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RESUMO

SENEFONTE, F.R.A. Efeitos da enoxaparina e da heparina ndo fracionada em doses
profilatica e terapéutica sobre as taxas de fertilidade de ratas Wistar. Campo Grande;
2012. [Dissertacdo - Faculdade de Medicina “Dr. Hélio Mandetta” da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul].

Objetivou-se avaliar os efeitos da exposi¢cdo da enoxaparina e da heparina ndo fracionada
(HNF), em doses profilatica e terapéutica sobre as taxas de fertilidade de ratas Wistar prenhes,
pesando entre 160 e 250g. As drogas empregadas no experimento foram a enoxaparina e a
HNF, nas doses profilaticas respectivamente de ImgKgdia e 72UIVKgdia administradas via
subcutdnea (SC) e nas doses terapéuticas, também respectivamente, de 2mgKgdia e
400UIKgdia. As ratas foram distribuidas em cinco grupos (I a V), nos quais foram
randomizadas em grupos controle (1), enoxaparina dose profilatica (I1), enoxaparina dose
terapéutica (I11), HNF dose profilatica (IV) e HNF dose terapéutica (V). Considerou-se o dia
zero da prenhez de todos os animais como o inicio da experimentacdo. Realizou-se eutanasia
por meio de uma dose letal anestésica, realizada no 21° dia de prenhez, apds laparotomia para
histerectomia e ooforectomia bilateral em bloco. Uma vez aberto o Gtero, contaram-se os fetos
vivos e mortos, seguido da retirada destes fetos para anotacdo do sexo, pesagem dos fetos
Vivos e respectivas placentas. Dissecaram-se 0s cornos uterinos e, por observagdo direta,
anotada a presenca de reabsor¢des precoces e tardias (abortamentos). Obteve-se 0 nimero de
sitios de implantacdo pela soma de fetos vivos, fetos mortos e reabsor¢gdes. Em seguida,
removeram-se 0S ovarios para contagem dos corpos lateos. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica através dos testes “t” de Student ¢ ANOVA para variaveis
paramétricas e dos testes de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis para varidveis nao-
paramétricas. Foram consideradas diferencas estatisticamente significativas quando o valor de
“p” foi menor que 0,05. Conclusdes: ndo se encontraram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos quando se relacionou peso médio dos fetos, peso médio das
placentas, taxa de feminilidade e masculinidade, taxa de perdas pré-implantacdo, taxa de
eficiéncia de implantacdo, taxa de perdas pds-implantacdo e taxa de viabilidade fetal,
entretanto, houve maior frequéncia de eventos hemorragicos nos grupos anticoagulados em
dose terapéutica (grupos Il e V), com diferenca significante.

Palavras chave: Anticoagulantes, Heparina, Enoxaparina, Taxas de fertilidade.



ABSTRACT

SENEFONTE, F.R.A. Effects of enoxaparin and unfractionated heparin in prophylactic
and therapeutic doses on the fertility rates of Wistar rats. Campo Grande, 2012.
[Dissertation, Faculdade de Medicina "Dr. Helio Mandetta " Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Brasil].

This study aimed to assess the effects of exposure of enoxaparin and unfractionated heparin
(UFH) in prophylactic and therapeutic doses on fertility rates of pregnant Wistar rats
weighing between 160 and 250g. The drugs used in the experiment were enoxaparin and UFH
in prophylactic doses respectively 1mg/Kg/day 72UI/Kg/dia and administered subcutaneously
(SC) and in therapeutic doses, also respectively 2mg/kg/day and 400 1U / kg / day. The rats
were divided into five groups (I to V), in which they were randomized into control group (1),
prophylactic dose enoxaparin (1), therapeutic dose enoxaparin (I11), prophylactic dose UFH
(IV) and therapeutic dose UFH (V). It was considered day zero of gestation from all animals
as early experimentation. Euthanasia was performed by means of an overdose of anesthesia,
performed on day 21 of pregnancy after laparotomy for hysterectomy and bilateral
oophorectomy block. Once opened the womb, fetuses were counted living and dead, followed
by the withdrawal of these fetuses annotation for sex, weighing of live fetuses and their
placentas. The uterine horns were dissected and, by direct observation, noted the presence of
early and late resorptions (abortions). The number of implantation sites obtained as the sum of
fetuses alive, dead fetuses and resorptions. Then, the ovaries were removed for counting
corpora lutea. Data were statistically analyzed using the tests "t" test and ANOVA for
parametric variables and the Mann-Whitney and Kruskal-Wallis test for nonparametric
variables. When the value of "p™ was less than 0.05 were considered statistically significant.
Conclusions: No statistically significant differences were found between groups when related
average weight of fetuses, placentas of average weight, rate of femininity and masculinity,
loss rate pre-deployment, deployment efficiency rate, the rate of post-implantation loss and
rate of fetal viability, however, there was a higher frequency of bleeding events in
anticoagulated at therapeutic dose groups (groups Il and V), with a significant difference.

Keywords: Anticoagulants, Heparin, Enoxaparin, Fertility rates
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1 INTRODUCAO

A importancia do tema é justificada por ser a doenca tromboembdlica a principal
causa de mortalidade materna nos paises desenvolvidos e o seu tratamento, a base de
anticoagulantes, ainda com algumas controversias (BATES, 2012).

A principal droga anticoagulante é a varfarina, que por atravessar a barreira
placentaria e ter efeito positivo sobre teratogénese fetal, encontra-se contra-indicada na
gestacdo, salvo algumas poucas indicacdes (BATES, 2012). Alternativamente, neste periodo,
pode-se e € mais utilizada a heparina ndo fracionada (HNF), que ndo atravessa a barreira
placentaria (SARDINHA; SILVESTRE, 2006). Entretanto, esta droga exige monitoracao
constante da anticoagulacdo com ajustes de dose e sabidamente pode provocar osteopenia
materna com seu emprego por periodos prolongados, como na gravidez (VASCONCELOS,
2006). Em uso cada vez mais frequente devido, em comparacdo com a HNF, apresentar
menor risco de sangramento e osteopenia, ndo ter necessidade de monitorizacdo do efeito
anticoagulante e consequentemente, sem necessidade de ajustes de dose, a enoxaparina tem
seu emprego crescente na pratica médica (SARDINHA,; SILVESTRE, 2006) e em especial no
periodo gestacional, contudo, sem estudos clinicos e experimentais amplos com demonstracéo
de sua seguranga. Um modelo experimental para avaliar efeitos de drogas em animais prenhes
sobre taxas de fertilidade e prognostico perinatal de suas crias pode responder alguns
guestionamentos.

A morte fetal in utero, a restricdo de crescimento fetal intrauterino, a pré-eclampsia
grave e de inicio precoce sdo causas importantes de morbimortalidade perinatal (BATES,
2012). No exame histoldgico dos vasos uteroplacentarios e da arquitetura da invasdo

trofobléstica dessas gestacdes sdo tipicos o aumento da deposicdo de fibrina, a trombose e as
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alteracdes endoteliais e do trofoblasto associados a hipoxia. Estes achados sugerem que a
trombose da circulacdo uteroplacentaria esta implicada na fisiopatologia destes quadros
obstétricos (SILVEIRA. 2002).

A trombose venosa ocorre quando os equilibrados sistemas de coagulacéo e fibrindlise
perdem a sua auto-regulacdo. O mecanismo de coagulacdo pode ser alvo de alteracdes
fisiologicas as quais ocorrem na gravidez normal (UCHIKOVA; LEDJEV, 2005;
O’RIORDAN; HIGGINS, 2003; HELLGREN, 2003; SILVEIRA, 2002; KENKES-
MATTHES, 2001;), ou ap6s mecanismo desencadeante como restricao ao leito, trauma, entre
outros, associados ou ndo a caracteristicas genéticas predeterminadas, como as trombofilias, e
assim, manifestar um quadro de trombose venosa (THOMAS; VILLAS, 2006).

Entre os fatores de risco para trombose, temos o trauma, a malignidade, antecedente de
trombose venosa, sepse, insuficiéncia cardiaca, varizes dos membros inferiores, tabagismo,
obesidade, uso de hormdnios femininos, estados gestacionais/ puerperais, algumas entidades
clinicas como vasculites (entre elas a Doenca de Behcet), policitemias e retocolites e
principalmente, predisposicdo genética a trombose venosa, as trombofilias (THOMAS;
VILLAS, 2006).

Em relacdo as trombofilias sdo conhecidas principalmente as deficiéncias de
antitrombina, de proteina C, de proteina S, aumento da concentracdo do fator VIII, a mutacéo
do gene da protrombina e do fator V de Leiden (THOMAS; VILLAS, 2006).

Atualmente, a presenca de trombofilias tem sido relacionada com a maioria dos
eventos trombdticos venosos maternos e com complicacbes adversas da gravidez
(OLIVEIRA, 2010; FIGUEIRO-FILHO, 2012; FIGUEIRO-FILHO; OLIVEIRA, 2007;
KUJOVICH, 2004; MONGA; DOYLE, 2004).

Trombofilia é definida como um conjunto de alteracdes especificas, adquiridas ou

hereditarias que condicionam um estado de hipercoagulabilidade e um aumento do risco de
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evento tromboembdlico (MONGA; DOYLE, 2004), ou seja, uma predisposicdo para a
trombose, mas que apenas a simples presenca de um ou mais genes afetados, seria insuficiente
para causar um evento trombotico clinico. Pode-se afirmar que o portador de trombofilia esta
em constante risco de tromboembolismo, entretanto, é necessario um estimulo trombogénico
para iniciar a cascata da trombose. Ressalta-se também que, na vigéncia de uma trombose
desproporcional a certo estimulo, deve-se investigar a ocorréncia de uma trombofilia
(FIGUEIRO-FILHO, 2012; OLIVEIRA, 2010; FIGUEIRO-FILHO; OLIVEIRA, 2007).

