TR).(n=5)

6:Perfusdo com solugdo de Krebs-Henseleit associada a Tioridazina (TR) .(n=5)

As solucbes de Krebs-Henseleit tiveram como Unica mudanca a variagdo do
potassio proveniente do KCI, sendo considerada hipocalémica com KCI 3,0 mM e
hipercalémica com KCI 6,0 mM.

O protocolo desta segunda parte do estudo, da mesma forma que nos estudos
experimentais sob perfuséo, foi o isolamento do coragéo e perfusdo do mesmo em K-H
normocalémica. Apds 40 minutos de estabilizacdo do coracdo, modificou-se as solucbes
que o perfundem para a solucdo desejada ( normo, hipo ou hipercalémica), na presenca
ou auséncia de tioridazina.

A perfusdo pos-estabilizacdo durou até 15 minutos, com eletrocardiograma
gravado continuamente. Como a incidéncia de arritmias e morte foi em 100% dos
coracOes analisados, com bloqueio atrioventricular total e arritmias ventriculares entre o
6° e 7° minutos de perfusdo, escolhemos o tempo 5 minutos como parametro
eletrocardiogréafico ideal, previamente ao fendmeno fatal, sendo este o registro utilizado
para medidas de QT-QRS e Tp-Te.

Nas medidas de QT-QRS e Tp-Te encontramos somente tecido cardiaco no
estado de repolarizagdo. A retirada do intervalo QRS tem por objetivo a exclusdo de
cardiomiocitos em estado de despolarizacdo, j& que se torna impossivel
eletrocardiograficamente definir quais estdo em despolarizagdo e quais ja

despolarizaram e iniciaram sua repolarizacdo dentro deste intervalo.
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O intervalo QT-QRS é uma proposta de analise eletrocardiografica para o
estudo do potencial de acdo exclusivamente na sua fase de repolarizagdo. Este intervalo
foi avaliado em todos 0s grupos experimentais.

Apols a analise estatistica dos grupos, a escolha das situacBes envolvendo
Tioridazina, associada ou ndo a condicdo de hipocalemia, deu-se devido ao
comportamento eletrocardiografico com alteragfes significativas dos intervalos
eletrocardiogréficos PR, QRS, QT e QT-QRS e presenca de arritmias, em relacdo ao
grupo controle, onde ha& apenas a perfusdo do coragdo com solucdo de Krebs
normocalémica, na auséncia de farmacos. Nestes grupos, realizou-se a medicdo do
intervalo Tp-Te, para estabelecer uma possivel correlacdo entre a variagdo dos
intervalos QT- QRS e Tp- Te com mecanismos de arritmia, particularmente a atividade
deflagrada.

Para tanto, separou-se 0s seguintes tracados eletrocardiograficos dos grupos de
animais para a medicédo dos intervalos QT-QRS e Tp-Te:

Controle: N=10

Hipocalemia com Tioridazina: N= 05

Tioridazina N= 05

5.4 MEDICOES DOS INTERVALOS

Foram realizadas as medidas dos intervalos P, PR, QRS, QT na derivacdo
eletrocardiogréfica equivalente & D2. Especificamente para QT e QRS, as medidas dos
intervalos foram realizadas em milissegundos, com uma média de 3 batimentos
consecutivos. A subtracdo do periodo do QRS do intervalo QT foi denominada de “QT-
QRS”, sendo seu resultado dado em milissegundos e medidas com 5 minutos de
perfusdo de tioridazina.

A andlise da morfologia da onda T (figura 12) foi realizada com um tragado
vertical e perpendicular posicionado na transicdo entre a parte final do segmento
ascendente e a parte inicial do segmento descendente (apice da onda T). Outra linha
vertical no término da onda T, perpendicular, foi tracada, sendo a distancia avaliada
entre 0 pico da onda T e o término da onda T denominada de “Tp-Te”. O resultado de
“Tp-Te” foi expresso em milissegundos e medido com 5 minutos de perfusdo de

tioridazina.
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Figura 12: Parametros eletrocardiograficos medidos: P, PR, QRS, QT e Tp-Te.
Fonte: Modificado de Braunwald, Tratado de Cardiologia (2010).

As arritmias estdo descritas de acordo com a Convencdo de Lambeth, que
caracteriza 0s parametros eletrocardiograficos encontrados nas  arritmias
supraventriculares, ventriculares, taquicardias supraventriculares e ventriculares,

bloqueios atrioventriculares e assistolia (WALKER et al , 1988).

5.5 METODOS DE ANALISE DE DADOS

A metodologia aplicada foi 0 uso de analise de variancia (ANOVA- Analysis of
Variance), onde foi comparada a variabilidade das médias de todas as amostras com a
variabilidade dentro das amostras, com p < 0,0001, associado ao Teste de Tukey-

Kramer, com significancia estatistica considerada para p < 0,05 (apéndice).
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6 RESULTADOS

EFEITO DE FENOTIAZINAS SOBRE OS INTERVALOS
ELETROCARDIOGRAFICOS RR, PR, QRS E QT

6.1: EXPERIMENTOS EXPLORATORIOS (PRIMEIRA FASE DE
EXPERIMENTOS):

Nesta primeira fase, iremos estabelecer o melhor farmaco para a inducdo de
arritmias, a dose e o modo de infusdo.

Na figura 13 esté ilustrado o Eletrocardiograma (ECG) de um coracdo de rato
Wistar do Grupo milimolar, sendo A, o controle sem tioridazina e B 0 grupo com 5
minutos de perfusdo de tioridazina, em que todos os intervalos medidos no
eletrocardiograma aumentaram em relacdo aos obtidos na condicdo de auséncia da
tioridazina. Durante a estabilizacdo, os intervalos RR, PR, QRS e QT néo se alteraram,
exibindo valores, respectivamente de (em ms): 451; 97; 97 e 210. Aos 5 minutos de
acdo da droga houve aumento significativo dos mesmos para, respectivamente (em ms):
484, 113; 129 e 242. As medidas sdo feitas em pelo menos 3 segmentos de tracado
eletrocardiogréfico.

No entanto, os aumentos nos intervalos ja foram aparentes aos 2 minutos apos a
perfusdo da Tioridazina. As médias obtidas para os pardmetros do Grupo Milimolar
(N=5), em funcdo do tempo de acdo da droga Tioridazina sdo representadas na figura
13, em que sao ilustradas a acdo da Tioridazina, na concentracdo 2 mM, sobre o0 ECG

No tragado eletrocardiogréfico, obtido aos 10 minutos de agdo do farmaco,
obteve-se Bloqueio Atrio-Ventricular Total (BAVT, figura 14), logo apds episodio de
torsades de pointes. Em trés experimentos obtivemos Taquicardia Ventricular, como a
ilustrada na figura 15.

