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RESUMO

As doengas cardiovasculares representam um grave problema de satide publica,
sendo a principal causa de mortalidade na populagdo adulta. O desequilibrio
autondmico, caracterizado pelo aumento da atividade simpatica e pela redugao do tonus
vagal, ¢ um achado comum na fisiopatologia das doengas cardiovasculares. A doenga
coronariana ¢ uma das principais causas de complicagdes em anestesia e esta
relacionada ao aumento da morbi-mortalidade peri-operatoria. Assim, medidas que
reduzam a incidéncia de isquemia peri-operatdria devem fazer parte da abordagem
anestésica do paciente de alto risco. Os agentes opidides tém demonstrado efeito
cardioprotetor tanto central como periférico. Os efeitos cardioprotetores do fentanil,
agente opidide muito utilizado em anestesia, ainda ndo foram completamente
demonstrados in vivo. O objetivo do presente trabalho ¢é avaliar os efeitos
cardioprotetores do fentanil in vivo. Coelhos anestesiados foram submetidos a dois
protocolos de isquemia miocardica: um pelo bloqueio da sintese de 6xido nitrico e outro
por ligadura coronariana. Em ambos os protocolos os animais foram submetidos a
hiperatividade simpatica de origem central. Foram avaliados os parametros
eletrocardiograficos, hemodinadmicos e histoldgicos. Nossos resultados demonstraram
que o fentanil possui efeitos antiarritmicos, caracterizados por redu¢do do niimero de
extra-sistoles e da incidéncia de arritmias ventriculares e efeitos anti-isquémicos,
caracterizados por reducdo da incidéncia de alteragdes eletrocardiograficas, da area de
infarto e da disfuncdo ventricular poés-isquémica. Além disso, nossos resultados
sugerem que o fentanil apresenta efeito antiarritmico por agdo central e efeito anti-
isquémico por agdo periférica. Concluindo, o fentanil possui efeitos cardioprotetores
significativos em situacdes de isquemia associada a hiperatividade simpética por

atuacdo nos receptores opidides localizados tanto central como perifericamente.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases represent a critical problem of public health and are the
major cause of death in the adult population. Autonomic abnormalities, characterized by
elevations in sympathetic activity and reductions in vagal tone, are ordinary findings in
the pathophysiology of many heart diseases. Coronary artery disease is one of the most
important causes of anesthetic complications, and is responsible for most of
perioperative morbidity and mortality. In this context, therapeutic measures which
minimize the incidence of perioperative myocardial ischemia should be part of the
anesthetic approach of high risk patients. Central and peripheral cardioprotective effects
of opioids agents have been related. The cardioprotective effects of fentanyl, an opioid
agent largely used in anesthesia, are not completely understood in vivo. The objective of
the present work is to evaluate the cardioprotective effects of fentanyl in vivo.
Anesthetized rabbits were submitted to two different myocardial ischemia protocols:
one using the pharmacologic blockage of nitric oxide synthesis, and another using the
classic model of coronary ligature. On both protocols the animals were submitted to
central sympathetic overactivity. Hemodynamic, electrocardiographic and histological
parameters were evaluated. Our results showed that fentanyl presents antiarrhythmic
effects, characterized by decrease on the number of ventricular premature complex and
on the incidence of ventricular arrhythmias, and anti-ischemic effects, characterized by
decrease on the incidence of ischemic electrocardiographic abnormalities, infaction
area, and pos-ischemic ventricular dysfunction. Moreover, our results suggest that
antiarrhythmic effects of fentanyl are related to central action, whereas the anti-ischemic
effect is related to peripheral action. In conclusion, the cardioprotective effects of
fentanyl during myocardial ischemia associated to central sympathetic overactivity are

related to its actions over opioid receptors centrally and peripherally located.
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CONSIDERACOES INICIAIS

1 - CONSIDERACOES INICIAIS
As doengas cardiovasculares representam um grave problema de saude publica, sendo a
principal causa de mortalidade na populagao mundial e correspondendo, especificamente
no Brasil, a cerca de 30% das causas de obito. Dentre as doencas cardiovasculares, a
doencga coronariana tem destaque especial, uma vez que vem atingindo um numero cada
vez maior de pacientes adultos em plena idade produtiva. Dessa forma, o
desenvolvimento de politicas publicas e de abordagens terapéuticas que visem o
tratamento e a prevengao da doenga coronariana e de suas complica¢cdes devem ser

objetivos constantes do sistema de saude e da pesquisa biomédica.

A doenga coronariana, que se caracteriza pela reducdo ou parada do fluxo sangiiineo
arterial para uma determinada regido do miocardio, ¢ o resultado do acometimento das
coronarias por um processo inflamatdrio cronico chamado aterosclerose, que leva a
obstru¢do progressiva da luz do vaso. Sabe-se que a localizagdo e o tamanho da area
isquémica irdo determinar a gravidade da doenca e o aparecimento de complicagdes
potencialmente fatais. As principais complicagdes agudas da doenga coronariana sdo as
arritmias ventriculares, que surgem em fungdo de alteragdes iOnicas e metabdlicas na regido
isquémica e sdo potencializadas pelo aumento da atividade simpatica que ocorre como
resposta a situagdes de estresse, tais como o estresse emocional, o exercicio fisico e o
estresse anestésico-cirurgico.

De fato, o desequilibrio autondmico, caracterizado pelo aumento da atividade
simpatica e redu¢do do tonus vagal, ¢ um achado comum na fisiopatologia das principais
doengas cardiovasculares, dentre as quais podemos citar a hipertensdo arterial sistémica

(HAS), a insuficiéncia cardiaca e a doenga coronariana. O aumento da atividade simpatica e
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CONSIDERACOES INICIAIS

a redugdo do tonus vagal sdo respostas adaptativas agudas que o cérebro utiliza a fim de
restabelecer a homeostase circulatéria, porém, a manutencdo desse desequilibrio
autonomico em médio e longo prazo leva a conseqiliéncias deletérias para o sistema
cardiovascular.

O controle da fun¢ao cardiovascular exercido pelo sistema nervoso central (SNC)
tem sido alvo de estudo ha mais de 100 anos. Durante este periodo foram feitos grandes
avangos sobre o conhecimento do papel do SNC na manutengao e regulacao das atividades
cardiaca e vascular. Além disto, houve uma melhor compreensdo do comportamento do
SNC na fisiopatologia de varias doengas cardiovasculares. A influéncia do SNC sobre a
funcdo cardiovascular ocorre principalmente através da atividade do sistema nervoso
auténomo (SNA). Nesse contexto, sabe-se que o desequilibrio na balanga simpato-vagal
esta relacionado ao desenvolvimento de HAS, a um prognostico reservado na insuficiéncia
cardiaca e ao aparecimento de graves arritmias origem ventriculares na doenga isquémica
do miocardio. Além disso, o aumento da atividade simpatica pode ser encontrado de
maneira marcante durante o estresse anestésico-cirurgico.

Com o aumento da expectativa de vida, ¢ cada vez mais comum que pacientes
idosos sejam submetidos a procedimentos cirurgicos de grande porte, tais como cirurgia
toracica e cardiaca. Sabe-se, por exemplo, que entre os pacientes com idade maior do que
70 anos, aproximadamente 1/3 sdo portadores de cardiopatia isquémica, o que aumenta a
incidéncia de complicagdes peri-operatorias nesses pacientes. Mais ainda, cerca de 75%
desses pacientes, quando submetidos a procedimentos cirurgicos de grande porte,
apresentam algum grau de isquemia miocardica, que muitas vezes ndo ¢ diagnosticada
pelos métodos de monitorizagao utilizados durante as cirurgias. Uma vez que a ocorréncia

de eventos isquémicos no periodo peri-operatdrio encontra-se intimamente relacionada com
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CONSIDERACOES INICIAIS

o aumento da morbi-mortalidade peri-operatdria, torna-se imperativa a ado¢ao de medidas
preventivas ou terapéuticas que reduzam a incidéncia de isquemia peri-operatoria ou
minimizem suas conseqiiéncias. Mais especificamente, drogas com agdo cardioprotetora
devem fazer parte do arsenal farmacoldgico disponivel para o manejo anestésico de
pacientes idosos e cardiopatas. Dentre as drogas utilizadas atualmente durante a anestesia,
as que tém efeito cardioprotetor reconhecido sao os B-bloqueadores, agonistas a, (tipo
clonidina), os anestésicos inalatérios e os agentes opidides.

Os avancos obtidos na ultima década em relagdo a farmacologia dos agentes
opioides, principalmente a identificacdo, a clonagem e a expressdo de seus diferentes
subtipos de receptores permitiram uma melhor caracteriza¢do do sistema opidide, mudando
de maneira significativa a percepgao a respeito de suas func¢des. Classicamente relacionados
aos efeitos sobre o SNC, principalmente analgesia e redugdo da atividade simpatica central,
mais recentemente, os receptores opidides tém sido implicados com a regulagdo do
metabolismo celular, visando a redu¢do de gastos energéticos. Sabe-se, por exemplo, que
animais que hibernam, como ursos e esquilos, sdo capazes de reduzir seu metabolismo
corporal em até 90% durante o periodo de hibernacdo e que uma substancia enddgena
conhecida com fator indutor de hibernacdo tem natureza opidide e estd relacionada com
este efeito. De fato, a reducdo do gasto energético corporal implica em menor trabalho
cardiaco e a conseqiiente redu¢do no consumo de oxigénio pelo miocérdio.