Histdria obstétrica de perdas fetais no 2.° e 3.° trimestres, descolamento prematuro de
placenta, restricdo de crescimento intrauterino grave e pré-eclampsia grave e de inicio
precoce, bem como antecedente de tromboembolismo venoso em mulheres justifica
atualmente a busca ativa por trombofilias, principalmente as hereditarias, que sdo as maiores
responsaveis por estes acontecimentos (FIGUEIRO-FILHO, 2012; OLIVEIRA, 2010;
FIGUEIRO-FILHO; OLIVEIRA, 2007; KUJOVICH, 2004; MONGA; DOYLE, 2004;
LOCKWOOD, 2002).

O periodo gestacional é conhecido como de risco no surgimento de eventos
tromboembdlicos, em funcdo das modificacdes fisioldgicas e anatdbmicas (UCHIKOVA;
LEDJEV, 2005; HELLGREN, 2003; O’RIORDAN; HIGGINS, 2003; SILVEIRA, 2002;
KENKES-MATTHES, 2001; GINSBERG, 1999). As adaptacdes fisiologicas no periodo
gestacional visam a reducdo dos riscos de hemorragia no momento do parto, contudo, cria-se
um estado de hipercoagulabilidade (FIGUEIRO-FILHO, 2012; OLIVEIRA, 2010). Ha
aumento dos niveis de todos os fatores da coagulacéo, exceto fatores X1 e XIII, com aumento
dos niveis de fibrinogénio, quando comparados a ndo gestantes (UCHIKOVA; LEDJEV,
2005). Uma das explicacOes para este aumento seria 0 maior volume plasmatico durante o
terceiro trimestre (HELLGREN, 2003; KEMKES-MATTHES, 2001). Também no terceiro

trimestre ocorrem mudancas hormonais, como aumento dos niveis de estrogénio, com
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modulacdo das varidveis dos fatores de coagulacdo. Ocorréncia similar é observada em
mulheres que usam anticonceptivos orais (UCHIKOVA; LEDJEV, 2005).

O volume plasmatico maior no dltimo trimestre promove uma pequena
trombocitopenia dilucional além do discreto aumento de consumo plaquetario. Hayashi et al.
(2002) constataram que durante a gestacdo a producdo de tromboxano A2, que induz a
agregacao plaquetaria, apresenta aumento progressivo.

Em mulheres portadoras de trombofilias, este periodo se torna perigoso por predispor
a trombose em diversos sitios vasculares, com elevada morbimortalidade (SILVEIRA, 2002;
GINSBERG, 1999;).

O tratamento é realizado com anticoagulantes (SARDINHA; SILVESTRE, 2006).
Estes medicamentos podem ser de varios tipos e os principais usados no tratamento do
tromboembolismo séo os anticoagulantes orais derivados dos cumarinicos, sendo a varfarina a
mais conhecida, e as heparinas, que sdo anticoagulantes de uso predominantemente
parenteral.

Estas drogas variam de acordo com seu mecanismo de acdo, complica¢des, antidotos,
formas de administracdo, passagem através da barreira placentaria (neste caso, 0s
cumarinicos), métodos laboratoriais de controle e ajuste de dose e contraindicacdes. Suas
principais complicacbes sdo sangramento, necrose de pele, alopecia, osteopenia e
trombocitopenia (SARDINHA; SILVESTRE, 2006; SHEFRAS; FARQUAARSON, 1996;
WARKENTIN, 1995; HIRSH, 1991a; HIRSH, 1991b), estas duas Ultimas associadas as
heparinas, quando em uso prolongado.

Por sua vez, no melhoramento quimico das heparinas a fim de diminuir suas restrices
e complicacOes surgiram as conhecidas heparinas de baixo peso molecular (HBPM), com
destaque para a enoxaparina, medicacdo desta classe mais utilizada no mundo (SARDINHA;

SILVESTRE, 2006).
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A trombose venosa incide na populacdo geral em torno de 16:1.000 habitantes,
conforme estudo realizado em Malmoe em 1992. E rara em jovens, exceto em pessoas com
predisposicdo genética, os trombofilicos (THOMAS; VILLAS, 2006).

Em mulheres gravidas, as modificacdes fisiologicas e metabolicas associadas ou nédo a
tabagismo e trombofilia as deixam mais vulnerdveis ao desenvolvimento da trombose
(UCHIKOVA; LEDJEV, 2005; HELLGREN, 2003; O’RIORDAN; HIGGINS, 2003;
SILVEIRA, 2002; KENKES-MATTHES, 2001). Tanto que o tromboembolismo venoso é
considerado a principal causa de doenca e mortalidade materna durante a gestacéo e puerpério
em paises desenvolvidos (ROBIN, 1999). O risco parece também aumentar conforme se
aumenta a faixa etaria materna ou quando ha historico prévio da doenca (SILVEIRA, 2002).

Como a principal droga usada no tratamento da trombose, o anticoagulante oral
cumarinico varfarina, atravessa a barreira placentaria com risco teratogénico e hemorragico
materno e fetal, o seu uso é limitado durante a gravidez (BATES, 2012; SILVEIRA, 2002,
HIRSH, 1991a; HIRSH, 1991b). Também ¢é indicado em portadores de valvulas cardiaca
artificiais e de fibrilagdo atrial, sendo no segundo trimestre gestacional controversamente
liberado, com muita discussdo, quando a gestante é portadora de valvula cardiaca artificial
metélica (BATES, 2012).

Os protocolos de tratamento anticoagulante neste periodo sugerem que o uso da
varfarina seja interrompido logo dado a confirmacdo da gestacdo, sendo contraindicado entre
a 6% e 122 semanas, podendo ser reutilizadas entre 132 semana até meados do terceiro trimestre
da gestacdo (34% semana). Nestes periodos sem o cumarinico, utilizam-se as heparinas
(BATES, 2012; SILVEIRA, 2002; GINSBERG, 1999; ROBIN, 1999).

As heparinas se subdividem em néo fracionadas (HNF), de alto peso molecular e as

fracionadas ou HBPM (SARDINHA; SILVESTRE, 2006).
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As vantagens do uso das HBPM em relacdo as HNF residem na forma de aplicacao (1
a 2x/dia, por via subcutanea) e a ndo necessidade de controle laboratorial para ajuste de dose
(SARDINHA; SILVESTRE, 2006). Entretanto, seu uso se limita a poucos estudos sobre seus
efeitos sobre o desenvolvimento embrionario-fetal. Apesar de classificadas como HBPM, as
variadas drogas desta classe como a enoxaparina, a dalteparina, a fraxiparina, a nadroparina, a
tinzaparina, a ardeparina e a reviparina ndo demonstram total bioequivaléncia, tanto que
foram classificadas pelo Food and Drugs Administration (FDA) como drogas distintas, apesar
da tendéncia nos artigos e livros de agrupa-las pela caracteristica quimica em HBPM. Foi
encontrada bioequivaléncia entre a enoxaparina e a dalteparina para a atividade anti-Xa
(SARDINHA; SILVETRE, 2006).

Os bularios das HBPM advertem quanto ao seu uso no periodo gestacional, mas na
literatura sdo disponiveis muitos relatos que concluiram sua seguranca, eficacia e facilidade
de uso durante a gravidez (BATES, 2012).

Deste modo, o uso das heparinas no ciclo gravido-puerperal merece as seguintes
consideracdes:

o Risco de sangramento na juncdo Utero-placentéria, abortamento,
descolamento de placenta, prematuridade e 6bito fetal.

o As heparinas ndo s&o secretadas no leite materno e tem seu uso
permitido no puerpério (BATES, 2012; DIMITRAKAKIS, 2000; HIRSH, 1991a;
HIRSH, 1991b).

o As heparinas ndo atravessam a barreira placentaria (VASCONCELOS,
2006; DIMITRAKAKIS, 2000; HIRSH, 1991a; HIRSH, 1991b

o As HBPM parecem estar associadas a menor risco de sangramento, de
osteoporose e de trombocitopenia induzida por heparina do que as HNF (SARDINHA;

SILVESTRE, 2006; SANSON, 1999).
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o Raros casos de necrose de pele podem acontecer (SARDINHA;

SILVESTRE, 2006; THOMAS; VILLAS, 2006).

Por fim, devido lacunas no conhecimento sobre os efeitos dos anticoagulantes
enoxaparina e heparina ndo fracionada, em modelos experimentais de gestacdo, entre eles,
sobre as taxas de fertilidade e progndstico perinatal de suas crias, objetivou-se com este
estudo avaliar se a exposicao de ratas Wistar prenhes a estes farmacos descritos influencia ou

ndo negativamente em suas taxas de fertilidade e em seus produtos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anticoagulagdo no periodo gestacional

A anticoagulacdo no periodo gestacional levanta problemas peculiares, quer pela
maior incidéncia de eventos tromboembdlicos nesse periodo como pelas potenciais rea¢oes
adversas de seu emprego tanto para mde quanto para o feto. Além dos anticoagulantes
classicos, existe ainda o uso combinado com o &cido acetil salicilico, quando a gestante esta
afetada pela sindrome de anticorpos antifosfolipide (SAAF) ou em outras trombofilias
(DIMITRAKAKIS, 2000; GINSBERG, 1999). Estudos de placentas humanas demonstraram
alteracdes tromboticas quando havia associacdo com trombofilias e perdas fetais, o que
sugeriu que os farmacos anticoagulantes possam ter beneficios terapéuticos nas mulheres com
complicacdes vasculares gestacionais.

A heparina ndo fracionada (HNF) é considerada o medicamento de referéncia para seu
emprego na gravidez (BATES, 2012; GINSBERG, 1999; ROBIN, 1999). O uso de
anticoagulantes orais, como o derivado cumarinico varfarina, apresenta problemas especificos
como embriopatia, cujo risco esta aumentado entre a sexta e decima segunda semanas de
gestacdo, além de um risco adicional maior de sangramento fetal e intracraniano (HIRSH,
1991a; HIRSH, 1991b).