Na Figura 16,6 representado o0 ECG de um coracdo de rato Wistar do Grupo
Micromolar, sendo A o controle antes da perfusdo de tioridazina e B apds 15 minutos de
perfusdo com Tioridazina na concentragdo de 20 pM. Todos os intervalos
eletrocardiograficos aumentaram em relacdo aos obtidos na condicdo de auséncia do

farmaco.
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A0s quinze minutos de acdo da droga obtivemos respectivamente 0s seguintes
valores para RR, PR, QRS e QT (em ms): 435,5; 645; 161; 274. O grupo controle por
sua vez, exibiu, respectivamente, os seguintes valores (em ms): 451; 64; 120 e 193. As
médias obtidas para os parametros eletrocardiograficos do Grupo 2 (N=5) estdo

representadas na figura 17, com a acdo da Tioridazina 20 pM.
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Figura 13: Tracado eletrocardiografico de um coracdo isolado de rato no qual se indica os intervalos
medidos - Grupo milimolar, com A: auséncia de tioridazina e B: presenca de tioridazina (2 milimolar),
aos 5 minutos de perfusdo. Os valores dos intervalos na auséncia e na presenca de droga foram
respectivamente (RR 451 ms/ 484 ms; PR 97 ms/ 113 ms, QRS 97ms / 113ms, QT 210 ms / 242 ms).

Figura 14: Tracado eletrocardiografico de um coracdo isolado de rato exibindo blogueio atrioventricular
total pds torsades de pointes,, induzida por tioridazina (2 mM), com 10 minutos de perfusdo de
tioridazina.
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Figura 15: Tragado eletrocardiografico de um coracéo isolado de rato exibindo taquicardia ventricular,
induzida por tioridazina (2 mM).
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Figura 16: Tragado eletrocardiografico de um coracgéo isolado de rato com indicacdo dos intervalos
medidos. Grupo micromolar com A: auséncia de tioridazina e B: presenca de tioridazina 20 micromolar,
com 15 minutos de perfusdo. Os valores dos intervalos na auséncia e na presenca da droga foram
respectivamente: RR (451 ms/645ms; PR 64 ms/ 161 ms; QRS 120ms /274 ms; QT 193 ms /435 ms).
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Figura 17: Intervalos RR, PR, QRS e QT em funcdo do tempo de exposi¢do aos farmacos do Grupo
micromolar (Tioridazina, 20 uM). Medidas expressas como média (N=5). Acima do tempo 10 minutos,
os indices encontrados sdo dos coragdes sobreviventes as diversas arritmias.

O aumento do intervalo RR representa uma queda de frequéncia cardiaca, com
bradicardia que evoluia para blogueio atrioventricular, arritmia ventricular ou assistolia.

A queda do intervalo RR ap6s 15 minutos é explicada por arritmias
ventriculares, onde a frequéncia cardiaca aumentava, diminuindo o RR.

Os demais intervalos ( PR, QRS e QT) aumentaram com o tempo de exposi¢édo
ao farmaco, continuamente até o término dos experimentos.

Os resultados obtidos no Grupo micromolar sdo similares aos obtidos no Grupo
miliMolar, ou seja, aumento dos intervalos RR, PR, QRS e QT em relacdo a condicao
de auséncia do farmaco. Porém o surgimento do BAVT no grupo micromolar, ocorreu
cerca de 7 a 9 minutos apés a aplicacdo dos farmacos, necessitando um periodo maior
de acdo da droga para a resposta eletrocardiogréfica citada.

Mesmo ao cessar a perfusdo dos farmacos, quando em doses menos elevadas
(Grupo micromolar) e, ao lavar o coracéo isolado com solucéo de Krebs-Henseleit, ndo
se obteve sucesso na reversao do quadro do BAVT.

De maneira geral, as alteracbes nos intervalos RR, PR, QRS e QT foram

significativas na presenca de fenotiazinas, bem como a velocidade no desenvolvimento
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do BAVT foi maior com o aumento da concentracdo das mesmas. Na maioria dos
experimentos houve cessacdo imediata da atividade ventricular quando da instalagéo do
BAVT, com alargamento do QRS previamente ao término da atividade ventricular. A
partir destes dados, a tioridazina, na concentracdo de 20 UM, foi a droga escolhida para
a continuidade dos estudos, com alteracBes significativas dos intervalos
eletrocardiograficos de forma menos abrupta, permitindo uma andlise adequada dos
parametros eletrocardiograficos pré e pbés o desencadeamento do fendmeno
arritmogénico. Todos os parametros foram medidos com 5 minutos de perfuséo, antes

do fenémeno arritmogénico.

6.2 SEGUNDA FASE DE EXPERIMENTOS

6.2.1 Efeito da Tioridazina sobre os intervalos eletrocardiograficos.

Apols o grupo de experimentos exploratorios, com a tioridazina 20 pM como
droga de escolha, foram utilizados os seguintes grupos de experimentos animais para
obtencdo dos dados eletrocardiograficos utilizados nos pardametros QT-QRS e Tp-Te :
1-Controle (n=5)
2-Hipocalemia (n=5)
3-Hipercalemia (n=5)
4-Hipercalemia com tioridazina (n=5)
5-Hipocalemia com tioridazina (n=>5)
6-Tioridazina (n=5)
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A figura 18 ilustra os pontos de referéncia para medidas dos intervalos QT, QRS e QT-

QRS, obtidos de um tracado experimental de coragdo isolado de rato wistar.

WW
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Fig 18: Pontos de referéncia para medi¢do do QT-QRS,
obtidos no tracado experimental de rato Wistar.

Na tabela | se apresenta as médias (+ desvio padrdo) dos intervalos
eletrocardiogréficos estudados. Os dados desta tabela sdo também apresentados em

forma de gréaficos na figura 19.

Tabela I: Média ((+ desvio padrdo) dos intervalos eletrocardiograficos (em ms).

Amostras Experimentais Intervalos Eletrocardiograficos Estudados

P PR QRS QT QT-QRS
Controle 65+19 95+25*$ 114+26* 215458*&# 101+42#*$
Hipocalemia 49+10*"& 77E7"&# 12315 260+40* 139436
Hipercalemia 7617 114431 124445 254487 130453
Hipercalemia+Tioridazina 78+17~  111+17* 138428  299+43 164+33#
Hipocalemia+Tioridazina 85+10&  125+10 & 120+0 390+20& 270+20%
Tioridazina 93+11* 133+15#$ 173+46* 360+69%# 186+23*"

Os simbolos *, ~, $, #, &, indicam diferencas estatisticas sobre as medias, em relacéo as

amostras experimentais para cada intervalo.
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Para a onda P em relacédo ao grupo controle:

-Hipocalemia, hipercalemia, hipercalemia com tioridazina, hipocalemia com tioridazina
e tioriadazina ndo possuem significancia estatistica em relacdo ao grupo controle. Ha
significancia estatistica quando comparadas as situacGes de hipocalemia com
hipercalemia associada a tioridazina, hipocalemia com tioridazina ou somente
tioridazina sendo a duracdo da onda P maior na presenca de tioridazina, supondo uma

influéncia no aumento do tempo de repolarizacao atrial.

Para o intervalo PR em relagdo ao grupo controle:

-Hipocalemia possui intervalo PR discretamente diminuido, sem significancia
estatistica.

-Hipercalemia com PR discretamente aumentado sem significancia estatistica.
-Hipercalemia com tioridazina com PR aumentado.

-Hipocalemia e hipocalemia com tioridazina com PR aumentado, sem significancia
estatistica.