Nesse contexto, estudos utilizando o modelo de isquemia e reperfusdo em diferentes
espécies ja demonstraram que drogas que ativam os receptores opidides tém efeito
cardioprotetor significativo, reduzindo a area de infarto e a incidéncia de arritmias

ventriculares. Os primeiros estudos demonstraram que a morfina era capaz de reduzir a area
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CONSIDERACOES INICIAIS

de infarto e que esse efeito cardioprotetor se assemelhava aquele produzido pelo pré-
condicionamento isquémico do miocardio (PIM), fendmeno no qual breves periodos de
isquemia seguidos de reperfusdo sao capazes de tornar o miocardio mais resistente contra
um insulto isquémico prolongado subseqiiente. Posteriormente, foi demonstrado que o pré-
tratamento com a naloxona, um antagonista ndo seletivo de referéncia dos receptores
opioides, tinha a capacidade de bloquear a cardioprote¢do conferida pelo PIM, fornecendo
evidéncias para a participacdo dos receptores opidides e de seus ligantes enddgenos
(encefalinas, dinorfinas, endorfinas, endomorfinas e nociceptinas) no PIM. Além da
morfina, outros farmacos agonistas dos receptores opidides, em especial aqueles com maior
afinidade pelo subtipo 3, sdo capazes de induzir cardioprote¢do de maneira semelhante ao
PIM, o que ficou conhecido como pré-condicionamento farmacologico do miocérdio.
Assim, os receptores opidides tém grande potencial de, em médio prazo, constituir

um dos principais alvos no tratamento e na prevengdo da doenga coronariana, com especial
interesse na isquemia peri-operatoria.

Na verdade, evidéncias sugerem que o efeito cardioprotetor mediado pelos agentes

opiodides apresenta dois componentes distintos, um de agdo central por modulagdo da

reposta autondmica ao insulto isquémico e outro periférico induzido por acdo direta

sobre os receptores opiodides localizados no miocardio.

A morfina foi o primeiro agente opidide utilizado em anestesia. Posteriormente seus
derivados sintéticos representados pelo fentanil, sufentanil, alfentanil e, mais recentemente,
pelo remifentanil foram introduzidos na pratica clinica. O fentanil ¢, possivelmente, o
anestésico opidide mais utilizado em anestesia, ndo s6 pelo seu potente efeito analgésico,

mas também pela auséncia de depressdo hemodindmica significativa mesmo quando
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CONSIDERACOES INICIAIS

administrado em doses elevadas. Além disto, o fentanil possui baixo custo de mercado
quando comparado a outros agentes opidides mais modernos. Apesar de nao apresentar
efeito depressor cardiovascular significativo, o fentanil quando utilizado em altas doses
apresenta efeitos indesejados como rigidez muscular, depressdo respiratoria e despertar
prolongado. Esses efeitos adversos sdo relacionados, principalmente, com o subtipo p dos
receptores opioides e, de certa forma, limitam a utilizagdo do fentanil em doses elevadas na
pratica clinica. Os efeitos cardioprotetores de origem central do fentanil, que resultam da
modulacdo do SNA e da conseqiiente reducdo da atividade simpatica, ja foram
demonstrados clinica e experimentalmente, assim como o efeito protetor periférico do
fentanil por agdo direta sobre o miocardio foi demonstrado in vitro. Porém, ainda ndo esta
claro na literatura se esses dois aspectos do efeito cardioprotetor do fentanil ocorrem de
maneira sinérgica in Vvivo.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como proposito avaliar os efeitos
cardioprotetores do fentanil in vivo. As agdes cardioprotetoras do fentanil serdo
caracterizadas com base nos achados hemodindmicos, eletrocardiograficos e histologicos
em dois modelos diferentes de isquemia miocardica em coelhos: no modelo desenvolvido
em nosso laboratorio de isquemia farmacoldgica e no modelo classico de isquemia e
reperfusdo por ligadura coronariana, ambos associados a hiperatividade simpética de
origem central. Além disto, verificaremos se ¢ possivel a diferenciacdo farmacologica dos
efeitos cardioprotetores do fentanil tanto por sua acdo sobre o SNC como por agdo

periférica.
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INTRODUCAO

2 - INTRODUCAO

2.1 Cardiopatia isquémica

Apesar dos constantes avangos da medicina, principalmente no diagnostico € na
terapéutica, as doengas cardiovasculares continuam sendo um grande problema de saude
publica, ndo s6 nos paises desenvolvidos, mas também nos paises em desenvolvimento
como o Brasil. As doengas cardiovasculares representam a principal causa de morte em
adultos e incluem, principalmente, a HAS, a doenca cerebrovascular e a cardiopatia
isquémica, sendo esta ultima a maior causa de morte nos paises desenvolvidos (Hedblad e
Janzon, 1994). Para se ter uma idéia do problema, s6 nos Estados Unidos, por exemplo, o
nimero de vitimas de morte subita cardiaca varia de 300.000 a 400.000 pessoas por ano
(Myerburg e col., 1997). No Brasil, a situacdo ¢ bastante semelhante: aproximadamente
pois 30% da mortalidade geral ¢ atribuida as doencas cardiovasculares (DATASUS, 2002).

A doenga isquémica do miocardio resulta da obstrugdo progressiva da luz das
artérias corondrias, reduzindo a oferta de oxigénio e nutrientes para as células do miocardio
e do sistema de condugdo. A grande responsdvel por essa obstrucdo ¢ a aterosclerose,
doenca que compromete as artérias elasticas (aorta, carodtidas, iliacas) e as artérias
musculares de grande e médio porte sendo incluidas neste grupo as coronarias. A
aterosclerose se caracteriza pela formacdo da placa de ateroma que leva a estenose
progressiva da luz do vaso. O infarto agudo do miocardio (IAM) ocorre por trombose da
luz do vaso, a partir de trés tipos diferentes de lesdo da placa, com aspectos morfologicos
distintos: a) lesdo por ruptura (60-75% dos casos), b) lesdo por erosdo (24-40% dos casos) e

¢) lesdo por calcificagao nodular (2-7% dos casos) (Kolodgie e col., 2004).
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INTRODUCAO

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatoria cronica e progressiva, que se desenvolve
a partir da disfun¢do do endotélio. As possiveis causas de disfun¢do endotelial que levam a
iniciagdo e perpetuagdo do processo aterosclerdtico apontam para: a@) concentragao
sanguinea elevada de lipoproteina de baixa densidade (LDL) ¢ homocisteina; b) radicais
livres causados por fumo; C) hipertensdo; d) diabetes; €) alteragdes genéticas do
metabolismo de lipidios; f) infeccdo por Herpesvirus e Clamidia pneumonia; g) e uma
possivel combinagdo desses fatores (Ross, 1993). E interessante perceber que,
independentemente da causa da disfun¢do endotelial, o aparecimento ¢ a evolucdo da
doenca aterosclerdtica sd3o conseqiiéncias da resposta inflamatéria (Ross, 1999) que ¢
basicamente mediada por macrofagos derivados de mondcitos e subtipos especificos de
linfocitos T (Jonasson e col., 1986).

A lesdo endotelial altera as propriedades homeostaticas do endotélio aumentando
sua permeabilidade e a adesividade a leucécitos e plaquetas. Além de formar moléculas
vasoativas, citocinas e fatores de crescimento, outro aspecto importante em relagdo a
fisiopatologia da aterosclerose ¢ que, com a disfung¢do, o endotélio perde suas propriedades
de inibicdo da agregacdo plaquetaria, facilitando a ocorréncia de eventos trombodticos
(Ross, 1999).

Didaicamente podemos classificar a placa de ateroma em trés etapas distintas de
evolucdo da lesdo: inicial, intermediaria e complicada. A les@o inicial se caracteriza pelo
acumulo gradual de macrofagos preenchidos de lipidios oxidados (células espumosas).
Apesar da auséncia de lesdes grosseiras no vaso, nessa fase ja € possivel encontrar células
endoteliais ativadas e algum grau de déficit de relaxamento dependente de endotélio. A
lesdo intermediaria se desenvolve pela perpetuagdo da resposta inflamatoria que estimula a

migragdo, a proliferacdo e o acumulo de células musculares lisas. Com o progredir da
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doenca a lesdo intermediaria leva ao espessamento arterial, fendmeno conhecido como
“remodelamento” (Glagov e col., 1987). Com a manutencdo do processo inflamatorio ha
um aumento do nimero de monocitos e linfocitos provenientes do sangue que se acumulam
e se multiplicam dentro da lesdo. A ativacdo destas cé¢lulas leva a liberagdo de enzimas
hidroliticas, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, que induzem o agravamento
da lesdo e, eventualmente, provocam necrose focal (Ross, 1999). A lesdo complicada se
desenvolve pelos ciclos repetidos de migracdo, acumulo e proliferagdo de células
mononucleares e de células musculares lisas que formam um tecido fibroso levando ao
aumento e a reestruturagdo da lesdo. Nesta etapa a placa de ateroma esta envolvida por uma
capa fibrosa e possui um nucleo formado por lipidio e tecido necrético (Kolodgie e col.,
2004). A partir desta fase a artéria é incapaz de se dilatar de maneira compensatoria,
levando ao estreitamento do vaso pela protrusdo da placa para sua luz, causando a alteracao
do fluxo sangiiineo.