Com objetivo de substituir de vez o emprego da HNF no periodo gestacional, cada vez
mais esta sendo usada a heparina de baixo peso molecular (HBPM), como a enoxaparina. Ela
também ndo atravessa a barreira placentaria, por ser composta por moléculas grandes, ndo
causando hemorragia fetal ou teratogenicidade (DIMITRAKAKIS, 2000), além de possuir

melhor biodisponibilidade, (ROBIN, 1999). Discute-se também que pode ser menos provavel
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que induza a plaquetopenia e a osteoporose (SHEFRAS; FAQQUHARSON, 1996;
WARKENTIN, 1995). Vantagens adicionais se relacionam pela maior praticidade de uso e a
dispensa de monitorizagdo frequente dos niveis de anticoagulacdo (SARDINHA;
SILVESTRE, 2006).

Os principais efeitos colaterais em relacdo ao uso de anticoagulantes no periodo
gestacional e ou complicacdes inerentes ao uso de heparinas sdo: trombocitopenia, reacdes
cutaneas, sangramentos e osteoporose (THOMAS; VILLAS, 2006; PIERCY, 1997). A
incidéncia de osteoporose estima-se afetar cerca de 2% de quem faz uso prolongado de
heparinas e seu aparecimento parece ser maior quando ja ha quadro de osteopenia prévia e
deficiéncia de vitamina D (PIERCY, 1997). A explicacdo para ocorrer este evento baseia-se
na maior atividade de osteoclastos e aumento de fosfatase acida, estimulada por paratorménio,
que se observou em um modelo experimental com ratos expostos as heparinas (PIERCY,
1997).

Piercy et al. (1997) realizaram estudo prospectivo tipo coorte com 61 gestantes de
alto risco para TEV. Estas gestantes tiveram 69 gestacdes acompanhadas pelo estudo, que
avaliou as densidades 6sseas da coluna lombar e de um arco costal das mesmas, que foram
expostas a dose profilatica de enoxaparina subcutanea de 40mg uma vez ao dia durante 16
meses, da gestacdo ao pds-parto. Nesta amostra de coorte ndo foi observada plaquetopenia e
prematuridade, mas, uma gestante teve TEP no pos-parto. Apenas 28 das 61 mulheres
mantiveram seguimento adequado e destas, 9 (32%) apresentaram algum grau de osteopenia
na densitometria realizada 16 meses ap0os o ultimo parto, que foi considerado alto (PIERCY,
1997).

O uso de HBPM nas gravidas com trombofilias deve ser iniciadas logo ap0s
confirmacéo ecografica da viabilidade embrionaria ou fetal. Embora saiba-se que as HBPM

ndo necessitem de monitorizacdo constante, na gravidez ocorrem alteracdes fisiologicas
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(cardiovasculares, hemostaticas e renais) além de uma producdo da heparinase placentaria que
altera a farmacocinética das HBPM, motivo pelo qual alguns autores sugerem considerar o
seu monitoramento através da dosagem da atividade do fator Xa (BRENNER, 2005).

Sua seguranca parece ter sido comprovada durante o segundo e terceiro trimestre de
gestacdo (SANSON, 1999), porém poucos estudos tém avaliado sua seguranca no primeiro
trimestre.

O estudo conduzido por Brenner et al. (2000) mostrou que o tratamento com HBPM
iniciada no primeiro trimestre de gestacdo em pacientes com histérico de abortamentos de
repeticdo e morte fetal intrauterina portadoras de diagndstico de trombofilias, resultou em
aumento significativo do numero de filhos vivos. O nimero de criancas nascidas vivas sem a
utilizacdo da HBPM esteve em torno de 20%, enquanto 0s nascidos vivos ap0s 0 uso da
HBPM ficou em torno de 75%. O mecanismo para explicar este efeito ainda é desconhecido,
mas parece estar envolvido com o fenémeno de trombose placentaria, modulacdo da invasao
trofoblastica e apoptose dos tecidos placentarios e deciduais (ZHANG, 2012; ERDEN, 2006).

A literatura ndo fornece informacdes suficientes entre o nivel do risco de desordens
tromboembdlicas e a dose de heparina para sua prevencdo. Deste modo a modificacdo da
dose, de acordo com a situagdo clinica ou com o periodo gestacional continua a ser estudada.

As drogas utilizadas no periodo gestacional sao classificadas quanto a sua seguranca

no seu emprego no periodo gestacional pela FDA, como pode ser observado na figura 1.
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Classe Droga Outros Passagem Estudos Estudos *FDA
nomes placentaria carcinogénicos teratogénicos
Heparinas Heparina Heparina Nédo Né&o ha Néo ha ©
nédo evidencias evidencias
fracionada confirmadas  confirmadas até
(HNF) até o momento. 0 momento.
Heparinade  Enoxaparina Né&o N&o ha N&o ha (B)
Baixo Peso evidencias evidencias
Molecular confirmadas  confirmadas até
(HBPM) até o momento. 0 momento.
Cumarinicos Varfarina Sim N&o ha Positivo (efeito (D)
evidencias dose
confirmadas dependente
até o momento.  sobre 0ss0s e
cartilagens-
Condromalacia,
hipoplasia de
membros,
microcefalia,
hipoplasia
nasal)

Figura 1- Classificacdo dos anticoagulantes segundo o FDA.

Classificacdo da *Food and Drug Administration (FDA), que se baseia em graus de informagdes
disponiveis em relacdo ao risco para o feto, equilibradas quanto aos potenciais beneficios para a
paciente.

Categoria A: Estudos controlados ndo demonstram riscos;

Categoria B: Sem evidéncias de risco em humanos; Estudos em animais ndo demonstraram riscos ou
estudos em animais demonstram riscos, porem estudos em humanos ndo demonstraram.

Categoria C: Risco ndo pode ser definido pela falta de estudos, porem, potencial beneficio pode
justificar seu uso, apesar do risco;

Categoria D: Evidéncia positiva de risco para o feto. Em algumas circunstancias o beneficio do uso
pode justificar o risco.

Categoria X: Contra-indicado na gravidez. O risco fetal claramente contra-indica o uso.

NA: N&o avaliado.

Devido as perguntas que surgem sobre o uso dos anticoagulantes durante a gestagéo, o

emprego de estudos experimentais ajuda a esclarecer algumas questdes e podem levantar

muitas outras. Ao se buscar nas bases de dados as palavras-chave deste trabalho, com

refinamento para uso de heparinas em ratos foi constatado dois picos de publicagédo, que

ocorreram em 1997 e 2006.
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2.2 Efeitos das heparinas sobre modulacao trofoblastica e seus efeitos anti-apoptoticos.

O beneficio do uso de heparinas em pacientes com perdas fetais recorrentes,
abortamentos e pré-eclampsia ja é conhecido, entretanto, seu mecanismo ndo esta totalmente
esclarecido (ERDEN, 2006). Neste sentido, na tentativa de explicar o processo protetor
proporcionado pelas heparinas na gestacdo, varios trabalhos estdo sendo publicados com
enfogques na modulacao trofoblastica, proteinas de adesdo intercelular e processo de apoptose
celular. O uso das HBPM também ¢ aplicado nestes estudos devido seu uso crescente.

Neste sentido, sobre a modulacdo trofoblastica, Erden et al. (2006) estudaram o0s
efeitos da heparina ndo fracionada (HNF), tinzaparina e enoxaparina sobre a expressdo das
proteinas E-caderina e laminina nos tecidos placentarios em ratas Wistar.

A proteina E-caderina tem papel fundamental na invasao trofoblastica, pois se trata de
uma proteina relacionada a adesdo celular, enquanto que a laminina é uma das principais
macromoléculas da matriz extra-celular, sendo responsavel pela morfogénese, arquitetura e
estabilidade da membrana basal e manutengéo dos tecidos (ERDEN, 2006).

A modulacdo anormal da E-caderina parece estar relacionada a histérico de perdas
fetais e abortos de repeticdo (ERDEN, 2006), enquanto que a HNF e as HBPM séo
conhecidas por diminuir a incidéncia de perdas fetais em pacientes com este historico, embora
o real mecanismo ainda nédo esteja completamente compreendido. No estudo realizado por
Erden et al. (2006) avaliou-se a expressdo da E-caderina e da laminina através de
imunohistoquimica placentaria e decidual de ratas expostas a solucgéo fisiologica (SF), HNF,
Enoxaparina e Tinzaparina, cujo resultado foi de que as drogas anticoagulantes utilizadas
modularam melhor a expresséo da proteina E-caderina, mas ndo interferiram na expresséo de
laminina. Este achado pode justificar a menor taxa de perdas fetais ou abortamentos, mas, nao

elucidou todo este mecanismo protetor (ERDEN, 2006).
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Depois da modulacéo trofoblastica melhorada com o emprego da HNF e das HBPM e
as primeiras demonstracdes das modificacGes da expressao de proteinas de adesdo intercelular
(ERDEN, 2006), o0 novo alvo das pesquisas tem sido o efeito antiapoptotico destas drogas.

O efeito antiapoptotico da enoxaparina foi demonstrado em tecido cardiaco e hepatico
(DEEPA; VARALAKSHIMI, 2003) e renal (DEEPA; VARALAKSHIMI, 2006). Em linha
de pesquisa semelhante, Yu (2008) publicou estudo sobre efeito antiapoptotico do glutamato.

Estes efeitos antiapoptdticos das heparinas estdo relacionados a sua modulacédo sobre
as proteinas relacionadas a apoptose expressas pelos Linfocitos T citotoxicos: BCL-2 (B-Cell
Linphoma Protein) com efeito anti-apoptotico e BAX (BCL-2 associated to protein X) com
efeito pro-apoptético. Estas proteinas sdo conhecidas como CASPASES (_cysteine-aspartic-
acid-proteases), sendo descritas como um grupo de proteases baseadas em cisteina, que sdo
essenciais para apoptose celular (DANIEL; KORSMEYER, 2004).