-Tioridazina aumenta o intervalo PR. Ha significancia estatistica quando comparadas as
situacOes de hipocalemia com hipocalemia com tioridazina ou somente tioridazina, com

aumento do PR.

Para 0 Complexo QRS em relagéo ao controle:

-Hipocalemia, hipercalemia, hipocalemia com tioridazina e hipercalemia com
tioridazina aumentaram o intervalo QRS, sem significancia estatistica.

-Tioridazina aumentou o QRS.

Para o intervalo QT em relacdo ao grupo controle:

-Hipocalemia, hipercalemia e hipercalemia com tioridazina aumentam o intervalo QT,
sem significancia estatistica. Hipocalemia e hipocalemia com tioridazina aumentam o
intervalo QT.

-Tioridazina aumentou o intervalo QT.
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6.2.2 Efeito da Tioridazina sobre o intervalo QT — QRS

Para o intervalo QT-QRS em relagéo ao grupo controle:

-Hipocalemia e hipercalemia aumentam o intervalo QT-QRS, sem significancia
estatistica.

- Hipercalemia com tioridazina aumenta o intervalo QT-QRS somente em rela¢do ao
grupo controle.

- Tioridazina aumenta o intervalo QT-QRS e, quando associado a hipocalemia ha um
aumento ainda maior do intervalo QT-QRS, sendo significativo tanto em relagdo ao
grupo controle como em relacdo a tioridazina isoladamente.

Fatores que influenciam o desvio padrdo envolvem o estresse do animal, pré-
concussao cerebral e tempo de retirada do coracdo da caixa toracica e seu preparo para a
perfusdo (em torno de 90 a 120 segundos, entre a retirada do coracdo da caixa toracica e
inicio da perfusdo).

O intervalo RR indica a frequéncia cardiaca (quanto maior o intervalo RR,
menor serd a frequéncia cardiaca e vice-versa). O RR aumenta nas situacdes de
arritmias caracterizadas por blogueio atrioventricular e diminui nas taquicardias
supraventriculares e ventriculares, pela alta frequéncia cardiaca destas arritmias. Devido
a variabilidade das arritmias desencadeadas nas diferentes condigdes experimentais, ndo
foi utilizado para ser comparado em relacdo ao grupo controle. A diminui¢do ou
aumento do RR relaciona-se diretamente ao tipo de arritmia observada.

A representacdo grafica dos resultados dos intervalos P, PR, QRS e QT séo
representados na figura 19.

Nas figuras 20, 21 e 22 foram representados com tracados eletrocardiograficos
alguns experimentos com alteracdes do parametro QT-QRS de coragdes nas seguintes
condicBes experimentais, onde houve relevancia estatistica no aumento deste intervalo:
grupos controle; perfuséo de tioridazina e perfusdo de tioridazina com solugédo
hipocalémica.

Na figura 20, ha a representacdo de um tracado do grupo controle, com intervalo
QT- QRS, com o valor de 100 ms.

Na figura 21, na presenca de tioridazina, o intervalo QT-QRS eleva-se para 250
ms e, quando associamos hipocalemia a tioridazina ( figura 22), o QT-QRS atinge 390

ms.
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Figura 19: Valores de intervalos eletrocardiograficos nas diferentes amostras experimentais (dados

expressos como média + desvio padrdo).
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Figura 20: Intervalo QT-QRS em exemplo de ECG na condigdo experimental: controle.
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Figura 21: Intervalo QT-QRS em exemplo de condicdo experimental: perfusdo de Tioridazina
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Figura 22: Intervalo QT-QRS em exemplo de condi¢do experimental: perfusdo de Tioridazina + solugéo

hipocalémica.
Na figura 23 sdo mostrados os graficos das médias dos intervalos QT-QRS nas

diferentes amostras experimentais. Segundo a andlise estatistica efetuada entre as

amostras, obtivemos:

1s
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1) Na presenca de tioridazina ha o aumento do intervalo QT-QRS em relacdo ao grupo

controle.

2) Na presenca de tioridazina com hipercalemia ha o aumento do intervalo QT-QRS em

relacdo ao grupo controle.

3) Na presenca de hipercalemia ndo ha diferenca estatistica em relacdo ao grupo

controle.

4) Na presenca de tioridazina com hipocalemia h4 o aumento do intervalo QT-QRS em
relagcdo ao grupo controle e em relagdo aos grupos tioridazina, hipocalemia e tioridazina

com hipocalemia.
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Figura 23: Exacerbacdo da duracdo do intervalo QT-QRS, com média e desvio padrdo nas
diversas amostras experimentais. Os simbolos *, # e & expressam diferencas estatisticas entre as
médias (p<0,05).

6.2.3 Efeito da Tioridazina sobre o intervalo Tp - Te

Os valores médios de Tp-Te nas condi¢des controle, tioridazina e tioridazina
associada a hipocalemia foram 80 + Oms, 160 + 16ms e 210 + 20ms, respectivamente.

Nas figuras 24 e 25, ha a representacdo esquematica das medidas Tp- Te nas diferentes
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situacOes experimentais estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle

(tioridazina e hipocalemia associada a tioridazina).
Na figura 24, o intervalo Tp-Te foi de 160 ms, somente com tioridazina. Na

figura 25, com a hipocalemia associada, 0 Tp-Te atingiu 200 ms.
A figura 26 ilustra o grafico das médias do intervalo Tp-Te nas diferentes condigdes
experimentais. As médias das condi¢cGes experimentais com tioridazina e tioridazina
com hipocalemia sdo maiores que o grupo controle, de forma significativa, indicando

um aumento do tempo de repolarizacdo ventricular, o que indica uma maior taxa de
dispersdo da repolarizacdo, facilitando a arritmogénese. Da mesma forma que o

intervalo QT-QRS, houve uma intensificagdo do aumento do Tp-Te na presenca de

tioridazina associada a hipocalemia.

PRV RN JRY P

0.2 mV

F igura 24: Tracado representativo de Tp-Te na presenca de Tioridazina
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Figura 25: Tracado representativo de Tp-Te na presenca de Tioridazina e Hipocalemia
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Figura 26: Intervalo Tp-Te nas amostras experimentais (hipo=hipocalemia; TR=tioridazina).

Em suma, o aumento do intervalo QT-QRS e Tp-Te, na presenca de tioridazina e
tioridazina com hipocalemia, em relacdo ao grupo controle, revelando um aumento no
tempo de repolarizagdo e maior dispersdo da repolarizacdo, oferece subsidios
experimentais a atividade deflagrada como mecanismo das arritmias desencadeadas,

cuja discussdo vem a seqguir.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho medimos as influéncias de situacGes que mimetizam hipocalemia
e hipercalemia sobre o efeito da tioridazina nos intervalos eletrocardiogréaficos e na
inducdo de arritmias de coracéo isolado de rato wistar macho adulto. Isto foi feito para,
a partir das alteracbes que ocorrerem na duracdo do potencial ventricular naquelas
condicBes experimentais, tentar estabelecer o possivel mecanismo arritmogénico
envolvido nas arritmias induzidas por fenotiazinas, através de parametros
eletrocardiogréaficos.