Sabe-se que a natureza do fluxo sangiiineo, que pode ser laminar ou turbilhonar,
também tem papel determinante no desenvolvimento e na progressdo da placa de ateroma
(McMillan, 1985). Mudangas no padrao de fluxo, de laminar para turbilhonar, alteram a
expressdo de determinados genes que possuem em sua regido promotora, elementos que
respondem ao estresse de cisalhamento (shear stress). Por exemplo, a redugdo do shear
stress em determinado segmento arterial leva ao aumento do rolamento e da adesdo de
monocitos e células T nesta regido em funcdo da maior expressao de moléculas de adesao
tanto no endotélio quanto nos leucécitos (Ross, 1999). Assim, alteragdes do fluxo sdo
criticas para determinar qual sitio arterial ¢ mais susceptivel ao desenvolvimento de lesdes

ateromatosas (McMillan, 1985).
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Desta forma, pode-se notar que inicialmente a disfuncdo endotelial leva ao
desenvolvimento de um processo inflamatorio cronico e progressivo, propiciando
condi¢des para a formacdo da placa de ateroma, que em determinado momento, por
estreitamento da luz do vaso, muda o padrdo de fluxo sangiiineo local, alterando ainda mais
a integridade endotelial. Nas placas mais extensas, podem ocorrer rupturas, causando
hemorragia, ulceragdo, formagdo de trombos e a liberagdo de émbolos (Kolodgie e col.,
2004), e, uma vez ocorrendo nas corondrias, pode levar a graves conseqiiéncias para o
coragdo. Dependendo da extensdo da obstru¢do coronariana e da resposta do miocardio a
esta agressao, podemos distinguir duas sindromes principais: a angina de peito ¢ o [AM.

A angina de peito ¢ uma manifestagdo tipica da cardiopatia isquémica, que é a dor
retroesternal ou precordial, provocada pela isquemia miocardica. Existem trés tipos de
angina: a) angina estavel (forma mais comum), caracteriza-se pelo surgimento da dor
sempre que ha aumento da demanda de oxigénio pelo coragdo (esfor¢o fisico, estresse
emocional, hiperatividade simpatica, etc.) e que, geralmente, desaparece com o repouso
e/ou com o uso de vasodilatadores coronarianos; b) angina variante de Prinzmetal, que ¢ a
dor precordial atribuida ao vasoespasmo coronariano, tipicamente ocorre em repouso e
responde a administracdo de bloqueadores dos canais de calcio e vasodilatadores
coronarianos; C) angina instavel, ¢ a dor precordial que surge cada vez mais intensa ¢ com
intervalo cada vez menor; ndo esta necessariamente relacionada com o aumento do trabalho
cardiaco e pode ocorrer em repouso. Na maioria dos pacientes a angina instavel ¢ induzida
por fissura, ulceracdo ou ruptura da placa aterosclerdtica, com subseqiiente trombose ¢
possivel embolizagdo e/ou vasoespasmo e representa uma forma grave e avangada da

doenca.
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O IAM ¢ a necrose do musculo cardiaco decorrente da cessag¢ao ou drastica reducao
da oferta de oxigénio em determinada regido do coragdo. O IAM geralmente ¢ provocado
por ruptura da placa de ateroma que leva a formacdao de trombos e a oclusdo total ou
subtotal da coronéria (para revisao ver Schoen,1994). O TAM pode ter como conseqiiéncias
mais comuns, na sua fase mais precoce, as arritmias ventriculares ou, mais tardiamente, a
disfungdo ventricular esquerda podendo, esta, levar a insuficiéncia cardiaca congestiva. E
importante ressaltar que o aparecimento de arritmias ventriculares ndo ¢ uma complicacao
exclusiva da fase aguda do IAM e pode ocorrer também na fase subaguda (dias) ou na fase
cronica (meses). Tais arritmias sdo a principal causa de morte subita cardiovascular e estdo
intimamente relacionadas ao aumento da atividade simpéatica em situagdes de isquemia

(Airaksinem, 1999)

2.2 Circulacao coronariana

Todo o suprimento sangiiineo para o miocardio ¢ proveniente das artérias coronarias
direita e esquerda que sdo os primeiros ramos da aorta. Os Ostios das corondrias se
localizam na raiz da aorta, mais precisamente nos seios do bulbo adrtico. Apesar de a
anatomia estar sujeita a algumas variacdes individuais, na grande maioria das espécies de
mamiferos, a coronaria direita nutre o ventriculo e o atrio direitos, assim como a artéria
corondria esquerda nutre o ventriculo e atrio esquerdos. A coronaria esquerda divide-se,
proximo a sua origem, em dois ramos principais: o circunflexo que irriga o atrio esquerdo e
a maior parte do ventriculo esquerdo e o descendente anterior que desce pelo sulco
interventricular até a ponta do coracdo, e cujos ramos nutrem o septo interventricular e as

porcdes vizinhas ao septo, tanto do ventriculo esquerdo como do direito.
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Apesar de o termo corondria dominante estar relacionado a qual corondria emite o
ramo interventricular posterior (descendente posterior), o que, nos seres humanos, em 70 a
89% dos casos ¢ a coronaria direita. Porém, devido a magnitude da massa ventricular que
irriga, a coronaria esquerda tem maior importancia clinica (Mandarim, 1990).

As corondrias cursam sobre o epicardio (camada mais externa do miocardio) e seus
diversos ramos penetram o interior do miocardio para irrigar sua camada mais interna
(endocérdio). Os ramos penetrantes coronarianos fazem varias ramifica¢des subseqiientes
para formar uma rede capilar. E interessante notar como a densidade capilar do coragio
humano ¢é alta, excedendo a 3000 capilares/mm?” enquanto no musculo esquelético a
densidade capilar ¢ de aproximadamente 400 capilares/mm” (Segal, 2003). Esta densa rede
capilar juntamente com o pequeno didmetro das fibras musculares cardiacas (<20um),
facilita a difusdo do oxigénio para dentro das células.

Apbs passar pelos capilares, o sangue é coletado pelas vénulas, que drenam o
sangue desoxigenado e rico em metabolitos proveniente do miocardio para as veias
epicardicas, que por sua vez drenam para o atrio direito através do seio coronariano. Outros
sistemas vasculares drenam diretamente para dentro das camaras cardiacas. Neste caso se
incluem as veias de Tebésio, que drenam os capilares das paredes dos ventriculos.

O coragao recebe, aproximadamente, 5% do débito cardiaco em repouso, apesar de
representar menos de 0,5% do peso corporal total. Essa discrepancia entre tamanho e
suprimento sangiiineo reflete ndo apenas o alto metabolismo de suas células, mas também,
a continua necessidade de disponibilizar nutrientes. O coragdo ¢ um 6rgdo eminentemente
aerdbico, que utiliza a fosforilagdo oxidativa para gerar o ATP necessario a execugdo da
contracdo muscular que vai determinar sua fungdo como bomba. Metabolicamente, o

miocardio oxida preferencialmente acidos graxos livres para produzir a energia necessaria
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para a manutencao de suas atividades. O coracdo também € capaz de, em condigdes
especiais como o jejum prolongado e o exercicio fisico, captar e oxidar, respectivamente,
corpos cetonicos e lactato para gerar energia (Newsholme e Leech, 1983). Trata-se,
portanto, de um 6rgdo extremamente versatil na utilizagdo de substratos energéticos para o
seu funcionamento.

No entanto, quando a circulagdo coronariana ¢ incapaz de suprir a demanda do
miocardio por oxigénio, a relagdo ATP/ADP diminui drasticamente levando a uma maior
dependéncia do metabolismo anaerdbio. Nessas condig¢des, os niveis de lactato e adenosina
aumentam consideravelmente permitindo que o coragdo mantenha suas fung¢des por um
curto periodo de tempo, apesar da reducdo da oferta de oxigénio. (Newsholme e Leech,

1983).

2.2.1 Regulacéo do fluxo coronariano

O coragao requer grande quantidade de oxigénio e substratos metabolicos para o seu
funcionamento normal. Em um individuo em repouso, cada 100g de tecido cardiaco recebe,
aproximadamente, de 60 a 70 ml/min de fluxo sangiiineo. A diferenca artério-venosa na
circulagdo coronariana de um individuo em repouso ja é muito proxima do maximo, ou
seja, o coragdo extrai de 70 a 80% do conteudo arterial de oxigénio, devolvendo para a
circulagdo sangue venoso com um baixo conteudo de oxigénio. Dessa forma, o miocardio
ndo pode responder a um aumento da demanda metabdlica aumentando a extragdo de
oxigénio j& realizada com individuo em repouso. O coragdo s6 pode suprir grandes
aumentos na demanda de oxigénio aumentando o fluxo sangiiineo coronariano que, por

exemplo, durante o exercicio fisico, pode ultrapassar 250 ml/min por 100g (Segal, 2003).