Estudo realizado por Zhang et al. (2012) observou efeito antiapoptotico placentario
com o uso das HBPM em modelo experimental de ratas com pré-eclampsia. Neste trabalho 30
ratas Wistar foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos. Um grupo recebeu apenas
solucdo fisioldgica em volume semelhante ao da enoxaparina, outro grupo teve inducdo de
pré-eclampsia (PE) experimental com a introducdo de L-name e foi utilizado também solucéo
fisiologica (SF) e o terceiro grupo, recebeu L-name para induzir a PE e enoxaparina. Foi
avaliada pressdo arterial, proteinuria, numero de filhotes, peso de fetos e placentas enquanto o
indice de apoptose foi medido com ensaio TUNEL de Western-blotting para BCL-2 e BAX.
O indice de apoptose foi significativamente maior no grupo PE com SF e houve uma
supressdo significativa da expressdo de BAX no grupo tratado com enoxaparina.

Atualmente, parece ser 0 mecanismo antiapoptotico das heparinas que norteard as
proximas pesquisas tanto experimentais quanto clinicas com seu emprego. Outra publicacdo

revelou um efeito protetor das heparinas sobre o processo neuroinflamatorio decorrente de
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mecanismo apoptotico em tecidos cerebrais expostos a sangue, como nos casos de hemorragia
subaracndide (SINARD, 2012). Baseado em um modelo experimental de hemorragia
subaracnoide em ratos expostos a dose subanticoagulante de heparina ndo fracionada
(10U/Kg/h) encontraram-se resultados animadores em relacdo a um menor processo
neuroinflamatdrio do que no grupo controle, exposto a solucéo fisioldgica (SINARD, 2012).
Novos estudos nesta linha de pesquisa devem aparecer com mais frequéncia nos

préximos anos.

2.3 Estudos experimentais sobre efeitos das heparinas sobre metabolismo 6sseo,

processos inflamatdrios e cicatrizacionais em ratos.

Uma linha de pesquisa muito abordada sobre modelo experimental com ratos e uso de
heparinas envolve o metabolismo 6sseo e cicatrizacional.

Os efeitos osteopénicos das heparinas, tanto a HNF quanto a HBPM sdo bem
conhecidos. Entretanto, pouco se sabe sobre sua reversibilidade e o tempo que pode levar para
que ocorra. Neste sentido Shaughnessy et al (1999) pesquisaram por meio de uma avaliacdo
histomorfométrica de fémur de ratos se a perda dssea induzida pela heparina seria revertida
depois da descontinuacdo do tratamento em ratos por um periodo semelhante ao tempo de
uso. Neste estudo foram utilizados heparina ndo fracionada (HNF) em doses de 1Ul/g
Subcutaneo (SC) 12/12h ou HNF 0,5Ul/g SC 12/12h ou solugdo fisioldgica (SF) na mesma
proporcao de volume, também através da via SC 2x/dia, durante 28 dias. Metade dos animais
de cada grupo apds este periodo inicial teve analise histomorfométrica e a outra metade foi

mantida por mais 28 dias sem administracdo das drogas/ SF para realizar a eutanasia para
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analise da placa de crescimento epifisario proximal do fémur direito dos animais. A perda
Ossea observada logo apds o tratamento foi maior no grupo que recebeu HNF 1Ul/g, com
perda media de 30% de massa 6ssea. Nao se observou melhora dos parametros de perda 6ssea
nos grupos tratados com HNF apds 28 dias da suspensdo da medicacdo, o que sugeriu a baixa
reversibilidade dos efeitos ou a necessidade de periodos maiores de observacéo.

Em virtude dos efeitos osteopénicos, uma preocupacdo tomou conta dos profissionais
da ortopedia: 0 uso de heparinas em pacientes com fraturas ou em pds-operatorio de cirurgias
ortopédicas reconstrutivas, principalmente em doses profilaticas para tromboembolismo
venoso, situacdo corriqueira nestes tipos de pacientes, que ficam periodos prolongados com
imobilizacdo e restricdo ao leito. Curcelli et al. (2005) publicaram estudo experimental com
ratos em modelo para avaliar os efeitos da heparina nao fracionada (HNF) e da enoxaparina
sobre a consolidacdo Ossea. Utilizaram-se 72 ratos, separados em trés grupos, sendo um
controle (com administracdo de solucdo fisioldgica), um com HNF (dose 200Ui/Kg SC
12/12h) e outro com enoxaparina (Img/Kg SC 12/12h). N&o foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos em relacdo a consolidagdo Gssea, provavelmente porque o

periodo de uso nédo foi prolongado, como ndo é também na pratica clinica.

2.4 Estudos experimentais sobre taxas de fertilidade das ratas Wistar expostas a

determinados farmacos e ou situacdes de estresse.

No tocante a avaliacdo de taxas de fertilidade de ratas Wistar, poucos trabalhos
experimentais encontram-se disponiveis (HOLLENBACH, 2008; CASTRO, 2005;
FIGUEIRO-FILHO, 2002; ALMEIDA, 2000). Este modelo experimental se baseia em

promover o cruzamento dos ratos e acompanhar a gestacdo desde o dia zero, diagnosticado
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através da observacao direta de espermatozoide no exame a fresco de esfregaco vaginal. Apds
0 periodo de 21 dias de prenhez das ratas, realiza-se laparotomia com andlise da quantidade
de corpos luteos, sitios de implantacdo, numero de fetos vivos, taxas de masculinidade e
feminilidade (WEINSTEIN; STARK, 1994). Com estes achados, calcula-se a taxa de
viabilidade fetal, taxa de perda pré-implantacdo, taxa de perda pos-implantacdo e taxa de
eficiéncia da implantacdo (FIGUEIRO-FILHO, 2002; ALMEIDA, 1999; WEINSTEIN;
STARK, 1994). Poucos sdo os trabalhos que avaliaram os efeitos da exposicdo de drogas ou
procedimentos sobre as taxas de fertilidade das ratas Wistar.

Estudo publicado por Almeida et al. (2000) avaliou o efeito do stress em ratos machos
da classe Wistar sobre as suas taxas de acasalamento e fertilidade. Neste modelo, cada macho
era mantido em um tubo plastico por seis horas diarias durante o periodo diurno (com inicio
por volta das oito horas da manha) durante 15 dias. Duas horas ap0s o inicio do ciclo escuro
eram colocados cada macho com duas fémeas, estas em seu ciclo estral, durante 30 minutos
para acasalamento. Apo6s, através de esfregaco vaginal a fresco com observacdo de
espermatozoides a microscopia dava-se o diagnostico de prenhez. Entre as taxas de fertilidade
das ratas avaliou-se nimero e peso de fetos e placentas, nimero de sitios de reabsor¢do, taxas
de perda pré-implantacdo, taxas de perda pés-implantacdo, taxa de viabilidade fetal e taxa de
eficiéncia de implantacdo. No grupo de ratas que cruzaram com ratos do grupo estresse,
observaram-se maiores taxas de perda pré e pos-implantacdo em relagcdo ao controle.

Figueiro-Filho (2002) estudou os efeitos de drogas anti-retrovirais sobre as taxas de
fertilidade de ratas Wistar. As drogas estudadas neste trabalho foram a azidotimidina (AZT),
Lamivudina (3TC) e nelfinavir (NFV), com as dosagens respectivas de 25mg, 12,5mg e
97,5mg/dia, administradas em associacdo ou de forma isolada. Cada grupo era composto por
dez ratas. O inicio do uso destas drogas foi o dia “zero” da prenhez, confirmada através de

esfregaco vaginal e observacao de espermatozoides na microscopia. Apos 21 dias de gestacgéo,
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as ratas eram submetidas a histerectomia em bloco e eutanasiadas em sequéncia. As taxas de
fertilidade que incluiam as taxas de eficiéncia de implantacdo, taxas de perda pre-implantacédo
e taxas de perda pés-implantacdo, além da contagem de corpos luteos, sitios de reabsorcéo,
numero e peso de fetos e placentas. Como resultados, observou-se que nos grupos tratados
com drogas antirretrovirais isoladas ou associadas houve maior taxa de perda poés-
implantacdo, menor taxa de viabilidade fetal, menor nimero de fetos e reducdo do peso
materno, todos com diferenca significante em relacdo ao grupo controle.

Outro trabalho nesta linha de avaliacdo das taxas de fertilidade foi publicado por
Castro et al. (2005) que buscaram avaliar os efeitos da Gingko-biloba com dose 10x superior
a recomendada sobre as taxas de fertilidade de ratos Wistar. Apos distribuicdo em dois
grupos com dez ratas e dez ratos cada, foram tratados desde a fase pré-acasalamento com
solucdo fisioldgica (SF) ou com Gingko-biloba via oral. Nao houve alteracBes nas taxas de
fertilidade e no desenvolvimento ponderal das ratas. Ndo houve alteracbes de massa dos
6rgdos internos dos animais e analise do liquido seminal dos machos também ndo teve
diferencas em relagdo ao grupo controle.

Em um dos mais recentes trabalhos encontrados avaliou-se os efeitos da exposicao de
ratas Wistar a um fitoterapico similar aos estrogenos (fitoestrogénio) sobre as taxas de
fertilidade (HOLLENBACH, 2008). O fitoterapico em questdo era derivado de soja com
comportamento semelhante aos estrogénios. Foram oito ratas em cada grupo, sendo um
controle e trés grupos com doses maiores progressivas de cada fitoterapico. O inicio do uso do
fitoterapico ocorreu sete dias em média, antes do inicio da prenhez. Houve aumento do
numero de reabsor¢des e menor taxa de acasalamento, além de maior taxa de perdas pés-

implantacdo nos grupos tratados com fitoterapicos em comparagédo ao grupo controle.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da exposicdo a drogas anticoagulantes, enoxaparina e heparina nao

fracionada, em doses profilaticas e terapéuticas, sobre a prenhez de ratas Wistar.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar os efeitos da exposicdo a drogas anticoagulantes, enoxaparina € heparina nio

fracionada, em doses profilaticas e terapéuticas sobre o desenvolvimento ponderal das ratas

em seu periodo gestacional.