A andlise de parametros eletrocardiograficos de resultados obtidos com a infuséo
de farmacos, em coragdes isolados de ratos perfundidos com solucdo de Krebs-
Henseleit (Preparacdo de Langendorff ), € um modelo in vitro considerado como sendo
uma valiosa ferramenta para estabelecer ou dar indicios de risco cardiovascular de
compostos farmacologicos (VALENTIM et al, 2004).

Na perfusdo com Tioridazina, houve um aumento do intervalo QT - QRS e
aumento do intervalo Tp-Te, em relacdo ao grupo controle, indicando a lentificacdo da
repolarizacdo ventricular. Aumentos do intervalo QT e Tp-Te, que surgem com O
aumento do tempo de repolarizagdo ventricular, estdo relacionados as arritmias
ventriculares, tais como Torsades de Pointes (HAVERKAMP et al, 2000; YAP et al,
2000; REDFERN et al, 2003), conferindo utilidade metodoldgica a abordagem que
fizemos com estas drogas.

Na presenca de solucdo hipocalémica perfundindo o coracdo, hd uma situacéo
que se assemelha a hipocalemia detectada bioquimicamente no plasma circulante e que
pode aumentar o potencial de repouso da membrana, levando ao aumento da duragéo do
Potencial de Acéo e da duracéo do periodo refratario podendo desencadear arritmias por
reentrancia ou atividade deflagrada (AJIOKA et al, 1986; HELFANT et al, 1986;
MALAFRONTE et al, 1986). Os mecanismos arritmogénicos desta arritmia sdo

diferentes, bem como a conduta terapéutica (medicamentosa ou invasiva).

Nos experimentos do presente trabalho, a situacdo isolada de hipocalemia nédo
interferiu estatisticamente com o novo intervalo proposto QT-QRS. Porém, quando o
coracdo de ratos wistar machos adultos, na preparacdo de Langendorff, & perfundido
com solugdo hipocalémica juntamente com tioridazina, aquele intervalo aumentou

inclusive em relacdo ao parametro proposto QT-QRS somente com a perfusdo de
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tioridazina. Como a somatdria de eventos (hipocalemia + tioridazina) apresentou um
aumento significativo de QT - QRS, o efeito da hipocalemia intensificou o efeito
arritmogénico da tioridazina, possivelmente por potencializar estes efeitos sobre o
tempo total do potencial de acdo. Esta potencializacdo pode ser explicada, em parte, por
um meio intracelular mais eletronegativo na hipocalemia em relacdo a situacdo
normocalémica, consequentemente aumentando o tempo de duracdo do potencial de
acdo (lentificacdo), dando indicios que as arritmias desenvolvidas podem estar

relacionadas a este aumento do tempo de duracéo do potencial de acéo.

O intervalo Tp - Te é um parametro eletrocardiografico que representa o indice
da dispersdo transmural da repolarizagéo ventricular (ANTZELEVITCH et al, 2008),
Por sua vez, o aumento da dispersdo transmural € comum em modelos de sindromes de
QT longo, com desenvolvimento de “torsades de pointes” (SHIMIZU et al, 2000),
sendo mais eficaz em predizer a possibilidade de Torsades de Pointes do que o intervalo
QT corrigido (YAMAGUCHI et al, 2003).

Outra forma que utilizamos para analisar o tempo de repolarizagdo, sem
influéncia da modulacdo autonémica, da largura de intervalo QRS e da frequéncia
cardiaca, foi a medicéo do intervalo Tp-Te do eletrocardiograma, sendo esta mais uma
das ferramentas descritas na literatura para a compreensdo da arritmogénese
(LITOVSKY etal, 1988; LIW et al, 1993; ANTZELEVITCH et al, 1998,1999).

Assim, foram medidos os intervalos Tp — Te nas situacGes onde o coracao foi
perfundido com K-H normal, Tioridazina e Tioridazina associada a K-H hipocalémico,
ou seja, nas mesmas situacdes onde se avaliou o intervalo QT - QRS. Na
experimentacdo com tioridazina, houve um aumento do intervalo Tp - Te, sugerindo a
importancia fisiologica da interferéncia deste farmaco na repolarizagdo ventricular e na
dindmica do potassio, em concordancia com os resultados obtidos pelo intervalo QT -
QRS. Quando o coragédo é perfundido com solucdo hipocalémica e com tioridazina, o
intervalo Tp - Te aumenta em relacdo ao controle e em relagdo ao grupo TR, mais uma

vez sugerindo atividade potencializadora da acdo da Tioridazina.

A Presenca de pds-potenciais precoces ou pos-potenciais tardios poderiam
explicar arritmias por atividade deflagrada, pois extra-estimulos poderiam atingir o
cardiomidcito no seu periodo refratario relativo, que possivelmente esta aumentado em
virtude das condigdes experimentais utilizadas, representadas no aumento dos intervalos

QT - QRS e Tp — Te. Por outro lado, a reentrada existe quando o impulso cardiaco, em
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vez de se extinguir, encontra um caminho de tecido fora do periodo refratario,
permitindo o seu retorno e nova despolarizacdo total ou parcial do coragdo
(ANTZELEVITCH et al, 2001). Este modelo animal mostra que a variagdo do tempo de
repolarizacdo ventricular, ou seja, 0 aumento deste tempo, representado pelo intervalo
QT - QRS e Tp - Te, esta relacionado com elevada incidéncia de arritmias, sejam
arritmias por bloqueio atrioventricular ou arritmias supraventriculares e ventriculares,

com caracteristicas distintas do mecanismo de atividade deflagrada.

Os tracados eletrocardiograficos obtidos nas diferentes condigcdes experimentais
deste trabalho (tioridazina ou tioridazina associada a hipocalemia) mostram um aumento
do intervalo QT - QRS e aumento do intervalo Tp-Te, em ambas as situagdes
experimentais, quando comparadas ao grupo controle, sendo este aumento ainda maior
na situacdo de tioridazina associada a hipocalemia. Desta forma, a lentificacdo do
potencial de acdo, decorrente do aumento do tempo de repolarizagdo, poderia ser
explicada, pelo menos em parte, pelo aumento da dispersdo da repolarizacdo no
ventriculo e ao aumento do tempo de decaimento da onda T, com aumento do tempo do
periodo refratario relativo, propiciando subsidios para a ocorréncia de atividade
deflagrada.

A atividade deflagrada tem no aumento da condutancia ao célcio o substrato
necessario para a génese de pos-despolarizagdes precoces e pos-despolarizagGes tardias.
Um recente trabalho de Jia Qin (2009), demonstrou que a trifluoperazina, uma
fenotiazina, possui uma acdo no receptor de rianodina, favorecendo a liberacdo de
Célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, esgotando suas reservas de Ca’™" e impedindo a
sua recaptacdo, através do antagonismo a calmodulina. O antagonismo a calmodulina
também é descrito em relagdo a tioridazina ( BRUTON et al, 2003).

Assim, na presenca de tioridazina, associada ou ndo a situacdo de hipocalemia,
hd& um aumento no tempo de repolarizagdo ventricular, representados
eletrocardiograficamente pelo aumento dos intervalos QT- QRS e Tp — Te.