25



INTRODUCAO

Considerando que a extracao de oxigénio ndo pode ser substancialmente aumentada quando
ha aumento significativo do trabalho cardiaco, o oxigénio necessario para suprir esta
demanda ¢ disponibilizado apenas pelo aumento do fluxo coronariano. Estes mecanismos
adaptativos sdo ainda pouco compreendidos, mas sabe-se que estdo relacionados a
prevengdo de danos ao miocardio, mesmo em condi¢cdes de aumentos dramaticos do
trabalho cardiaco (Kiibler e Haass, 1996: Mehta, 1997).

As alteragoes dinamicas do estado metabolico do coragdo requerem um sistema
regulatdrio rapido e altamente estruturado do fluxo coronariano para manter o equilibrio
entre a oferta ¢ a demanda por oxigénio e nutrientes (Feigl, 1983; Marcus, 1983). Sabe-se
que a maior parte da resisténcia vascular coronariana reside nas pequenas artérias e nas
arteriolas coronarianas (Chilian e col., 1986) que, de acordo com a demanda metabdlica
num dado momento, sdo capazes de alterar seu tonus e, desta forma, determinar a
condutancia do fluxo para o miocardio em diferentes situagdes.

A perfusdo miocardica ¢ regulada por varios fatores que influenciam o ténus
microvascular. Estes fatores podem ser extrinsecos ou intrinsecos. Os fatores extrinsecos
incluem: a) a pressdo aortica, b) a for¢ca compressiva do miocardio, ¢) as influéncias
neurohumorais, d) e o metabolismo do miocardio, sendo este ultimo o principal
determinante do fluxo coronariano (Marcus, 1983). Os fatores intrinsecos que regulam a
perfusdo miocardica sdo a autoregulacdo e a fungdo endotelial. A autoregulagdo ¢ a
tendéncia do fluxo coronariano de permanecer constante, mesmo na presenca de variagdes
na pressao de perfusdoe representa mecanismo igualmente importante no controle do fluxo
sangiiineo cerebral (Czosnyka e col., 2003) e renal (DiBona e Sawin, 2004). J4 o endotélio
participa na regulacdo do tonus vasomotor coronariano através da liberacdo de fatores

vasoativos, principalmente mediadores derivados do endotélio como: o 6xido nitrico (NO),
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as prostaciclinas (PGI,) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (para
revisdao ver Komaru e col., 2000; Vanhoutte, 2003).

Em outros leitos vasculares, o fluxo sangiiineo geralmente segue o comportamento
da pressdo na aorta, elevando-se na sistole e decaindo na didstole. Entretanto, na circulagao
coronariana o fluxo ¢ de certa forma paradoxal, isto €, apesar do coracao ser a fonte de sua
propria pressao de perfusdo, a contracdo miocéardica causa uma efetiva compressao de seu
proprio suprimento vascular. Assim, o comportamento do fluxo sangiiineo através da
circulagdo coronariana depende tanto da pressdo de perfusdo na raiz da aorta como da
compressdo extravascular conferida pela parede ventricular, particularmente do ventriculo
esquerdo (Segal, 2003).

Na verdade, o fluxo sangiliineo na coronaria esquerda pode sofrer uma reversao
temporaria no inicio da sistole, uma vez que for¢a da contracdo isovolumétrica do
ventriculo esquerdo comprime a corondria esquerda e seus ramos, enquanto a pressao na
raiz da aorta ainda ndo comegou a se elevar, isto porque neste momento a valvula aortica
ainda permanece fechada. Quando a pressdo aodrtica aumenta no decorrer da sistole, o fluxo
coronariano aumenta, porém nao alcanca valores elevados. Entretanto, no inicio da diastole,
quando o ventriculo esquerdo esta relaxado, ndo mais exercendo for¢ca compressora sobre a
coronaria esquerda e seus ramos, € como a pressdo adrtica ainda ¢ alta, o fluxo sangiiineo
coronariano alcanga valores elevados. Desta forma, aproximadamente 80% do fluxo total
coronariano ocorre durante a diastole (Segal, 2003).

Ao contrario do que ocorre na coronaria esquerda, o comportamento do fluxo
sangiiineo na corondria direita ¢ muito semelhante ao comportamento da pressdo aortica.
Neste caso, a sistole contribui de maneira importante para a determinacdo do fluxo e o

fenomeno da reversdo sistolica ndo ocorre. A principal razio para esta diferenca ¢ a baixa
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tensao desenvolvida na parede do ventriculo direito para bombear o sangue para a
circulacao pulmonar.

Outro fator que influencia o fluxo coronariano ¢ a freqiiéncia cardiaca, uma vez que
esta afeta diretamente a duracao da diastole. Durante um periodo de taquicardia, a fragao do
ciclo cardiaco gasta na didstole diminui, reduzindo, assim, o tempo disponivel para
perfusdo coronariana. Em coragdes saudéaveis, os vasos coronarianos podem se dilatar
adequadamente em resposta a sinalizagdo metabodlica gerada pelo aumento do trabalho
cardiaco, minimizando os efeitos negativos do encurtamento da diéstole. Por outro lado, a
freqliéncia cardiaca elevada, pode ser muito perigosa para pacientes portadores de
cardiopatia isquémica.

Sabe-se que a pressdo arterial varia dentro de limites estreitos e, por isso, a Unica
maneira de aumentar substancialmente o fluxo para as coronarias em situagdes de aumento
da demanda ¢é através da vasodilatacdo. O coracdo primariamente utiliza mecanismos
metabolicos para aumentar o calibre de vasos coronarianos. Neste aspecto, a adenosina
apresenta um importante papel, pois fatores como o aumento na demanda metabolica do
coragdo, a reducao do fluxo coronariano ou a queda da pressdo parcial oxigénio (pO,) no
miocardio resultam na liberagdo de adenosina. Uma vez na circulagdo coronariana, a
adenosina se difunde para as células musculares lisas do vaso ativando os receptores
purinérgicos que, por sua, vez irdo levar a uma série de alteragdes no equilibrio idnico
celular, culminado com a reducdo da concentragdo intracelular de Ca’", capaz de induzir o
relaxamento da musculatura vascular lisa, com conseqiiente vasodilatagdo coronariana.
Assim, uma perfusdo inadequada de uma regido do tecido cardiaco resulta em elevagdo dos
niveis intersticiais de adenosina, levando a vasodilatagdo coronariana na area isquémica o

que pode restaurar o fluxo sangiiineo para esta area.
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2.2.1 Controle autondmico

A circulagdo coronariana ¢ rica em inervagao simpatica proveniente do ganglio
estrelado, dos ganglios cervicais superior € médio e de alguns ganglios toracicos do tronco
simpatico (Mandarim, 1990), que se distribui ao longo dos vasos coronarianos no epicardio.
A inervagdo parassimpatica também ¢ densa e é composta de ramos derivados do nervo
vago que emergem da base do coracdo e se espalham tanto pela superficie do epicardio
como para regides do subendocardio (Mandarim, 1990). Os efeitos diretos da ativagdo
simpatica sobre a circulagdo coronariana incluem: a) vasoconstric¢do mediada pela
ativagdo dos receptores o € a, adrenérgicos no musculo liso vascular; b) vasodilatagao
mediada pelo endotélio por liberagdo de NO e por ativagdo dos receptores o, adrenérgicos;
C) inibigdo da liberagdo de noradrenalina mediada por receptores o, adrenérgicos; e d)
efeito vasodilatador direto por ativagdo dos receptores 31 e .. O acimulo desses diferentes
efeitos leva a uma vasoconstriccdo moderada da circulagdo coronariana (Segal, 2003).

A estimulagdo vagal com conseqiiente aumento do tonus parassimpatico sobre o
coragdo leva a dilatagdo coronariana (Dhein, 2001) Este efeito ¢ mediado pelos receptores
muscarinicos no endotélio coronariano integro. De fato, na presenga de um endotélio
progressivamente disfuncional, a dilatacdo coronariana em resposta a administragdo
exdgena de acetilcolina é perdida. Mais ainda, quando existe lesdo endotelial, ocorre

vasoconstric¢do coronariana pela acdo direta da acetilcolina sobre o musculo liso vascular

(Dhein, 2001; Vanhoutte, 2003).
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O SNA ¢ capaz de gerar respostas adaptativas para a protecdo do coracdo em
condi¢des de isquemia associada hiperatividade simpatica e, assim, reduzir a incidéncia de
complicagdes cardiovasculares. As respostas adaptativas mais conhecidas sdo: a)
autoinibi¢do da liberacdo de noradrenalina via ativacao de receptores pré-sinapticos, o-
adrenérgicos, via retro-alimentagao negativa; b) a adenosina formada no miocardio também
inibe a exocitose de noradrenalina pela estimulagdo de receptores inibitdrios pré-sinapticos
do tipo Aj; C) internalizag@o de receptores [31-adrenérgicos, desacoplando-os da proteina Gs
estimulatoria e do sistema efetor adenilato ciclase; d) desensibilizagdo de receptores a-
adrenérgicos; €) aumento da sintese de proteinas Gi inibitorias por via dependente de
AMPc; f) redugdo da concentragdo de noradrenalina na fenda sinaptica via recaptacdo
neuronal, que ¢ o principal mecanismo de protecdo em periodos curtos (<10min) de
isquemia do miocardio (Kiibler e Haass, 1996; Komaru, 2000). Em periodos de isquemia
maiores, tais mecanismos se tornam inoperantes € a hiperatividade simpatica passa a ser

deletéria.