3.2.2 Avaliar os efeitos da exposicdo a drogas anticoagulantes, enoxaparina € heparina nio

fracionada, em doses profilaticas e terapéuticas sobre as sequintes taxas de fertilidade:

e Taxas de perdas pré-implantacédo (TPP)
e Taxas de eficiéncia de implantacédo (TEI)
e Taxas de perdas pds-implantacdo (TPPI)
e Taxas de viabilidade fetal (TVF)

3.2.3 Verificar a ocorréncia das sequintes complicacdes relacionadas a drogas

anticoagulantes, enoxaparina e heparina ndo fracionada, em doses profilaticas e terapéuticas:

e Plaquetopenia

e Eventos hemorragicos



3.2.4 Avaliar os efeitos da exposicdo a drogas anticoagulantes, enoxaparina e heparina ndo

fracionada, em doses profilaticas e terapéuticas sobre os sequintes parametros perinatais das

crias:
e Peso dos fetos
e Numero de fetos por ninhada
e Taxas de masculinidade

e Taxas de feminilidade
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4 HIPOTESES

4.1. Hipdtese de Nulidade (HO0):

Os anticoagulantes ndo comprometem o prognostico perinatal e as taxas de fertilidade

em ratas prenhes tratadas com estes farmacos, tanto em dose profilatica, quanto terapéutica.

4.2 Hipotese alternativa (H1):

Os anticoagulantes podem comprometer o prognéstico perinatal e as taxas de

fertilidade em ratas prenhes tratadas com estes farmacos em suas doses profilatica e ou

terapéutica.
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5 MATERIAL, ANIMAIS E METODOS

Estudo experimental realizado no Biotério Central da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, campus de Campo Grande, com a utilizagdo de 55 animais da espécie Rattus
norvegicus da variedade Wistar, sendo 50 fémeas e cinco machos, com peso inicial entre 160
e 2509 provenientes do préprio biotério central do campus de Campo Grande da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul.

O tamanho amostral minimo calculado das ratas fémeas foi de oito animais por grupo.
Com objetivo de minimizar perdas, optou-se por usar dez animais em cada grupo, conforme
utilizado por Figueird-Filho et al. (2002) e Castro et al. (2005). Em relacdo ao nimero de
machos optou-se por um macho para cada cinco fémeas, conforme modelo descrito por
Weinstein e Stark (1994) e utilizado por Figueir6-Filho et al. (2002).

O numero de machos foi estipulado pela aceitacdo habitual de um grupo de trés a
cinco fémeas por macho e pela capacidade da gaiola, que acomodava no maximo cinco
animais (WEINSTEIN; STARK, 1994). Assim, em cada dia, poder-se-ia colocar um macho
em gaiolas com duas a trés fémeas até se obter a prenhez de cada rata. Os ratos machos foram
utilizados apenas para a finalidade de procriacdo e assim, iniciar a fase experimental. Apos a
conclusdo de todos os acasalamentos os ratos machos foram encaminhados para descarte pelo
biotério através de eutanasia por intoxicagdo por mondxido de carbono.

Além do modelo experimental ja existente, colaborou para a escolha destes animais o
fato de sua facil reprodutividade (ciclo estral médio de cinco dias), periodo gestacional de 21
dias, disponibilidade no Biotério e condi¢es propicias no mesmo para manejo, manutencgao e
descarte.

Os medicamentos utilizados neste experimento foram fornecidos pela Farmacia do

Nucleo Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e suas doses
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foram padronizadas em relacdo a literatura, cujas doses preconizadas sdo as mesmas
empregadas em seres humanos ajustadas ao peso (SARDINHA, SILVESTRE, 2006;
THOMAS; VILLAS, 2006; CURCELLY, 2005; SHAUGHNESSY, 1999). Como o peso dos
animais é bem inferior ao do ser humano realizou-se diluicdo das apresentacfes farmacéuticas
da enoxaparina e da HNF para ficar compativel com volume de administracdo adequado as
ratas (PAIVA, 2005). Desta forma, as doses e vias de administracdo foram as seguintes:
e Enoxaparina, dose profilatica: 1mg/Kg subcutaneo, dose unica diaria.
e Enoxaparina, dose terapéutica: 2mgKg subcutineo, dose dividida em duas tomadas
diarias.
e Heparina ndo fracionada, dose profilatica: 72UIKg subcutdneo, em duas tomadas
dirias.
e Heparina ndo fracionada, dose terapéutica: 200UIKg subcutaneo, em duas tomadas
diarias.

No ultimo grupo, a eficacia da anticoagulacdo era mensurada por meio do exame de
tempo da tromboplastina parcial ativada (TTPa), cujo valor entre 1,5 e 2,5 equivale a uma
anticoagulacdo adequada. A correcdo da dose esta expressa no anexo B.

As ratas prenhes foram distribuidas aleatoriamente em cinco grupos, nomeados de | a
V, sendo o grupo | o controle e os demais (Il a V) os grupos experimentos. Cada grupo foi
composto por dez animais. N&o houve perdas durante a pesquisa.

Os grupos foram discriminados de acordo com o anticoagulante utilizado. Assim
tivemos 0s grupos enoxaparina que recebiam dose profilatica (grupo 1) e terapéutica (grupo
I11) e os grupos heparina ndo fracionada, expostos a doses profilatica (grupo 1V) e terapéutica

(grupo V), conforme € ilustrada pela figura 2.



Grupo Medicamento Dose/uso Total de animais
testado
I Soro fisiolégico Méaximo de 10
(controle) amiKg

I Enoxaparina 1 mgKg 1x dia 10
(Profilatico)

i Enoxaparina 1 mgKg 2x dia 10
(Terapéutico)

v Heparina ndo 72UIKg 2x dia 10
fracionada (HNF) (Profilatico)

Vv Heparina n&o 200UVK g 2x dia~ 10
fracionada (HNF) (Terapéutico)

Total 50

Figura 2: Distribuicdo dos animais em grupos e drogas utilizadas

Forma de administracdo: subcutanea.
Tempo de tratamento: 21 dias, sendo dia 1, o dia “zero” da prenhez.
* Utilizou-se um volume médio correspondente ao dos demais grupos, de acordo com o peso animal (PAIVA,

2005). ** Dose inicial, ajustada no transcorrer do estudo conforme TTPa (Anexo B)
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Os animais permaneceram em gaiolas adequadas, abrigados em boa temperatura e

umidade e com respeito a luminosidade do seu ciclo natural em estantes préprias com este

controle, disponiveis no Biotério, alem de agua e comida ad libitum. O periodo de adaptagéo

dos ratos em seus novos ambientes antes da fase experimental se deu com um tempo de sete

dias por grupo de animais em cada gaiola. Os machos foram acondicionados em uma gaiola

separada, também com um periodo de adaptagdo de sete dias e em mesmas condicdes

alimentares e ambientais que as fémeas.



37

Ap0s o periodo de adaptacdo, iniciou-se o programa de acasalamento. Diariamente,
pela manhd apds a limpeza das gaiolas realizava-se a observacdo a fresco através de
microscopia Optica de uma ladmina obtida por esfregaco vaginal. Nesta observacdo
colpocitolégica procurava-se saber em qual fase do ciclo estral cada rata se encontrava. O
ciclo estral das ratas dura entre quatro e seis dias e é classificado em quatro fases: proestro,
estro, metaestro e diestro. A fémea se encontra receptiva ao macho apenas na fase do estro
(WEINSTEIN; STARK, 1994). Por isso, quando se identificava uma rata no estro, esta era
separada para receber o macho naquele dia. Na maioria das gaiolas as ratas tiveram ciclos
concordantes, ou seja, numa mesma gaiola se encontrava mais de uma rata na mesma fase do
ciclo.

No dia da fase estral, colocavam-se os machos para acasalar apos duas horas do inicio
do ciclo escuro de luminosidade, onde permaneciam por cerca de uma hora e depois eram
retirados e realocados em sua gaiola. Na manha seguinte, novo esfregaco vaginal das ratas
submetidas ao acasalamento e a observacdo de espermatozoide na lamina confirmava o
diagnostico de prenhez, definido como indicador do dia “zero” da prenhez (CAMANO,
1968). Com a confirmacgéo cada rata era alocada aleatoriamente por sorteio a um dos grupos
do presente estudo, com inicio da experimentacao.

Diariamente, as ratas eram pesadas e de acordo com seu peso, checava-se a dose a ser
administrada. Também, realizava-se diariamente, através de observacdo direta, a pesquisa de
sangramentos em regido gengival, ocular, genital e no aspecto das fezes (em busca de
hematoquezia e ou melena), além da pesquisa de hematomas corporais. Os experimentos
foram realizados pela manhé e ao final da tarde, com intervalo de 12 horas, correspondente ao
intervalo de aplicacdo das medicagfes em alguns grupos.

A via subcutanea utilizada nos ratos foi a nuca ou o dorso do animal, apds contencao

manual suave (PAIVA, 2005). O volume aplicado ndo ultrapassou o limite estabelecido na
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literatura para uso da via subcutanea em ratos, que é de 4mlKg, o que corresponde em média
a um volume na nuca ou dorso de 0,6ml num rato de 1509 a 1,2ml num rato de 300g
(SILVA; PESGRAVE, 2008; PAIVA, 2005). A diluicdo das drogas com a dose necessaria se
fez para obedecer este volume maximo.