A lentificacdo do potencial de acdo € uma condicdo que pode levar a arritmias
desencadeadas por atividade deflagrada. A atividade deflagrada, por sua vez pode ser
desencadeada por ondas de calcio liberadas pelo reticulo sarcoplasmatico. A tioridazina,
por sua acdo de bloqueio da recaptacdo do célcio pelo reticulo sarcoplasmético propicia
0 substrato necessario (célcio) para geracdo de pos-potenciais que deflagram extra-

estimulos, iniciando arritmias por atividade deflagrada.
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Desta forma, no modelo experimental do presente estudo, 0s seguintes fatos

experimentais ndo corroboram a hip6tese de que o mecanismo observado € a

reentrancia:

1) Para que haja reentrada anatdmica deve haver substrato anatdbmico com
bloqueio de condugéo unidirecional. No entanto, ndo foi realizado na preparagdo
qualquer tipo de inciséo cirdrgica sobre tecido de condugdo, ja que a experimentacao
com tioridazina em metodologia de Langendorff envolve o isolamento do coragdo com

a retirada do mesmo por incisdo nos vasos da base do coracéo.

2) A metodologia de Langendorff em sistema aberto utilizada neste trabalho
minimiza alteracbes moduladas pelo sistema nervoso auténomo, o que a difere do
sistema fechado, ndo utilizado neste trabalho, na qual pode haver efeito da modulagéo

autondmica.

3) A aparéncia anatdmica do coracdo, a freqiiéncia cardiaca e a pressao
ventricular esquerda foram continuamente monitoradas de modo que somente coracfes

higidos e sem processos isquémicos fossem utilizados nos experimentos.

Por outro lado, os seguintes fatos experimentais corroboram que a atividade

deflagrada é o mecanismo das arritmias desencadeadas:

1) O aumento do intervalo QT - QRS representa 0 aumento do tempo de
repolarizacdo ventricular, condicdo esta necessaria para a acdo de pds-despolarizactes

na fase 2 que desencadeiam extra-estimulos.

2) O intervalo Tp - Te, indicativo da dispersdo transmural do PA no coragéo,
estd aumentado na presenca de tioridazina, sendo este aumento potencializado na

condicdo mimetizadora de hipocalemia.

A atividade deflagrada depende também do aumento do tempo de dispersao para
que pos-potenciais precoces ou tardios desencadeiem fenémenos arritmicos. Desta

forma o intervalo QT - QRS € parametro que, conjuntamente com outros parametros ja
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estudados, tais como QT, QT corrigido, instabilidade e triangulagdo (HONDEGHEM et
al, 2001), expressa a possibilidade de fendmenos arritmicos.

Em algumas situagGes o intervalo QT isoladamente falha no reconhecimento de
potencial arritmogénico, como por exemplo, no caso da amiodarona, (um farmaco
antiarritimico muito utilizado na pratica clinica), que aumenta o intervalo QT, porém
ndo predispde o paciente & Torsades de Pointes e ndo possui variagdo do parametro Tp -
Te. Assim, propostas de novos parametros que auxiliem no diagndstico
eletrocardiografico, permitindo predizer uma situacdo arritmogénica espontanea ou
desencadeada por farmacos, tanto em termos de situacGes clinicas, como testes
farmacoldgicos, somados aos parametros eletrocardiograficos existentes, dardo maiores
subsidios para a compressdao do complexo fenémeno arritmogénico. Segundo nossos
dados experimentais, a ocorréncia de aumentos simultdneos no QT - QRS e do Tp - Te
indicam a predisposicéo especifica para arritmias ventriculares e “Torsades de Pointes”,
Ccujo mecanismo arritmogénico € a atividade deflagrada.

Em termos de estudos futuros, tomados juntos, os dados permitem depreender
que a analise conjunta de QT — QRS e Tp — Te, uma vez identificando-se seus
aumentos, poderia se constituir em um possivel valor diagnéstico diferencial para estas
arritmias bem como para seu mecanismo (atividade deflagrada). Assim, hipoteticamente
extrapolando para humanos, a andlise destes parametros eletrocardiograficos pode
constituir-se em ferramenta com potencial para avaliacao clinica de arritmogenicidade
de farmacos e em preditor de situacdes clinicas que tenham como evento mérbido a

arritmia cardiaca.
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8 CONCLUSOES

1) Arritmias cardiacas induzidas por tioridazina aumentam o0 tempo de
repolarizagdo ventricular e o tempo de decaimento de onda T, alterando o novo

parametro proposto QT-QRS e o parametro Tp-Te;

2) O fenbmeno arritmico é desencadeado por atividade deflagrada;

3) A aplicacdo do novo parametro QT-QRS associado ao Tp-Te, em arritmias
podera ser util para testes farmacoldgicos in vitro de potencial arritmogénico de

farmacos;

4) A aplicagédo do novo parametro QT- QRS, se confirmados em futuros estudos
a serem realizados em humanos, podera ser util na avaliacdo do risco cardiovascular,

diagnostico, tratamento e prognostico de arritmias.
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a0
D A
A B 4 a} E F:
Colurnn
SEM|| 5D
| @ GraphPad Prism ? What's nest? | Steps: 1st | | % | | IE] <‘,=-|=€>|
& Ini arI 1) selegdn I 5] Microsoft Excel - planih... I & GraphPad Instat 1] Estatistica_Geral - Micr... I 3] pocumental - Micrasof... | o0 e 1040
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HE IR E R EEE] Ordering InStat |
One-way lnalysis of Wariance [ANOWVA) j
The P walue is < 0.,0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.
Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test
If the walue of o is greater than 4.338 then the P wvalue is less
than 0.05.
Hean
Comparison Difference q P ralue
Column & ws Coluwn B -38.000 3.031 ns PFx0.05
Column & ws Column C —-29.000 2.313 ns P>0.05
Colurn B ws Coluwn D -89.000 7.099 **¥ p0.001
Column A w3 Columwn E -165.00 12.452 *** P<0.001
Column A w3 Columwn F -85.667 5.858 ** P«<0.01
Column B ws Column C 2.000 0.8l22 ns P»0.05
Colwmn B vs Column D -51.000 3.469 ns F=0.05
Column B wvs Column E -131.00 §.401 **+ P<0.001
Colwmm B ws Column F -47.8867 £.808 n=s PFx0.05
Colwmn C ws Coluwn D -60.000 4.081 ns PFx0.05
Colurmn C wvs Coluwn E -140.00 8.978 *** P<0.001
Column C ws Column F -56.667 3.338 n= P>0.05
Colurmn D w3 Columwn E —-80.000 Sl T P<0.05
Column D ws Column F 3.333 0.1%64 ns P>0.05
Column E w= Column F §3.333 4.694 * F<0.05
Hean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To =
KT _I_I
@ Checkiist 7 What's next? | sieps: 1| @ % |E[E ﬂl s =e>|
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HMean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To