2.3 O sistema nervoso central e a regulagdo cardiovascular

O papel do SNC no controle da funcdo cardiovascular ¢ de fundamental importancia
na manuten¢do da homeostase do organismo. Estudos do final do século XIX ja
reconheciam a influéncia determinante do sistema nervoso central sobre o coragdo e os
vasos sangiiineos (para revisdo ver Alexander, 1946; Bard, 1960). O controle central da
fungdo cardiovascular ocorre pela atividade do SNA através de uma complexa rede de

neuronios formada, principalmente, por neurdnios pré e pds-ganglionares simpaticos e

30



INTRODUCAO

parassimpaticos. Os niveis circulantes de catecolaminas também estdo sujeitos ao controle
do SNC através da atividade de neurdnios simpaticos que inervam a medula da supra-renal,
principal 6rgao responsavel pela sintese e liberagao periférica de catecolaminas.

A partir do desenvolvimento de técnicas bioquimicas e eletrofisiologicas foi
possivel identificar grupos de neurdnios, vias neurais especificas e neurotransmissores,
envolvidos no controle do sistema cardiovascular. Os principais neurotransmissores
envolvidos na regulagdo central cardiovascular sdo: a) catecolaminas ¢ serotonina (aminas
biogénicas); b) glutamato e aspartato (aminoacidos excitatérios); C) acido gama-
aminobutirico (GABA) e glicina (aminoacidos inibitorios); d) acetilcolina; €) e
neuropeptideos como as angiotensinas, neuropeptideo Y, substancia P, vasopressina,
adenosina, NO, colecistocinina e encefalinas (para revisao ver Chalmers e Pilowsky, 1992,
Sun, 1995).

A regulagdo central do sistema cardiovascular ¢ organizada basicamente em dois

niveis: o bulbar e o limbico-hipotalamico.

2.3.1 Nivel bulbar de regulacéo

Os neuronios bulbo-espinhais controlam a atividade dos neurdnios simpaticos pré-
ganglionares, cujos corpos celulares se encontram na coluna lateral da medula espinhal,
entre a primeira vértebra toracica e terceira lombar. A partir da medula espinhal seu axonio
alcanca um nervo raquidiano através da raiz anterior, deixando-o pelo ramo comunicante
branco e dirigindo-se para um ganglio da cadeia lateral do sistema simpatico ou

diretamente para a regido medular da supra-renal. Nos ganglios simpaticos encontram-se os
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corpos celulares dos neuronios pos-ganglionares que fornecem a inervagao simpatica para o

coragdo e para a musculatura vascular lisa (Bard, 1960).
O bulbo raquidiano ou medula oblonga faz parte de um sistema de integragdo, que se
origina no cortex cerebral e se estende pelo sistema limbico, hipotadlamo, tronco cerebral
e medula espinhal. Através dos quimio e pressorreceptores as informagdes provenientes
dos sistemas cardiovascular e respiratorio chegam ao bulbo principalmente através do
nucleo do trato solitario (NTS). As informagdes de variagdo de pressdo provenientes do
arco aodrtico (através do nervo vago) e do seio carotideo (através do nervo
glossofaringeo), chegam a por¢ao caudal do NTS (Lipski e col., 1972, Sessle, 1973) que
apresenta papel determinante no controle reflexo da pressdo arterial (Miura e Reis, 1972,
Spyer, 1981). A ativacao dos pressorreceptores, induzida pela distensao da parede
arterial, leva a respostas adaptativas a partir do NTS que determinam a redugdo da
atividade simpatica e o aumento da atividade vagal. Ao contrario, a queda da pressao
arterial leva ao aumento da atividade simpatica, com conseqiiente aumento da freqiiéncia

cardiaca e da pressao arterial.

A participagdo dos neurdnios da por¢do rostral da regido ventrolateral bulbar
(Rostral Ventrolateral Medulla - RVLM) na regulagao das fungdes autondmicas foi uma
area de intensa investigacdo ao longo dos anos. A RVLM ¢ a principal regido bulbar
responsavel pela atividade vasomotora tonica, e corresponde, ao anteriormente denominado
“centro vasomotor bulbar”. Diferentes estudos sugeriram que a RVLM tem uma
participagdo vital na manutencao do tonus simpatico basal (Sun, 1995). J4 foi demonstrado
que manobras inibitorias como: o resfriamento, a aplicacdo local de pentobarbital, GABA

ou glicina reduzem a pressdo arterial, enquanto manobras estimulatdrias, elétricas ou
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farmacologicas, induzem aumento da pressao arterial (Sun, 1995). Além de controlar o

tonus vascular de maneira autbnoma, a RVLM ¢ um local de integragcdo do controle reflexo

da pressao arterial exercido pelos barorreceptores.
A porgao caudal da regido ventrolateral bulbar (Caudal Ventrolateral Medulla- CVLM),
uma area entre os nucleos ambiguo e reticular lateral, ¢ essencial para a inibi¢ao
simpatica do barorreflexo e a inibi¢ao tonica das descargas neurais simpaticas. A CVLM
apresenta caracteristicas funcionais praticamente opostas aquelas da RVLM, isto é, a
ativacao da CVLM induz redugdo da atividade simpatica com conseqiiente vasodilatagao
e redugdo da pressdo arterial, enquanto sua inibi¢ao induz aumento da atividade
simpatica, levando a vasoconstric¢do e conseqiliente aumento da pressao arterial. A
atividade dos neurénios da CVLM ¢ considerada essencial para a inibigdo da atividade

simpatica de origem central.

2.3.2 Nivel limbico-hipotalamico de regulacdo

Estudos classicos de fisiologia cardiovascular sugerem o envolvimento do
hipotdlamo na regulacdo do débito cardiaco (Rushmer e Smith, 1959; Manning e Peiss,
1960). Posteriormente, esta hipotese foi confirmada pela observacao de que a estimulacao
elétrica em certos nucleos hipotalamicos induzia a uma resposta tipica e¢ integrada, com
componentes cardiovasculares e comportamentais, chamada “reacdo de defesa” (Yardley e
Hilton, 1986). A rea¢do de defesa, também chamada de “rea¢do de luta ou fuga” se
caracteriza pelo aumento da pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca, vasoconstriccao

esplancnica e renal, vasodilatagio nos musculos estriados esqueléticos e inibigdo do
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barorreflexo. A inibicdo do barorreflexo, como parte da reacdo de luta e fuga, ¢ uma
caracteristica importante que demonstra o alto nivel de integracdo desta resposta, pois visa
evitar a reducdo reflexa da freqiiéncia cardiaca que tende a ocorrer quando hd aumento da
pressao arterial. A reacdo de defesa teve papel importante na evolugdo dos mamiferos, uma
vez que ela rapidamente propicia condi¢des para o organismo enfrentar os desafios do meio
ambiente. A reagdo de defesa também esta envolvida na resposta cardiovascular durante o
exercicio fisico e/ou estresse emocional (Bandler e Carrive, 1988), pois sdo situagcdes em
que ha aumento do tonus simpatico como resposta adaptativa a estes estimulos.

O nucleo paraventricular hipotalamico (NPV) também participa na regulacio
cardiovascular, e faz integracdo das fungdes neuroenddcrinas e autonomicas (Swanson e
Sawchenko, 1980 €1983). O NPV recebe informagdes provenientes da medula ventrolateral
e do locus ceruleus. O NPV envia projegdes diretas aos neurdnios pré-ganglionares
simpaticos na medula espinhal, ao NTS, a RVLM, a substancia cinzenta periaquedutal e ao
complexo vagal dorsal, além do nticleo parabraquial e locus ceruleus (Swanson e
Sawchenko, 1980; Sawchenko ¢ Swanson 1982). No intuito de explorar o comportamento
de nucleos especificos sobre os parametros hemodinamicos, Tibiri¢a ¢ colaboradores (1993,
1995) e Monassier e colaboradores, (1994), demonstraram que a estimulagdo elétrica ou
farmacologica do NPV em coelhos anestesiados induz aumentos nos parametros
hemodindmicos que sdo semelhantes aqueles observados durante o esforgo fisico e o
estresse emocional. Essas respostas caracterizam-se por elevagdo da pressdo arterial, da
contratilidade cardiaca e dos indices classicos de avaliagdo do consumo de oxigénio pelo
miocardio: freqliéncia-pressao (duplo produto) e o triplo produto (duplo produto x dP/dt,,,,).

Um aspecto interessante da regulacao hipotalamica sobre a atividade cardiovascular

vistos nos estudos de Tibiri¢a e colaboradores (1993) foi que a ativacdo seletiva de corpos
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celulares neuronais do NPV, através da microinje¢do direta de L-glutamato, resulta em
efeitos inotropicos positivos que ndo sao acompanhadas de elevacdes significativas da
pressao arterial. Estas observagdes sugerem que o NPV pode constituir um centro de
regulacao da forca contratil cardiaca e ndo simplesmente uma regiao de passagem de fibras
nervosas provenientes de outros ntcleos neuronais rostrais. Assim, de acordo com estes
trabalhos, seria possivel dissociar as vias neurais envolvidas, por um lado, na regulagao do
tonus vasomotor, ¢ por outro lado, na modulacdo da forga contratil do miocardio, sendo
esta ultima via particularmente importante para a cardioprote¢do de origem central.
A area pré-optica do hipotalamo anterior também esta envolvida no controle da funcao
cardiovascular e sua estimulac¢ao induz resposta cardiovascular depressora, ou seja,
quando ativada, a area pré-optica induz redugdo do tonus vasomotor simpatico € o
aumento da atividade vagal, com conseqiiente reducao da pressdo arterial e da

freqiliéncia cardiaca.