Durante o periodo de tratamento, o grupo (V) teve pela manha, além da aplicacdo do
medicamento, a realizacdo de coleta de sangue venoso da veia caudal para controle
laboratorial de ajuste da dose da heparina ndo fracionada, com o exame de tempo da
tromboplastina parcial ativada (TTPa), cuja tabela de ajuste de dose encontra-se no anexo B.
Realizou-se no 2°, 7°, 14° e 21° dia de gestacdo a coleta de sangue venoso caudal, de todas as
fémeas, para contagem plaquetéria, que era realizada no laboratorio do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Na manha do 21° dia de gestacdo submeteu-se cada rata ao procedimento cirurgico de
laparotomia com objetivo de retirada de 6rgaos e dos fetos. Para a realizacdo da laparotomia,
realizava-se a inducao pré-anestésica com midazolam 4mgKg IM, seguida de anestesia geral
com xilazina (5-10 mgKg) com adi¢cdo de quetamina (50-75 mg/Kg) por via intraperitonial
(IP). Em seguida ao procedimento cirurgico, realizou-se eutandsia com Pentobarbital IP na
dose de 100mgKg (SILVA; PESGRAVE, 2008; PAIVA, 2005).

As etapas experimentais contemplaram: imediatamente ap6s a anestesia geral do
animal (Fig. 3), procedeu-se a realizacdo da laparotomia. Apoés rapido inventario da cavidade,
isolou-se 0s cornos uterinos e os ovarios (Fig. 4), retirando-0s em bloco com seccdo da base
uterina e dos ligamentos uterinos e apendiculares ovarianos (Fig. 5). Realizou-se a abertura
uterina e uma vez aberto o Utero, eram retirados e contados os fetos e placentas, seguido da
observacao direta do sexo de cada feto, pesagem dos mesmos e de suas respectivas placentas

(Fig.6e7).
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Os fetos foram submetidos a eutandsia por meio de intoxicacdo em camara de

monoxido de carbono, disponivel no biotério (SILVA; PESGRAVE, 2008).

Figura 4 — Cornos uterinos (setas) com a presenca dos fetos e placentas com 21
dias de prenhez.
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Figura 5 — Cornos uterinos rtirads “em bloco” com a presenca de fetos (F) e
respectivas placentas (P) com 21 dias de prenhez.

Figura 6 — Cornos uterinos integros com fetos em prenhez de 21 dias evidenciando
a diferenca de tamanho dos fetos. Corpos luteos individualizados (setas).
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Figura 7 — Cornos uterinos artos evidenciando os fetos (F), placentas (P), sitios de
implantacéo (Sl) e corpos luteos (CL) ap6s 21 dias de prenhez.

Em seguida, os ovarios foram removidos da peca cirirgica para contagem dos corpos
luteos (indicativos do nimero de ovulagdes), reconhecidos pela cor résea, forma arredondada
medindo cerca de 2mm. Com os valores obtidos, efetuavam-se os seguintes calculos para

analise da fertilidade (WEINSTEIN; STARK, 1994; FIGUEIRO-FILHO, 2002):

e Taxa de perdas pré-implantacéo:

Total de corpos luteos — total sitios de implantacdo x 100
Total de corpos luteos

e Taxa de eficiéncia de implantacéo:

Total de sitios de implantacdo x 100
Total de corpos luteos

e Taxa de perdas pés-implantacéo:

Total de sitios de implantacdo — total fetos vivos x 100
Total de sitios de implantacdo
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e Taxa de viabilidade fetal:

Total de fetos vivos x 100
Total de sitios de implantacao

e Taxa de masculinidade/feminilidade:

Total de machos ou fémeas x 100
Total de fetos

Para analise estatistica de varidveis paramétricas com distribuicdo normal e variancias
semelhantes como peso dos animais prenhes, nimero de fetos, peso dos fetos e placentas foi
utilizado o teste “t” de Student para comparagdo de dois grupos. Para comparacdo de trés ou
mais grupos com as mesmas variaveis utilizou-se o teste ANOVA (analise de variancias) com
aplicacdo de pos-teste de Newman-Keuls quando necessario.

Para analise de variaveis ndo paramétricas como taxas de fertilidade dos animais, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney para comparacdo de dois grupos. Quando se comparou trés
OU mais grupos com as mesmas variaveis, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis com
realizacdo de pos-teste de Dunn, quando necessario.

Para avaliacdo das frequéncias de eventos hemorragicos utilizou-se o teste exato de
Fisher.

Foram consideradas diferengas estatisticamente significativas quando o valor de “p”
bicaudal foi menor que 0,05. Para a analise de variancia considerou-se a razdo F de variancia
calculada com a razdo F tabelada e se diferente de 1 rejeitava-se a Hy. Para a realizacdo dos
calculos foi utilizado o software GraphPad Prism® versao 3.00.

O presente trabalho foi aprovado na comissdo de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA/UFMS) com protocolo n® 282 de

11/03/2011.
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6 RESULTADOS

Os dados foram submetidos a analise estatistica e as variaveis com distribuicdo normal
estdo expressas na forma de média + 1 desvio padrédo (DP) (1. £ 1 DP). As variaveis ndo
paramétricas como as taxas de fertilidade, estdo expressas na forma de mediana P25-P75 (M
P25-P75). Seguem abaixo os resultados do presente estudo:

Quanto a variavel ganho de peso, através dos dados expressos nas tabelas 1, 2 e 3,
observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa nas médias de ganho de
peso diario apos 7, 14 e 21 dias de prenhez respectivamente, tanto em relacdo de cada grupo
com o grupo controle (onde se utilizou o teste t de student) quanto quando se relacionou cada

grupo entre si (neste caso se usou a ANOVA).

Tabela 1 — Médias do ganho de peso diario apos 7 dias de prenhez

Ed

Grupo Ganho de peso (Q) p
(1. + 1 DP)

I- Controle 6,98+0,87

II- Enoxaparina, dose profilatica 6,75+0,69 n.s.

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 6,82+1,13 n.s.

IV- HNF, dose profilatica 6,94+1,31 n.s.

V- HNF, dose terapéutica 6,75+0,98 n.s.

* p<0,05 “t” Student (grupo X controle). ANOVA (grupos entre si).



Tabela 2 — Médias do ganho de peso diério apds 14 dias de prenhez

Ed

Grupo Ganho de peso (Q) p
(u.£1DP)
I- Controle 7,04+0,82
I1- Enoxaparina, dose profilatica 6,92+0,78 n.s.
I11- Enoxaparina, dose terapéutica 6,98+0,83 n.s.
IV- HNF, dose profilatica 7,23+0,35 n.s.
V- HNF, dose terapéutica 7,13+0,69 n.s.

* p<0,05 “t” Student (grupo X controle). ANOVA (grupos entre si).

Tabela 3 — Médias do ganho de peso diario apds 21 dias de prenhez

Grupo Ganho de peso (Q) p
(u.£1DP)

I- Controle 8,22+1,32

I1- Enoxaparina, dose profilatica 8,19+1,08 n.s.

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 7,92+1,51 n.s.

IV- HNF, dose profilatica 8,27£1,25 n.s.

V- HNF, dose terapéutica 7,94+1,42 n.s.

* p<0,05 “t” Student (grupo X controle). ANOVA (grupos entre si).
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Quando se observa a tabela 4, onde sdo comparados 0s ganhos ponderais de cada

grupo nos diversos periodos de prenhez, observa-se que todos 0s animais em todos 0s grupos

aumentaram de peso significativamente durante a prenhez de forma satisfatoria, com excecao

do grupo IV, que entre 7 e 14 dias foi o Unico a apresentar ganho ponderal médio mais

significativo.
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Tabela 4 — Médias do ganho de peso diario nos diferentes periodos de prenhez

Ed

Ganho de peso (g) p
(L. £ 1 DP)
7 dias 14 dias 21 dias 7dX14d 14dX21d 7dX21ld
Controle 6,98+0,87 7,04+0,82  8,22+1,32 n.s. 0,034 0,023
I 6,75+0,69 6,92+0,78 8,19+1,08 n.s. 0,018 <0,01
Il 6,82+1,13 6,98+0,83 7,92+1,51 n.s. 0,042 0,031
v 6,94+1,31 7,23+0,35 8,27+1,25 0,045 0,027 <0,001
\Y 6,75+0,98 7,13+0,69 7,94+1,42 n.s. 0,021 0,022

* p<0,05 ANOVA

Quanto as taxas de fertilidade, ndo foi encontrada significancia estatistica entre cada
grupo com o grupo controle e os grupos entre si ao se analisar as taxas de perda pré-

implantacdo (TPP) ap6s os 21 dias de prenhez, como demonstra a tabela 5.

Tabela 5 — Taxas de perda pré-implantacdo (TPP) apds 21 dias de

prenhez

Grupo % TPP p
(M P25-P75)

I- Controle 11,70
(7,80-15,60)

I1- Enoxaparina, dose profilatica 12,25 n.s.
(10,40-14,50)

I1l- Enoxaparina, dose terapéutica 12,10 n.s.
(9,50-13,80)

IV- HNF, dose profilatica 11,80 n.s.
(7,30-16,40)

V- HNF, dose terapéutica 11,60 n.s.
(7,90-14,30)

* p<0,05 Mann-Whitney (grupo X controle) e Kruskall-Wallis (grupos entre si)

Em relagdo as Taxas de eficiéncia de implantacdo (TEI), a tabela 6 demonstra que ndo

houve diferencas significantes entre os grupos com o grupo controle e 0s grupos entre si apos
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21 dias de prenhez. O mesmo pode se dizer sobre as Taxas de perda pos-implantacdo (TPPI)

entre os grupos, conforme pode ser observado na tabela 7.

Tabela 6 — Taxas de eficiéncia de implantagdo (TEI) ap6s 21 dias de

prenhez

Grupo % TEI p
(M P25-P75)

I- Controle 88,70
(80,70-93,60)

II- Enoxaparina, dose profilatica 85,60 n.s.
(81,50-94,80)

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 86,20 n.s.
(84,20-91,40)

IV- HNF, dose profilatica 89,80 n.s.
(83,60-93,30)

V- HNF, dose terapéutica 88,40 n.s.