Column A - Column B —38.000 -92.380 16.380

Column A - Column C -29.000 -83.380 =25.380

Column A - Column D -59.000 -143.35 -34.620

Column A - Column E -165.00 -227.587 -110.13

Column A - Column F -55.667 -151.34 -19.937

Column B - Column C 9.000 -54.766 TZ.766

Column B - Coluwn D -51.000 -114.77 12.766

Colurmn B - Colurn E -131.00 -1968.63 -63.366
Colurn B - Column F -47.667 —-121.30 &£5.964 _J

Colurn C - Column D —-60.000 —-123.77 3.766

Column € - Column E —-140.00 -207.63 -72.366

Column C - Column F -56.667 —-130.30 16.964

Column D - Column E -50.000 -147.63 -12.366

Colurmn D - Column F 3.333 -70.295 76.964

Column E - Column F 83.333 6.325 160.34

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

5D=s. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett's test can only be performed when every column has

at least fiwve values.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

[« |

ANOVA sssumes that the data are sawpled from populations with identcical

? ‘what's next? | Steps: 13l| | R

@ Checkiist
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Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVL assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assuwwmption is tested using the method
FEolmogorov and Smirnowv:

Group KS P Value Passed normality test?
Column & 0.2852 0.0z85 No
Column B 0.3195 »0.10 Tes
Column C 0.2234 »0.10 Tes
Colurwn D 0.2171 »0.10 Tes
Colurn E Too few walues to test.
Column F Too few values to test.

At least one colwwn failed the normality test with P<0.05.
Consider using a nonparsmetric test or transforming the data
(i.e. converting to logarithms or reciprocals).

Intermediate calculations. ANOVA table

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedaom squares square _I
Treatments (ketween coluwmns) 5 25370 19674
Besiduals (within columns) 27 29177 1080.6
Total 3z 127547
F = 18.206 =(MS3treatment/M3residual)

Swmmary of Data i
[« | _>lJ

Q Checklist ? ‘what's next? | Steps: 13l| | ¥ | EI <= ==>|
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Residuals (within columns) 27 29177 1080.6 ;I
Total 3z 127547
F = 15.206 =(M3treatment/M3residual)

Summary of Data

Humbher Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
Column & 11 i01.00 £3.854 7.192 100.00
Column B 5 139.00 36.125 15.155 160.00
Column C 5 130.00 53.852 24.083 iz0.00
Column D 5 190.00 33.166 14.832 190.00
Colurn E 4 270.00 20.000 10.000 280.00
Colurn F 3 186.67 23.094 13.333 200.00
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To
Column & 80.000 is50.00 54.976 117.02
Column B 100.00 175.00 94.15z2 183.85
Column C 80.000 200.00 63.145 196.85
Column D 160.00 240.00 145.83 231.17
Colurmn E 240.00 280.00 238.18 301.82
Colurn F 160.00 200.00 129.29 244.04
w w w

KT y
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Title I |
Group A |Gmup B ‘ Group C ‘ Group D | Group E | Group F |Grnup G |Gmup H ‘ Grﬂ
1 4D|| 45‘ 60‘ 80| SD| 1DD| | ‘
2 60 B0 a0 a0 g0 a0
3 40 60 a0 120 a0 100
-4 a0 40 100 a0 100
-.-[3 G0 40 60
6 40
I a0
3 60
---[9 a0
..o 10 &80
- 11
-[12
.[13
-[14
.[15
-[ 16
[ 17
-[18
-[19
--|20
--|21
.[22
-[23
.[24
-[25
-[26
.- 27
Kl ;I_I

O Aranging data | ?  Importing data | Sleps: 1st I E §E | WEI | ﬁl <)=|'=">|
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MWean and Standard Deviation
10

1054
1004

954

a0

85

&0

75

704

65

60

55

a0

45

404

35

304

25

204

154

10

5

nl

A B o 8] E 2
Column
semf[so-
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5
Oone-way Analysis of Variance (ANCVA)
The P walue is 0.0011, considered wvery significant.
Variation amwong colwmm means is significantly greater than expected
by chance.
Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test
If the wvalue of o is greater than 4.361 then the P walue is less
than 0.05.
Hean
Comparison Difference o P value
Coluwn L ws Colwmn B 13.000 2.155 ns PFx0.05
Coluwn L ws Column C -14.000 2.320 ns PFx0.05
Coluwn & ws Column D -28.000 4.297 ns P>0.05
Coluwn & w3 Column E -23.000 3.529 n= P>0.05
Column &4 ws Column F -31.333 4.321 ns Pr0.05
Coluwn B w= Column C -Z7.000 3.876 ns Fr0.05
Coluwn B ws Column D -41.000 5.549 #% P<0.01
Column B v= Column E -36.000 4.872  * F<0.05
Colwmn B vs Column F -44.333 5.511 *+ P<0.01
Colwnn C ws Colwon D -14.000 1.595 ns P>0.05
Colun C ws Column E —9.000 1.218 ns Px0.05
Coluwn C ws Column F -17.333 2.155 ns Px0.05
Coluwn D ws Column E 5.000 0.641% ns  Px0.05
Column D ws Column F —3.333 D0.3962 ns P»0.05
Coluwn E w=s Column F —8.333 0.9905 ns P»0.03
Hean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
KN _'l_I
dw e EN e e aaleal =1 Men sl Pl Ry

|
i e
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Hean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Coluwn AL - Column B 13.000 -13.312 39.31:2
Coluwn A - Column C —-14.000 -40.312 12.312
Coluwn A - Column D -28.000 -56.420 0.4202
Coluwn A - Colunn E -23.000 -51.420 5.4z20
Column A - Column F -31.333 -62.956 0.2887
Coluon B - Column C -27.000 -57.382 3.382
Coluon B - Column D -41.000 -73.225 -8.775
Coluwn B - Coluwn E -36.000 -68.225 -3.775
Coluwn B - Coluwn F -44.333 -79.416 -9.251
Coluwn C - Column D -14.000 -46.225 18.225
Coluwn C - Column E -9.000 -41.225 23.225
Coluwn C - Column F -17.333 -52.416 17.749
Coluwn D - Column E 5.000 -28.968 38.969
Coluwn D - Column F -3.333 -40.024 33.357
Column E - Column F -5.333 -45.024 25.357

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

AOVA sssumes that the data are sawpled from populations with identcical
5D=s. This assumption is tested using the mechod of Bartlett.

Bartlett's test can only be performed when every column has
at least fiwve values.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

o

anleml =1 o= IEw 5w= alnl

L

d e, |
I é E-mail de Superig.com.br.. | @ Microsoft Excel - Copia d.. I @ GraphPad Instat Iﬂ_] Documentol - Microsoft .. | IEJ Documentol - Microsoft ...
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Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnowv:

Group KS P ¥alue Passed normality test?
Column A 0.2430 0.03z0 Tes
Column B 0.2534 »0.10 Tes
Column C 0.2305 »0.10 Tes
Colunn D Too few wvalues to test.
Column E Too few values to test.
Column F Too few wvalues to test.