Outras regides do hipotalamo envolvidas na regulacio cardiovascular sdo as areas
hipotalamica lateral e hipotalamica posterior que quando estimuladas induzem a
respostas pressoras ou depressoras, dependendo da regido estimulada e podem ser
acompanhadas de taquicardia ou bradicardia (Spencer e col., 1989, Evans, 1980, Ban

1966).

2.4 Cardiopatia isquémica e o desequilibrio autonémico

A cardiopatia isquémica se manifesta clinicamente quando hd um déficit, agudo ou

cronico, entre a oferta € o consumo de oxigénio pelo miocardio. As principais situagdes que
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levam a esse desequilibrio sdo: o esforco fisico o estresse emocional. Nestas situacdes
ocorre aumento do trabalho cardiaco e, conseqiientemente, maior consumo de oxigénio
pelo miocardio, o que, em individuos saudaveis, representa uma resposta fisiolégica normal
ao estresse (Deanfield e col., 1984 ; Weiner, 1991). Porém, em pacientes portadores de
doenga coronariana a isquemia pode ser desencadeada por inimeras situacdes que vao
desde conflitos interpessoais, humilhagdo publica e separagdo conjugal, até luto, faléncias,
desemprego ¢ pesadelos (Lown, 1987). Situagdes de estresse intensificam as descargas
simpaticas de origem central, que aumentando a liberagdo periférica de catecolaminas,
causam aumento da forga contratil do miocardio, da freqiiéncia cardiaca e da pressao
arterial, elevando o consumo de oxigénio pelo musculo cardiaco (Deanfield e col., 1984;
Spechia e col., 1984).

O estresse emocional hd muito tempo vém sendo relacionado com a isquemia
miocardica e com a morte subita cardiaca (Davis e Natelson, 1993; Lown, 1987; Parker e
col., 1987).

No coragdo isquémico ha instabilidade na geragdo e, principalmente, na condugao
do impulso elétrico. Mudangas momentaneas nas propriedades excitdveis das células
cardiacas, designados de fatores de risco transitorios, facilitam o aparecimento de arritmias.
Esses fatores de risco também incluem as alteracdes da atividade neural sobre o coragdo
(Lown, 1987). Esse aumento ¢ mediado pelo SNA e se caracteriza pela redugao do tonus
vagal (Jiang e col., 1993; Schwartz e col., 1984) e aumento do tonus simpatico (Deanfield e
col., 1984; Freeman ¢ col., 1987; Jiang e col., 1993; Lown, 1987; Parker e col., 1987;
Schwartz e col., 1984; Spechia e col., 1984).

Em estudo que avaliou dados provenientes de pacientes que foram vitimas de morte

subita enquanto faziam monitorizagdo ambulatorial da atividade cardiaca por
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eletrocardiografia dindmica (holter), foi demonstrado que em 86% dos casos a morte stbita
cardiaca resulta de taquiarritmias ventriculares, principalmente fibrilagdo ventricular
secundaria a taquicardia ventricular (Bayes de Luna, 1989). Dados epidemiologicos
apontam a doenga coronariana como responsavel por 80% das arritmias fatais (Myerburg e
col., 1993) e o aumento da atividade simpatica associada a isquemia como fatores que agem
de maneira sinérgica para o desencadeamento de taquiarritmias (Davis e Natelson, 1993).

A estimulagdo cerebral pode diminuir o limiar arritmogénico do coracdo, o que pode
induzir arritmias supra-ventriculares e ventriculares (Verrier e col., 1975). Em estudos
experimentais, ja foi demonstrado que em animais com isquemia miocardica aguda,
estimulos neuronais podem induzir arritmias graves (Lown, 1987). A estimulagdo elétrica
de nervos cardiacos simpaticos periféricos, em especial do ganglio estrelado, também
aumenta a susceptibilidade a fibrilagdo ventricular, ndo sé no cora¢do normal, mas
principalmente, naquele com dano isquémico (Lown e col., 1977; Malliani e col.,1980).
Diversos tipos de estresse facilitam o aparecimento de fibrilagdo ventricular e, quando
associados a isquemia, levam ao aumento da incidéncia de arritmias ventriculares
potencialmente letais (Lown e col., 1973, 1977; Verrier e Lown, 1984).

A liberagdo periférica de catecolaminas, também depende da ativacdo central, o
SNA desempenha um papel crucial no aumento dos niveis plasmaticos de catecolaminas,
potencializando o aparecimento de arritmias e morte subita (Davis e Natelson, 1993).

A modulacdo da atividade autonomica é de fundamental importancia na terapéutica
médica, principalmente no paciente portador de cardiopatia isquémica submetido ao
estresse anestésico-cirurgico. Sabe-se que mesmo em pacientes niao cardiopatas, a
estimulacdo simpatica causada pela laringoscopia e intubagdo orotraqueal pode induzir

hipertensdo, taquicardia e até arritmias (Bruder e col., 1992). Nos pacientes portadores de
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doencga coronariana, a incidéncia de isquemia do miocardio durante a intubacao orotraqueal
chega proxima a 50% quando medidas preventivas ndo sdo tomadas antes da inducdo da
anestesia (Kleinman e col., 1986).

A insuficiéncia coronariana ¢ a principal causa de morbi-mortalidade durante o
periodo peri-operatério em cirurgias eletivas (Mangano e col.,, 1990) e ¢, também, a
principal causa de complicacdo anestésica que requer internagdo em unidade de tratamento
intensivo (Barnes e Havill, 1980). Mais ainda, pacientes com histéria de hipertensio
arterial, sabidamente apresentam grande labilidade pressorica durante a anestesia, assim
como uma resposta hipertensiva exacerbada a intubagdo orotraqueal (Prys-Roberts, 1971 a,
b). Essas situagdes sdo atribuidas ao aumento da atividade simpatica (Quintin e col., 1996).
Evidéncias recentes mostraram que a hiperatividade simpatica favorece a génese de
taquiarritmias ventriculares e o seu controle tem efeitos protetores durante a isquemia
aguda do miocardio (Airaksinen, 1999). Além disto, o desequilibrio autonémico agrava a
isquemia miocardica, levando a instabilidade elétrica do coragdo, o que ird contribuir
significativamente para o aparecimento de arritmias (Billmam e col., 1982, Vanoli e
Schwartz, 1990). Conseqiientemente, a modulagdo farmacoldgica da atividade simpatica
com drogas que agem na periferia ou no SNC tem importante papel cardioprotetor
principalmente em pacientes portadores de cardiopatia isquémica.

Porém, a participagdo do SNC, principalmente por alteragdo no equilibrio
autondmico e, conseqiientemente, na ocorréncia de complicagdes em pacientes portadores
de doenga coronariana, tem sido negligenciada, pelo menos no que diz respeito ao
desenvolvimento e utilizagdo de drogas moduladoras do SNA. De fato, as drogas mais
utilizadas clinicamente para o controle dos efeitos deletérios do aumento da atividade

simpatica central apresentam mecanismo de acdo periférico, agindo direto sobre o coragdo
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e/ou vasos sangiiineos (por exemplo, os antagonistas de canal de Ca"" e os B-bloqueadores).
Essa estratégia terapéutica, de certa forma, significa tentar evitar as conseqiiéncias
deletérias do aumento da atividade simpdtica depois de disparado o processo no SNC. De
fato, efeitos benéficos poderiam ser obtidos pela reducdo da atividade simpatica no seu
ponto de origem no SNC. Efetivamente, o bloqueio da hiperatividade simpéatica
centralmente poderia prover uma perspectiva terapéutica interessante, permitindo inclusive
o desenvolvimento de fairmacos com efeitos antiisquémicos de a¢do central (Tibirigd e

Lessa, 2005).

2.5 Anestesia e doenga coronariana

Anestesiologistas freqiientemente sdo desafiados a administrar anestesia em
pacientes portadores de doenga coronariana, isto porque, com o aumento na expectativa de
vida da populacdo, ¢ cada vez mais comum que pacientes com doenga coronariana sejam
submetidos a procedimentos cirurgicos. Sabe-se que um a cada trés pacientes com idade
maior que 70 anos, sdo portadores de cardiopatia isquémica (Brindle e col., 2002). H4 mais
de 20 anos a alta incidéncia de eventos isquémicos no periodo peri-operatorio, em pacientes
de risco, tem sido relatada. Pacientes portadores de doenga coronariana submetidos a
cirurgias de grande porte, em especial cirurgia de revascularizacio do miocardio,
apresentam uma incidéncia de isquemia do miocardio em torno de 75% durante a
realizagdo da cirurgia (Slogoff e Keats, 1985; Haggmark e col., 1989). Desta forma, a
preven¢do o diagndstico e o tratamento precoce da isquemia peri-operatoria devem ser os

principais objetivos dos anestesiologistas que lidam com pacientes portadores de
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cardiopatia isquémica. Além disso, em funcdo das graves complicacdes peri-operatorias da
insuficiéncia coronariana, medidas farmacologicas que minimizem os danos isquémicos ao
miocardio tém sido alvo importante para pesquisa nos ultimos anos.