(84,50-92,30)
* p<0,05 Mann-Whitney (grupo X controle) e Kruskall-Wallis (grupos entre si)

Tabela 7 — Taxas de perda pds-implantagdo (TPPI) apds 21 dias de

prenhez

Grupo % TPPI p
(M P25-P75)

I- Controle 7,20
(6,30-18,7)

I1- Enoxaparina, dose profilatica 7,10 n.s.
(6,30-11,50)

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 8,40 n.s.
(5,40-22,70)

IV- HNF, dose profilatica 7,70 n.s.
(6,70-14,10)

V- HNF, dose terapéutica 8,12 n.s.
(6,50-15,8)

* p<0,05 Mann-Whitney (grupo X controle) e Kruskall-Wallis (grupos entre si)

A tabela 8 pde em evidéncia as taxas de viabilidade fetal (TVF), onde nota-se que ndo

ocorreram diferencas significantes entre 0s grupos com o grupo controle e entre si.



Tabela 8 — Taxas de viabilidade fetal (TVF) ap6s 21 dias de prenhez

Grupo % TVF p
(M P25-P75)

I- Controle 91,60
(83,70-93,60)

I1- Enoxaparina, dose profilatica 92,30 n.s.
(88,50-94,70)

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 89.70 n.s.
(78,90-94,80)

IV- HNF, dose profilatica 88,60 n.s.
(83,90-92,40)

V- HNF, dose terapéutica 88,20 n.s.

(81,40-93,70)

* p<0,05 Mann-Whitney (grupo X controle) e Kruskall-Wallis (grupos entre si)
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Ao se analisar outras caracteristicas da ninhada com os efeitos das drogas

anticoagulantes empregadas neste estudo sobre o progndstico perinatal, como peso dos fetos e

das placentas e taxas de masculinidade e feminilidade construiram-se as tabelas 9 a 12. As

Tabelas 9 e 10 mostram ndo haver diferencas significativas nas taxas de masculinidade e

feminilidade entre 0s grupos com o grupo controle e entre si.

Tabela 9 — Taxas de masculinidade (TM) ap6s 21 dias de prenhez

Grupo % T™M p
(M P25-P75)

I- Controle 45,80
(45,50-60,00)

I1- Enoxaparina, dose profilatica 50,00 n.s.
(40,00-50,00)

I1l- Enoxaparina, dose terapéutica 46,20 n.s.
(30,80-53,80)

IV- HNF, dose profilatica 48,00 n.s.
(35,70-54,50)

V- HNF, dose terapéutica 52,00 n.s.

(50,00-54,50)

* p<0,05 Mann-Whitney (grupo X controle) e Kruskall-Wallis (grupos entre si)
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Tabela 10 — Taxas de feminilidade (TF) apds 21 dias de prenhez

Grupo % TF p
(M P25-P75)

I- Controle 54,20
(50,00-54,50)

I1- Enoxaparina, dose profilatica 50,00 n.s.
(50,00-56,20)

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 53,80 n.s.
(46,20-61,50)

IV- HNF, dose profilatica 52,00 n.s.
(45,50-54,50)

V- HNF, dose terapéutica 48,00 n.s.

(40,00-63,60)
* p<0,05 Mann-Whitney (grupo X controle) e Kruskall-Wallis (grupos entre si)

Quando se compara 0 numero de fetos por animal prenhe, ndo se observou diferencas
significativas no tamanho da ninhada entre os grupos com o grupo controle e entre si, como

apresentado na tabela 11.

Tabela 11 — Médias do nimero de fetos/animal apds 21 dias de prenhez

Grupo Numero fetos/animal p
(u.+1DP)

I- Controle 12,82+2,34

I1- Enoxaparina, dose profilatica 11,98+1,78 n.s.

I1l- Enoxaparina, dose terapéutica 12,23+1,94 n.s.

IV- HNF, dose profilatica 12,57+2,03 n.s.

V- HNF, dose terapéutica 12,34+1,56 n.s.

* p<0,05 “t” Student (comparagéo grupo X controle)
*ANOVA (comparagdo dos grupos entre si)

Apos 21 dias de prenhez, ndo se observou reducdo estatisticamente significativa dos
pesos dos fetos entre cada grupo e o grupo controle ou os grupos entre si (Tabela 12), assim

como os pesos das placentas (Tabela 13).
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Tabela 12 — Médias do peso dos fetos apds 21 dias de prenhez

Grupo Peso feto () p
(u.£1DP)

I- Controle 5,62+0,78

I1- Enoxaparina, dose profilatica 6,01+0,24 n.s.

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 5,83+0,62 n.s.

IV- HNF, dose profilatica 5,67+£0,55 n.s.

V- HNF, dose terapéutica 5,72+0,81 n.s.

* p<0,05 “t” Student (comparacdo grupo X controle)
*ANOVA (comparagdo dos grupos entre si)

Tabela 13 — Médias do peso das placentas ap6s 21 dias de prenhez

*

Grupo Peso placenta (g) p
(. £1DP)

I- Controle 0,83+0,18

I1- Enoxaparina, dose profilatica 0,81+0,15 n.s.

I11- Enoxaparina, dose terapéutica 0,83+0,22 n.s.

IV- HNF, dose profilatica 0,84+0,17 n.s.

V- HNF, dose terapéutica 0,82+0,23 n.s.

* p<0,05 “t” Student (comparacdo grupo X controle)
*ANOVA (comparagdo dos grupos entre si)

Sobre a frequéncia de eventos hemorragicos, houve prevaléncia significativamente
maior nos grupos expostos a doses terapéuticas de drogas anticoagulantes (grupos 11l e V) em
comparagdo com o0 grupo controle, como se observa na tabela 14. Todos os eventos
hemorragicos aconteceram entre um e quatro dias antes da cirurgia programada (entre 18 a 21
dias de gestacdo). Ndo houve perdas na amostra. Os sangramentos notificados foram: sangue

na regido genital (dois casos), melena (um caso), sangue em cavidade oral/ gengiva (dois
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casos) e hematoquezia (um caso). Nestes casos, suspendeu-se por 24h a medicacdo e

reiniciado em dose cerca de 10 a 20% menor.

Tabela 14 — Frequéncia de animais que apresentaram eventos

hemorragicos apds 21 dias de prenhez

Grupo Ocorréncia de evento p
hemorragico na
amostra
%  (x/n)
I- Controle 00,00% (0/10)
II- Enoxaparina, dose profilatica 10,00% (1/10) n.s.
I11- Enoxaparina, dose terapéutica 30,00% (3/10) 0,046
IV- HNF, dose profilatica 00,00% (0/10) n.s.
V- HNF, dose terapéutica 20,00% (2/10) 0,048

* p<0,05 teste exato de Fisher

Em relacdo a ocorréncia de trombocitopenia, ndo foi encontrado nenhum caso de

plaquetopenia (nimero de plaquetas <130.000/mm? de sangue venoso periférico) nos animais

da amostra, em nenhuma das trés coletas de sangue para avaliar a contagem plaquetaria

(realizadas ao final de cada semana de prenhés das ratas, que equivale a cada trimestre

gestacional humano), sem diferencas significativas das médias dos nimeros de plaquetas

entre 0s grupos e 0 grupo controle e 0s grupos entre si, em cada periodo estudado (2°, 7°, 14° e

21° dia de prenhez) conforme se observa na tabela 15.
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Tabela 15 — Médias de contagem plaquetaria dos animais durante 21 dias de prenhez

Grupo Contagem plaquetaria [n (x1000)/mm?]
2° dia de prenheg 7° dia de prenhe*z 14° dia de prenhgz 21° dia de prenhgz
(L. £1DP) p (x1 p Hx1 p (hx1 p
DP) DP) DP)
| 238,2+42,2 - 242,2+33,2 238,2+32,2 237,2+30,2

I 241,1+38,1 n.s. 239,1+36,3 n.s. 242,1+32,1 n.s. 239,9+24,1 n.s.
I 239,9+21,3 n.s. 237,9+33,1 n.s. 240,2+34,4 n.s. 238,8+43,3 n.s.
AV 238,4+25,1 n.s. 240,4+22,4 n.s. 239,1+33,7 n.s. 239,5+37,1 n.s.

V 237,3+32,9 n.s. 239,3+45,1 n.s. 237,9+33,6 n.s. 240,3+31,2 n.s.

*p<0,05 “t” Student (grupo X controle). ANOVA (grupos entre si).
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7 DISCUSSAO

Os termos fecundidade e fertilidade sdo empregados habitualmente quase como
sinbnimos, contudo, o primeiro se refere, por definicdo, a capacidade para reproducdo
enquanto o segundo se refere a realizacdo da reproducdo (FIGUEIRO-FILHO, 2002), que
pode entdo, ser mensurada através do seu produto final, ou seja, 0 numero de crias
(WEINSTEIN; STARK, 1994). Diante desta premissa, o presente estudo avaliou a fertilidade
de ratas prenhes adultas expostas aos anticoagulantes heparina ndo fracionada (HNF) e
heparina de baixo peso molecular (HBPM) ao analisar sua prole gerada do cruzamento com
machos adultos normais.

A avaliacdo das taxas de fertilidade em ratos da classe Wistar esta bem estabelecida na
literatura (FIGUEIRO-FILHO, 2002; WEINSTEIN; STARK, 1994), onde se utilizam a
analise de parametros como as taxas de perdas pré-implantacdo (TPP), taxas de eficiéncia de
implantagdo (TEI), as quais refletem a quantidade de Ovulos fertilizados e as perdas
embrionarias anteriores a implantacdo endometrial. Também sédo avaliadas as taxas de perdas
pos-implantacdo (TPPI) e as taxas de viabilidade fetal (TVF), as quais se relacionam as perdas
embrionarias e fetais ocorridas apds a implantacéo.

O presente estudo verificou que ndo houve diferencas estatisticamente significativas
entre 0s animais do grupo controle com aqueles expostos a HNF e a Enoxaparina, tanto em
suas doses profilaticas quanto terapéuticas em relacdo a ganho ponderal e em relagéo as taxas
de fertilidade: TPP, TEI, TPPI e TVF, resultado semelhante encontrado por Castro et al.
(2005), que avaliou as taxas de fertilidade de ratas expostas ao Gingko-biloba.