Intermediate calculations. ANOVA table

Source of Degrees of Swun of Mean
variation freedom sguares sguare
Treatments (hetween columns) 5 7060.5 141z.2
Residuals (within columns) 25 6066.7 242.67
Total 3o 13127
F = 5.519 =(MScreatment/MSresidual)

Suwmmary of Data

Humbher Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median

|

o

anleml =1 o= IEw 5w= alnl

L
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Residuals (within columns) z5 B066.7 242 .67 d
Total 3o 13127
F = 5.819 =(MStreatment/MSresidual)
Sumary of Data
Humbher Standard
of Standard Error of
Group Points HMean Deviation Mean HMedian
Coluwn A 10 62 .000 17.512 5.538 60.000
Coluwn B 5 49.000 10.247 4.583 45.000
Column C 5 76,000 16,733 T.483 80.000
Column D 4 20,000 z0.000 10.000 80.000
Column E 4 85.000 10.000 5.000 80.000
Column F 3 93.333 11.547 6.667 100.00
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximuam From To
Coluwn A 40.000 80.000 49. 474 74.526
Coluwn B 40.000 &0.000 36.279 61.721
Column C 60.000 100,00 55.228 96.774
Column D 80.000 lzo.00 55.180 1z1.82
Column E 80.000 100,00 69.050 100.91
Column F 80.000 i00.00 64,647 12z.02
* * *
-
1| »
- | L aalemml =1 2= M =l el
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Title I |
Group A |Group B ‘ Group C ‘ Group D | Group E | Group F |Gmup H ‘ Grﬂ
il BD| 65‘ 90‘ 120 120 150 | ‘
-2 eo a0 120 120 120 120
b a0 a0 120 160 120 130
-4 120 a0 160 120 140
.| 3 a0 a0 a0
...[6 a0
e [0 120
...[8 an
-9 100
- 10 120
- 11
-[12
.[13
-[14
IG —1
-[ 16
[ 17
-[18
-[19
--|20
-|21
.[22
-[23
.[24
-[25
-[26
.- 27
"] ;I_I
O Arranging data | ?  Importing data | Steps: 1st I % §E | WEI | ﬁl <)=|'='|>|
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Mean and Standard Deviation

150
140
130
120
110
100

90

80

70
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a0

40

304
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A B 4 nl E &
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5
One-way inalysis of Wariance [(ANOWA)
The P walue is 0.0006, considered extremely significant.
Variation among column weans is significantly greater than expected
by chance.
Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test
If the walue of g is gresater than 4.361 then the P wvalue iz less
than 0.05.
Mean
Comparison Difference o P rvalue
Column A ws Coluwmn B 15.000 Z.434 ns F>0.05
Column A wvs Column C -19.000 Z2.569 n=s PF=0.05
Colwmm & ws Column D -35.000 4.381 * F<0.05
Colwmn & ws Column E -30.000 3.755 n=s PFx0.05
Column & ws Coluwn F -35.333 4.313 ns PFx0.05
Column B ws Coluwn C -37.000 4.333 ns PFx0.05
Colurwn B ws Coluwn D -53.000 5.851 *¥ P<0.01
Colurmn B w3 Columwn E —48.000 5.299 = P<0.05
Coluwn B w3 Column F -56.333 5.713 ** P<0.01
Column € ws Coluwmn D -16.000 1.766 ns P»0.05
Column € ws Column E -11.000 1.214 n=s P>0.05
Coluwmn € vs Column F -19.333 1.8961 ns P>0.05
Colwmm D ws Column E 5.000 0.5237 ns PF>0.05
Colwmn D ws Column F -3.333 0.3232 ns PF>0.05
Colunmn E ws Coluwn F -8.333 0.8080 ns P»0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To i
[« | _lJ
e e = = | ﬁ| < =e>|
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Hean 95% Confidence Interval A
Difference Difference From To

Colurmn & - Column B 18.000 -14.255 50.255

Column A - Column C -19.000 -51.255 13.255

Column A - Column D —-35.000 -65.839 -0.1607

Column A - Column E -30.000 -£4.839 4.539

Column A - Column F -38.333 -77.099 0.4323

Column B - Column C -37.000 -74.245 0.24485

Column B - Column D -53.000 -9Z.504 -13.4386

Coluwmn B - Column E -48.000 -87.504 -5.4386

Colurmn B - Colurn F -56.333 -99.340 -13.327
Colurn C - Column D -16.000 -55.504 &23.504 _J

Colurn C - Column E -11.000 -50.504 28.504

Column € - Column F -19.333 -62.340 23.673

Column D - Column E 5.000 -36.641 46.641

Column D - Column F -3.333 -48.311 41.644

Colurmn E - Column F -5.333 -53.311 36.644

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sawpled from populations with identical
&Ds. This assumption is tested using the wmethod of Bartlett.

Bartlett's test can only be performed when every column has
at least fiwve values.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVL assumes that the data are sampled from populations that follow _lﬂ

Kl |
Q Checklist | ? ‘what's next? | Steps: 13l| | ¥ | ﬁl <= ==>|
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AOVL sssumes that the data are sawpled from populations that follow
Gaussian distributions. This assuwmption is tested using the method
Folmogorov and 3mirnowv:

Group KS P Value Passed normality test?

Column B 0.2524 0.0154 No
Colurn B 0.4726 0.0005 No
Column C 0.2240 »0.10 Tes
Column D Too few values to test.
Column E Too few values Lo Cest.
Column F Too few values Lo Cest.

At least one column failed the normality test with P<0.05.
Consider using a nonparasmetric test or transforming the data

(i.e. converting to logarithms or reciprocals).

Intermediate calculations. ANOVA table

Source of Degrees of Sum of Mean
wvariation freedom squares sgquare
Treatments (between columns) Ly 11675 - Sc Tk Ry
Residuals (within columns) 25 9116.7 364.67 _I
Total 30 20792
F = £.403 =(MStreatment/MSresidual)

Swmnary of Data

Humher Standard =
KT _’I_I
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Residuals (within coluwmns) 25 9116.7 364.67 A
Total 30 20782
F = 6.403 =(M3treatment/MSresidual)
Swmnary of Data
Humher Standard
of Standard Error of
Group Points HMean Deviation HMean Median
Colurmn B 10 95.000 18.409 5.821 85.000
Column B 5 77000 6.708 3.000 80.000
Column C 5 11i4.00 31.305 14.000 1z0.00
Column D 4 130.00 Z0.000 10.000 1z0.00
Column E 4 iz5.00 10.000 5.000 1z0.00
Column F 3 133.33 15.275 8.619 130.00
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To
Colurmn B 80.000 1z0.00 81.832 108.17
Column B 65.000 80.000 BB.672 85.328
Column C 80.000 1e0.00 75.138 152 .86
Column D 1z0.00 160,00 95.180 161.82
Column E 1z0.00 140.00 109.09 140.91
Column F 1z0.00 is50.00 95.384 171.28
* * *
=
1| »
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Title: I |
Group A |Group B ‘ Group C ‘ Group D | Group E | Group F |Group G |Gmup H ‘ Grﬂ
1 1UU| 135‘ ‘WUU‘ 200 120 200 ‘
2 120 140 120 160 120 120
3 120 120 120 160 120 200
L 120 120 200 120 120
-5 120 100 a0
6 120
7 120
8 20
-9 120
---[ 10 120
11
-12
|13
.| 14
- 15
.| 16
|17
.| 18
- 19
-| 20
... 21
2 —
.23
-124
- 25
- 26
1| 27
[« _>lJ
@ Airanging data | ? Importing data | Steps: X §E | IEI | ﬁl <"='|'=‘>|
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- Mean and Standard Deviation