Novas técnicas anestésicas juntamente com o desenvolvimento de agentes
anestésicos cada vez mais eficazes e seguros possibilitaram um grande avango da
anestesiologia, tornando viavel a realizacdo de cirurgias de alto grau de complexidade. Tais
avancos beneficiaram ndo somente os procedimentos simples, mas principalmente as
cirurgias de grande porte, como, por exemplo, cirurgias cardiaca e toracica, onde o trauma
cirirgico e as alteragdes fisiologicas impostas por tais intervengdes podem levar a um
desequilibrio da atividade do SNA, interferindo no balango simpato-vagal, com aumento da
atividade simpatica, com conseqiiente liberacdo periférica de catecolaminas.

As complicagdes cardiovasculares sdo a principal causa de morte durante e
imediatamente ap6s a anestesia (Mangano, 1989; Mangano e col., 1990, Mangano 1994) e
a principal causa de complicacdes anestésicas que requerem internagdo em unidade de
tratamento intensivo no poés-operatorio imediato (Barnes e Havill, 1980). A hiperatividade
simpatica, por sua vez, esta diretamente relacionada a ocorréncia dessas complicagdes.
Assim, o aumento da atividade simpética durante o ato anestésico-cirurgico, principalmente
em pacientes portadores de cardiopatia isquémica, aumenta a incidéncia de complicagdes
cardiovasculares peri-operatorias tais como IAM, edema agudo de pulmio, disfuncio
ventricular esquerda e arritmias (Skinner, 1993)

Em pacientes portadores de cardiopatia isquémica submetidos a anestesia, o
aparecimento de arritmias, uma vez afastada a possibilidade de problemas relacionados ao
plano anestésico ¢ a ventilagdo pulmonar, leva a uma forte suspeicdo da ocorréncia de

insuficiéncia coronariana peri-operatoria. As arritmias de origem ventricular sdo situagdes
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graves que necessitam intervengdo urgente, uma vez que estas podem rapidamente evoluir
para taquicardia e fibrilagdo ventriculares, sendo esta Ultima a responséavel por 85% dos
casos de parada cardiaca (Cobb e col., 1980). Estudos clinicos (Varrier, 1986)
demonstraram que a incidéncia de fibrilagao ventricular pode ser reduzida pela modulagao
da atividade simpatica sobre o coracdo e pelo aumento do tonus vagal, e que agentes
farmacolégicos, como a morfina e seus derivados, e a clonidina, que favorecem este padrao
de regulagdo autondémica, protegem o coracao contra a ocorréncia de fibrilagdo ventricular.
De modo diferente das drogas usualmente utilizadas em cardiologia, as drogas
utilizadas em anestesia visam reduzir o metabolismo e a atividade elétrica do SNC, o que
diminui ou até bloqueia as descargas simpaticas de origem central. Como a manutenc¢ao da
funcdo cardiovascular depende em parte do funcionamento harmonioso do SNA, ¢ possivel
perceber que as drogas anestésicas ndo visam o bloqueio da atividade simpatica, mas sim
sua modulagdo, evitando deste modo que o trauma anestésico-cirargico leve a situagdes de
hiperatividade simpatica, e conseqlientemente a efeitos deletérios sobre o sistema

cardiovascular.

2.5.1 Anestesia e cardioprotecao

As propriedades cardioprotetoras das drogas anestésicas t€ém sido um alvo
promissor dentro da pesquisa biomédica desde o inicio da década de 80. Os estudos de
Freedman e colaboradores, em 1985, ja mostravam que o enflurano era capaz de prevenir a
disfung¢do ventricular pds-isquémica em coragdes isolados de ratos submetidos a isquemia
miocardica global. A partir disso, os efeitos cardioprotetores dos anestésicos inalatorios

contra a lesdo de isquemia e reperfusdo tem sido intensamente investigados em diversos
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modelos experimentais. As evidéncias acumuladas ao longo desses ultimos vinte anos
sugerem que halotano, isoflurano e sevoflurano também possuem propriedades
cardioprotetoras em diversos modelos de isquemia in vivo e in vitro (Kato R e col., 2002).

Os estudos para a investigacdo dos efeitos cardioprotetores dos opiddes so
comegaram mais recentemente, quando Schultz e colaboradores, em 1995, mostraram que o
pré-condicionamento isquémico do miocardio (PIM), fendmeno capaz de reduzir a lesdo
isquémica do miocardio (ver adiante), tem como um de seus mediadores os receptores
opiodes. Estes estudos levaram a descoberta que a morfina era capaz de proteger o coracao
contra o IAM por mecanismos relacionados ao PIM (Schultz e col., 1996).

E interessante notar que mais recentemente tem sido sugerida a existéncia de um
sinergismo entre os agentes inalatdrios e os opidides no efeito cardioprotetor relacionados a
esses anestésicos. Estudos in vivo em ratos demonstraram que a cardioprote¢ao, avaliada
pela reducdo da area de infarto, ¢ maior quando o isoflurano é associado com a morfina
(Ludwig e col., 2003) ou com o agonista & opidide TAN-67 (Patel e col., 2002), do que
quando esses agentes sdo administrados isoladamente. Porém, os mecanismos precisos
responsdveis pela cardioprotecdo conferida pelos anestésicos inalatérios e pelos agentes
opioides, ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Portanto, uma melhor compreensao
do papel dos anestésicos na prevencdo, ou até mesmo no tratamento da isquemia do
miocérdio, pode ajudar a definir estratégias farmacologicas que melhorem o manejo peri-
operatério e o prognostico do paciente coronariopata submetido ao estresse anestésico-

cirargico.

2.5.2 Agentes opidides
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Os opiodides tém sido utilizados no tratamento da dor por centenas de anos. A fonte
do opio, a substancia bruta, e da morfina, um de seus constituintes purificado, ¢ o “suco”
(opus em grego) extraido da papoula Papaver somniferum. O 6pio contém mais de 20
alcaldides. Em 1806, o farmacéutico alemdo Sertuener isolou o que chamou “principio
soporifico” do opio, e em 1817 denominou-o de morfina (Figura 1), em referéncia a Morfeu
o deus grego dos sonhos (Gutstein e Akil, 2003). O isolamento de outros alcaldides veio a
seguir, ¢ em meados do século XVII, o uso médico de alcaloides purificados ao invés do
extrato bruto comecou a difundir-se. A morfina foi amplamente utilizada para tratar
soldados feridos durante a guerra civil americanal. Em 1869 Claude Bernard, fez a primeira
descri¢ao do uso da morfina como droga pré-anestésica (coda, 2003). Porém na auséncia de
relaxantes musculares e de assisténcia ventilatoria apropriada, o uso de opidides ficou
associado com alto risco de depressdo respiratoria e morte, limitando assim o seu uso

clinico.

Morfina

Figura 1: Féormula quimica da morfina.
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Com o advento da cirurgia cardiaca no final da década de 50, ocorreu o
desenvolvimento da “anestesia opidide”. Houve entdo, a reintroducao do uso de opidide em
altas doses como anestésico primario ou unico. Lowenstein e colaboradores (1969)
demonstraram que a administracao venosa de altas doses de morfina (0,5 a 3,0 mg/kg) nao
alterava a dinamica cardiovascular de pacientes sem doenga cardiaca, € em muitos casos
melhorava o status cardiovascular de pacientes portadores de doenga valvular. Esses relatos
incentivaram estudos adicionais para avaliar o uso de morfina e outros opidides como
agente anestésico Unico em pacientes com disfun¢do cardiaca, submetidos a procedimentos
cirargicos de grande porte (Arens e col., 1972; Stanley e col., 1973; Stoelting e col., 1975).
Porém, efeitos indesejados como amnésia incompleta (Lowenstein, 1971), liberagdo de
histamina (Thompson e walton, 1964) depressdo respiratdria pds-operatoria prolongada
(Bedford e wollman, 1975), maior necessidade de reposicao volémica (Stanley e col.,
1973), hipotensdo e até hipertensdo (Arens e col., 1972) limitaram a utilizagdo de altas
doses de morfina como agente anestésico Unico. As restrigdes impostas pelos efeitos
adversos da morfina, foram um grande incentivo ao desenvolvimento de drogas opidides
sintéticas que apresentassem o potente efeito analgésico da morfina sem a sua alta
incidéncia de efeitos adversos. Neste sentido, os derivados da fenilpiperidina foram

desenvolvidos, tornando-se o fentanil e seus analogos os mais populares (Figura 2).
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Figura 2: Férmula quimica do fentanil e de seus analogos.
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2.5.2.1 Receptores opidides

A idéia de multiplos receptores pertencentes a familia dos opidides ¢ um conceito
bem estabelecido, e varios subtipos para cada receptor opidide foram identificados (Lord e
col.,, 1977; Miller, 1982; Paterson e col., 1983). Os trés subtipos receptores opiodes
classicos , k e 6 foram identificados, isolados e clonados, permitindo a caracterizacio de
suas seqiiéncias de bases de nucleotideos (Martin, 1983; Paterson e col., 1983; Dhawan e
col., 1996). Os receptores opidides pertencem a familia dos receptores ligados a proteina G,
na qual seus receptores apresentam uma mesma estrutural geral: uma regido aminoterminal
extracelular, sete dominios transmembrana € uma estrutura carboxila-terminal intra-celular.
Os ligantes enddgenos para os receptores opioides sdo as encefalinas, as endorfinas, as
dinorfinas, as endomorfinas e as nociceptinas que sdo codificadas por genes separados.
Estes peptideos variam em sua afinidade pelos diferentes subtipos de receptor opidide,
porém nenhum se liga exclusivamente a um subtipo.