N&o foram encontradas na literatura pesquisas sobre a exposi¢do tanto de dose
profilatica quanto terapéutica das drogas Heparina e Enoxaparina e a sua relacdo com taxas de

fertilidades de ratas.
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Neste tipo de modelo experimental sobre efeitos de drogas sobre as taxas de fertilidade
de ratas da classe Wistar prenhes, encontrou-se trabalhos relacionados a exposicdo de
antirretrovirais (FIGUEIRO-FILHO, 2002), situagbes de stress aplicados aos ratos machos na
fase de pré-acasalamento (ALMEIDA, 2000) e extratos vegetais (CASTRO, 2005;
HOLLENBACH, 2008).

A HNF e a enoxaparina sdo drogas anticoagulantes, sendo que a HNF apresenta
atividade sobre a antitrombina e a enoxaparina, uma HBPM, tem atividade em inibir o Fator
X ativado da cascata de coagulacdo. Ambas ndo atravessam a barreira placentaria e por isso
tem uso preferencial no periodo gestacional (BATES, 2012), entretanto, ainda existem
controvérsias sobre seu uso, em especial 0 emprego da enoxaparina, pois ndo existem grandes
ensaios clinicos com estas drogas em gestantes e os trabalhos experimentais sdo escassos em
atestar a seguranca e efeitos das heparinas na gestacdo e em seu produto (VASCONCELOS,
2006).

No presente estudo manteve-se 0 uso da heparina e da enoxaparina até o dia da
eutandsia, esta sendo realizada sempre no periodo matutino, sem preocupacfes quanto a
hemorragias no transoperatorio, visto que se tinha pelo menos 12 horas da ultima dose. A
literatura recomenda a suspensdo destas drogas até 12 horas antes do procedimento, quando
em suas doses profilaticas e até 24 horas quando de suas doses terapéuticas, desde que 0 uso
seja com administracdo por via subcutanea (BATES, 2012). Esta recomendacdo € necessaria
para reduzir a chance de evento hemorragico no intra-operatério e pés-operatorio. Mesmos 0s
eventos hemorragicos observados na ultima semana de prenhez de alguns animais foram
poucos e ndo houve caso de Obito antes do término do estudo. Estes eventos nos grupos
expostos a anticoagulantes em doses terapéuticas era esperado, entretanto, houve um caso a
mais no grupo exposto a enoxaparina, sabidamente com menos risco de sangramento

(SARDINHA; SILVESTRE, 2006; THOMAS; VILLAS, 2006), onde talvez o ajuste de dose
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pelo peso ndo foi adequado em um dos animais. Em relagdo a esta mesma dose, 0s estudos
experimentais com ratos expostos a heparinas ndao se observou relato de sangramentos e as
doses utilizadas sé@o as mesmas empregadas nos seres humanos, porém, com diluicdo para se
atingir o volume necessario para administrar nos ratos (ERDEN, 2006; CURCELLI, 2005).

A maioria dos trabalhos sobre exposicdo de drogas e seus efeitos sobre as taxas de
fertilidade em ratas Wistar tiveram algum grau de influéncia sobre as taxas de perdas pré e ou
pos-implantacdo, que se apresentaram aumentadas em relacdo aos grupos controle
(FIGUEIRO-FILHO, 2002; ALMEIDA, 2000) e modificacbes em relacdo a ganho/ perda
ponderal.

Quanto ao desenvolvimento ponderal das ratas prenhes e das crias, como 0 uso de
anticoagulantes ndo sdo comuns alteracBes gastrointestinais que reduzam o habito alimentar
das ratas, por isso, a falta de diferencas de perdas/ ganhos ponderais era esperado, ao contrario
do uso de medicacBes anti-retrovirais, que sabidamente provocam mal estar e modificam
habito alimentar ou alteragdes metabolicas hepéticas e pancreaticas e por isso se justifica
encontrar perdas ponderais significativas como encontrado no trabalho de Figueiro-Filho
(2002). Situages de estresse, como as condicionadas aos ratos machos do estudo de Almeida
(2000), podem gerar maior agressividade dos mesmos e modificar seus habitos sexuais e nas
parceiras que ficaram prenhes e assim influenciar a menor fertilidade nos grupos
“estressados”.

A trombocitopenia induzida pela HNF e em menor chance, pela enoxaparina, decorre
de processo a resposta imunologica e sua ocorréncia pode ser precoce ou tardia (SARDINHA;
SILVESTRE, 2006) e somente ha melhora nos niveis plaquetarios ap0s suspensdo da
administracdo da heparina ou da enoxaparina. No presente estudo, embora ndo tenha sido
mensurado na mesma frequéncia do que seria em uma gestacdo humana (avaliou-se ao inicio

e ao fim de cada equivalente “trimestre” gestacional humano), ndo foi observado nenhum
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caso de plaquetopenia durante toda a pesquisa e em todos 0s grupos e ndo houve diferenca
significativa entre as médias de contagem plaquetaria entre 0s grupos entre si e em relacédo
com o controle.

As drogas empregadas parecem interferir nos processos bioquimicos de implantacao
e manutencdo do embrido de modo positivo, pois varias pesquisas sobre os efeitos das
heparinas na invasdo e modulacdo trofoblastica e mecanismos anti-apoptoticos dos tecidos
placentarios e deciduais demonstram beneficio no uso destas medicacdes (ERDEN, 2006;
ZHANG, 2012). Mais uma justificativa para que os resultados do presente estudo ndo tenham
demonstrado diferencas entre as taxas de fertilidade nos grupos de ratas Wistar expostas a
HNF e a enoxaparina com dose profilatica ou terapéutica.

Tanto a HNF quanto a enoxaparina ndo atravessam a barreira placentaria
(SARDINHA; SILVEIRA, 2006) e por isso ja era esperado ndo ocorrer diferencas entre o
desenvolvimento ponderal dos fetos no presente trabalho.

Deste modo, por néo interferir nas taxas de fertilidade das ratas Wistar, corrabora-se o
uso seguro da HNF e da enoxaparina, em suas doses profilaticas e terapéuticas no periodo de

prenhez destes animais.
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8 CONCLUSOES

Com o presente estudo sobre os efeitos da exposicdo das ratas Wistar a drogas
anticoagulantes, enoxaparina e heparina ndo fracionada (HNF), em doses profilaticas e

terapéuticas, em seu periodo gestacional foi possivel concluir que:

Em relacdo a prenhez em geral:
¢ Na&o houve alteracGes significativas no desenvolvimento da gestacdo experimental, nas

taxas de fertilidade e no prognostico das crias.

Em relacéo ao desenvolvimento ponderal:
e Ocorreu adequado ganho de peso desde o inicio da prenhez, com aumentos
significativos entre 7 e 14 dias, 7 e 21 dias e entre 14 e 21 dias.
¢ Na&o houve diferencas estatisticas significantes entre 0s grupos e o grupo controle e 0s

grupos entre si em cada periodo estudado (7, 14 e 21 dias).

Em relacéo as taxas de fertilidade:
e Na&o houve diferencas estatisticas nas Taxas de Perdas Pre-Implantacdo, Taxas de
Eficiéncia de Implantagdo, Taxas de Perdas Pos-Implantacdo e Taxas de

Viabilidade Fetal entre os grupos com o grupo controle e 0s grupos entre si.

Em relacéo a ocorréncia de complicacdes relacionadas a exposi¢do aos anticoagulantes:
e N&o houve casos de plaquetopenia nas ratas prenhes expostas a Enoxaparina e

Heparina ndo fracionada em doses profilatica e terapéutica e ndo houve diferencas
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significativas das médias de contagem plaquetaria entre 0s grupos entre si e em
relacdo ao controle.

Houve um numero maior de ratas que apresentaram pelo menos um evento
hemorrégico ao final dos 21 dias de prenhez nos grupos expostos a Enoxaparina e

Heparina ndo fracionada em doses terapéuticas.

Em relagéo ao prognostico peri-natal das crias:

Né&o houve reducdo do peso dos fetos entre 0s grupos.

N&o houve reducdo do numero de fetos por ninhada entre as ratas Wistar.

Ndo houve diferencas estatisticas quanto as Taxas de masculinidade e de
feminilidade nas crias das ratas prenhes expostas a Enoxaparina e Heparina nédo

fracionada em doses profilatica e terapéutica.
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ANEXOS

ANEXO A- Aprovacdo do Comité de ética.

|

MINISTERIQ DA EDUCACAT
UNNWERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSC DO SUL

CERTIEICADO

Certificamos que o Protocolo n® 282 do Pesquisador Ernesto
Anténio Figueird Filho referente ao projeto de pesquisa, “Efeitos

osteopénicos, trombocitopénicos, teratogénicos e sobre as taxas de
fertilidade das ratas Wistar prenhes expostas a enoxaparina e a heparina nao

fracionada em doses profilatica e terapéutica”, estd de acordo com os
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), com a legislacdo vigente e demais disposicdes da
ética em investigacdo que envolvem diretamente os animais e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 11 de margo de 2011.

Campo Grande (MS),11 de margo de 2011.

Presidente da CEUA
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ANEXO B- Tabela de ajuste de dose do grupo V.

Tabela de ajuste de dose da HNF no grupo V
Dose inicial de 200UI/Kg SC 12/12h

Valor do TTPa Acdo em relacdo a dose inicial/ anterior ao exame
<1,2x Aumentar 20% da dosagem para proxima dose
1,2-1,5x Aumentar 10% da dosagem para proxima dose
1,5-2,5x Sem alteragdes
2,5-3x Reduzir 10% da dosagem para proxima dose
>3x, sem evento Reduzir 20% da dosagem para proxima dose
hemorragico
>3x, com evento Suspender a proxima dose e ao reiniciar, reduzir para 20% da
hemorragico dosagem

Adaptado do Nomograma de Raschke (SARDINHA,; SILVESTRE, 2006).