2104
2004
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Column

1704
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704
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-
One-way inalysis of Wariance [(ANOWA) j

The P walue is 0.0171, considered significant.
Variation among column weans is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the walue of g is gresater than 4.361 then the P wvalue iz less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference o P rvalue
Column A ws Coluwmn B —-2.000 0.8564 ns PF»0.05
Column A wvs Column C -10.000 0.8516 ns P>0.05
Colwmm & ws Column D -46.000 4.052 n=s PFx0.05
Colwmn & ws Column E —6.000 0.5286 ns PF>0.05
Column & ws Coluwn F -59.333 4.698  * F<0.05
Column B ws Coluwn C -1.000 0.08241 ns PF»0.05
Colurmn B ws Columwn D -37.000 2.875 ns P>0.05
Colurmn B w3 Columwn E 3.000 0.2331 ns P>0.05
Column B ws Column F -50.333 3.592 n=s P:0.05
Column € ws Coluwmn D -36.000 2.797 ns P>0.05
Column € ws Column E 4.000 0.3108 ns P»0.05
Coluwmn € vs Column F -49.333 3.521 n=s PF=0.05
Colwmm D ws Column E 40.000 £.943 ns PF>0.05
Colwmn D ws Column F -13.333 0.809% ns P>0.05
Colunmn E ws Coluwn F -53.333 3.639 ns PFx0.05

Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To _lﬂ
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HMean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
Column A - Column B —-9.000 -54.832 36.832
Column A - Column C —-10.000 -55.832 35.832
Column A - Column D -46.000 -55.504 3.504
Column A - Column E -6.000 -55.504 43,504
Column A - Column F -59.333 -114.42 -4.250
Column B - Column C —-1.000 -53.92z ©51.9Z2
Column B - Coluwn D -37.000 -93.132 19.132
Colurmn B - Colurn E 3.000 -53.132 59.132
Colurn B - Column F -50.333 -111.44 10.776 J
Colurn C - Column D -36.000 -92.132 20.132
Column € - Column E 4.000 -52.132 60.132
Column C - Column F -49.333 -110.44¢ 11.776
Column D - Column E 40,000 -19.168 99,168
Colurmn D - Column F -13.333 -77.243 50.576
Column E - Column F -53.333 -117.24 10.576

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA sssumes that the data are sawpled from populations with identcical
5D=s. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett's test cannot be performed because at least one colum's

standard deviation is zero.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

< | _lJ
Q Checklist | ? what's nest? | Steps: st | | % §E I WE‘ ] | <= ==>|
& Ini arI (& E-mail de Superig.com.br... | @ Microsoft Excel - andlise. .. I @ GraphPad Instat 8] Estatistica_Geral - Micros. .. « ,_; 5 10:34




#' GraphPad InStat Demo - [DATASET1.ISD]

@File Edit Data Steps Window Help

97

18] x|
18]

Ordering InStat |

o/@[e] &f cEe] b x| = 6

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVL assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assuwwmption is tested using the method
FEolmogorov and Smirnowv:

Group KS P Value Passed normality test?
Column & 0.4716 <0.0001 No
Column B 0.2240 »0.10 Tes
Column C 0.3349 0.0651 Tes
Column D Too few walues to test.
Column E Too few walues to test.
Column F Too few values to test.

At least one colwwn failed the normality test with P<0.05.
Consider using a nonparsmetric test or transforming the data
(i.e. converting to logarithms or reciprocals).

Intermediate calculations.

ANOVA table

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedaom squares square
Treatments (ketween coluwmns) 5 1z611 Z2BEZ.2
Besiduals (within columns) 25 15407 736.27
Total 30 31018
F = 3.426 =(M3treatment/MSresidual)

Swmmary of Data

[« |
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Residuals (within columns) Fg= 15407 T36.27
Total 30 31018
F = 3.4286 =(M3treatment/M3residual)

Summary of Data

o Ini arI @ E-mail de Superig.com.br. .. | @ Microsoft Excel - Andlise. .. I @ GraphPad InStat Iﬂl] Estatistica_Geral - Micros. ..

Humbher Standard
of Standard Error of

Group Points Mean Deviation Mean Median
Column & 0 1i4.00 13.493 4.269 1zo0.00
Column B 5 1z3.00 15.652 7.000 1z0.00
Column C 5 iz4.00 45.607 20.396 iz0.00
Column D 4 160.00 32.660 16.330 160.00
Colurn E 4 1z0.00 0.000 0.000 1z0.00
Colurn F 3 173.33 46.188 26.667 200.00

95% Confidence Interval

Group Minimum Maximum From To
Column & 80.000 izo.o0 104.34 123.66
Column B 100.00 140.00 103.57 142 .43
Column C 80.000 200.00 67.380 160.62
Column D 1z20.00 200.00 108.04 211.596
Colurmn E 1z0.00 1z0.00 1z0.00 1z0.00
Colurn F 1z0.00 200.00 58.587 288.08

w w w
-
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@ crecis | 2 whatsnew | sieps: 1| @ % | E[F | - -a'>|

« WS 1034



ANEXO - Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais

98



comissdo de éticanousode animais

Titulo: “ESTUDOS CARDIOFISIOLOGICOS IN VITRO”

Protocolo: 016/2009

Natureza do Pedido: Pesquisa

Departamento: NPT — N(icleo de Pesquisas Tecnologicas
Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Carlos Marcelo Gurjdo de Godoy

Resumo

O trabalho tem como objetivo determinar os parametros cardiofisiolégicos e indugdo de
arritmias em coracBes isolados ou &trios (direito e esquerdo) de ratos, em diferentes idades,
com ou sem hipertensdo; com ou sem diabetes, submetidos ou ndo a exercicio fisico e pré-

tratados ou ndo com farmacos.

Parecer

A selecdio, alojamento e manipulagdo estdo adequados aos principios bioéticos na
utilizacio de animais em experimentagdo. Entretanto, o nimero de sujeitos experimentais nao
foi definido e o cronograma nio foi estipulado. Assim, como a CEUA n3o aprovou os chamados
projetos “guarda-chuva”, e também diante da necessidade de entrega de relatério ao final da
pesquisa, pede-se ao pesquisador que todos os projetos vinculados ao protocolo 016 sejam
enviados a Comissio de Etica no Uso de Animais para uma nova avaliagdo. Além disso, como as
normas do CONCEA ainda ndo foram aprovadas, a avaliagdo de projetos muito longos devera

ser revista.

Conclusdo

Projeto aprovado.

Mogi das Cruzes, 26 de Outubro de 2009.

Prof2. Maria Santina de Castro Morini

Presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais — CEUA
Universidade de Mogi das Cruzes - UMC

Av, Candido Xavier de Almeida Souza, 200 — Prédio Il - Sala 21-21 - CEP (8780-911 - Mogi das Cruzes - $3c Paulo - Brasil
Tel./Fax: (011) 4798-7085  e-mail:

99



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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