Ja foi demonstrado que a agdo dos opioides sobre o SNA leva a reducido da
atividade simpatica central, e conseqiiente efeito sobre o sistema cardiovascular (Flake e
col., 1983; Jurna e Rummel, 1984). Sabe-se, também, que regides especificas do bulbo
raquidiano, tais como o nucleo ambiguo e o RVLM, estdo envolvidas nos efeitos inibitorios
simpaticos da morfina e seus derivados (Laubie e Schimitt, 1983). Neste contexto,
evidéncias clinicas mostraram que técnicas de anestesia com altas doses de opidides
parecem reduzir a influéncia do sistema nervoso simpatico sobre o sistema cardiovascular,
porém aumentam o tempo de recuperagdo pds-anestésica, prolongando o periodo de

internacao, e assim, elevando os custos hospitalares.
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Além da modulagdo autonomica, outro efeito cardioprotetor de origem central
relacionado a morfina foi demonstrado recentemente no modelo de isquemia e reperfusao
em ratos anestesiados (Groban e col, 2004). Neste estudo foi demonstrado que baixas doses
de morfina, administradas centralmente por via intratecal (i.t.), sdo capazes de reduzir de
maneira significativa a area de infarto em ratos anestesiados. Apesar desse estudo nao ter
investigado os mecanismos evolvidos neste efeito, seus autores sugeriram que a
cardioprotecao conferida pela administracao i.t. de morfina também esta relacionada com a
reducdo da atividade simpatica central.

Juntamente com os efeitos cardioprotetores de origem central, outro aspecto
importante dos opidides ¢ a possibilidade de conferir cardioprote¢do perifericamente, quer
seja por agdo nas células endoteliais levando a vasodilatagdo secundaria a liberagdo de NO
(Fimiani e col., 1999; Stefano e col., 1995), ou diretamente no miocardio, protegendo o
coragdo contra os insultos isquémicos. Em 1986 Murry e colaboradores descreveram um
fendmeno capaz de aumentar a resisténcia do miocardio ao insulto isquémico. Esse
fenomeno foi denominado PIM, no qual breves periodos de oclusdo coronariana seguidos
de reperfusdo sdo capazes de tornar o miocardio mais resistente a um insulto isquémico
prolongado subseqiiente. O PIM ¢ capaz de reduzir a drea de necrose miocardica e a taxa de
deplecdo de ATP. Este fendmeno ja foi demonstrado em vérias espécies de mamiferos,
incluindo porcos (Schott e col, 1990), coelhos (Liu e col, 1991), ratos (Liu e Downey,
1992), caes (Gross e Auchampach, 1992). Estudos mais recentes em pacientes sugeriram a
possibilidade da ocorréncia do PIM também em humanos (Tomai e col, 1994; Ottani e col,

1995).
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A cardioprotecao conferida pelo PIM pode ser separada em duas fases distintas,
uma fase precoce que perdura de 30 minutos a 2 horas, dependendo da espécie, e uma fase
de cardioprotecdo tardia que reaparece 12-24 horas mais tarde, e pode persistir por dias.

Entretanto, até¢ 1995 ndo havia evidéncias do envolvimento dos receptores opidides
no fenomeno de PIM, quando no mesmo ano Schultz e colaboradores demonstraram em
ratos que o PIM tem participacdo dos receptores opidides, uma vez que os agonistas dos
receptores opioddes foram capazes de induzir o PIM, enquanto quee antagonistas dos
receptores opidides, como a naloxona, sdo capazes de prevenir ou até reverter a
cardioprote¢ao conferida pelo PIM. De maneira interessante a naloxona foi capaz de
bloquear a cardioprotecdo induzida pelo PIM ndo s6 quando administrada antes, mas
também apds o PIM, sugerindo que a ativagdo dos receptores opidides serve ndo apenas
como um fendémeno de inicializagdo do PIM, mas também como mediador de sua fase de
memoria (Schultz e Gross, 2001). Posteriormente, com a utiliza¢gdo de um derivado
quaternario da naloxona que ndo atravessa a barreira hematoencefalica, foi demonstrado
que o PIM ¢ um fendmeno de origem periférica, possivelmente com a participacdo dos
receptores opidides no miocardio, sem a participacdo de receptores opiodides centrais
(Schultz e col, 1997; Chien e col 1999).

Desta forma, é razoavel sugerir que a cardioprotecio conferida pela administragdo
sistémica dos opidides envolva tanto mecanismos centrais, por modulagdo autondmica
(prevenindo o aumento da atividade simpatica), como mecanismos periféricos,
possivelmente por mecanismos semelhantes ao PIM. Mais ainda, ¢ possivel que esses dois
mecanismos atuem de maneira sinérgica no efeito cardioprotetor in vivo dos agentes

opioides.
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O fentanil ¢ possivelmente o agente opiodide mais utilizado em anestesia, tendo um
potente efeito analgésico central, sem repercussdes hemodinamicas significativas. Porém,
quando utilizado em altas doses pode ter efeitos indesejados tais como rigidez muscular,
depressao respiratoria e despertar prolongado, o que limita essa forma de utilizagdo clinica
da droga.

Ja foi demonstrado que o fentanil possui efeitos cardioprotetores in vitro. Utilizando
o modelo de coragdo isolado de coelho, o fentanil foi reduzir a lesdo isquémica (Kato e
Foéx, 2000 a e b) apoés um periodo de 30 minutos de isquemia global do coragdo seguido de
120 minutos de reperfusdo. Esses resultados sugerem que, de alguma forma, o fentanil,
considerado um agonista p classico, atua sobre receptores opidides no coragdo aumentando
a resisténcia do musculo cardiaco ao insulto isquémico. E interessante perceber que o
fentanil, apesar de sua maior afinidade pelos receptores p, ndo ¢ um ligante especifico
destes receptores, podendo também se ligar aos receptores k ¢ & (Maguire e col, 1992;
Cometta e col., 1992). Além disto, sabe-se que os subtipos de receptores opidide p e o
possuem 58% de homologia em sua estrutura protéica (Reisine e Bell, 1993), e que o
subtipo 6 participa na prote¢do miocardica mediada pelos receptores opidides (Benedict e
col, 1999). Porém os efeitos cardioprotetores do fentanil em modelo de isquemia
miocardica regional in vivo (modelo que se aproxima mais das situagdes clinicas), e se estes
possiveis efeitos de origem periférica ou central, ainda ndo foram claramente
demonstrados.

Portanto, com base nos dados apresentados podemos concluir que a cardiopatia
isquémica, por sua alta morbi-mortalidade, ¢ um sério problema de satide publica, e que os

pacientes portadores desta doenga poderiam se beneficiar de abordagens terapéuticas que
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objetivassem a redugdo do dano isquémico no miocardio (reducdo da area de infarto) ¢ a
modulagdo das descargas simpaticas sobre este coragcdo isquémico (redugdo da incidéncia
de arritmias). Os agonistas dos receptores opidides tem um grande potencial de serem o
prototipo deste tipo de tratamento, pois sdo capazes de apresentar efeito antiisquémico por

acao direta no miocardio e efeito redutor da atividade simpatica por acao central.
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3 - OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

- Investigar os efeitos cardioprotetores do fentanil em diferentes modelos
experimentais de isquemia do miocardio associada a hiperatividade simpatica de origem

central.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Reproduzir o modelo de isquemia global induzida farmacologicamente pela
associacdo do bloqueio da sintese de 6xido nitrico com L-NAME e estimulagdo central com

L-glutamato em coelhos anestesiados.

- Desenvolver um modelo experimental in vivo de hiperatividade simpatica central

em coelhos com isquemia do miocardio regional por ligadura coronariana.

- Investigar os efeitos cardioprotetores induzidos por diferentes doses de fentanil (5,

10 e 50 pg/kg) administrado sistemicamente nestes modelos de isquemia miocérdica.
- Verificar se a cardioprotecao conferida pelo tratamento com fentanil ocorre através
de algum dos seguintes mecanismos isoladamente ou em combinacdo: preservacao da

funcdo hemodinamica, prevenc¢do de arritmias e redu¢do da area de infarto.

- Diferenciar os efeitos cardioprotetores de origem central e periférica induzidos

pelo fentanil.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Nos experimentos do presente trabalho, foram utilizados animais provenientes do
Centro de Criagdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ. Os animais eram alojados no Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacodinamica em estantes ventiladas (Alesco, Monte Mor, Sdo Paulo, Brasil) em
ambiente com temperatura controlada (22+1°C) e com controle dos ciclos claros/escuros de
12 horas. A agua e ragao ad libitum até o dia do experimento. Os procedimentos cirlrgicos,
assim como o0s protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais de Laboratorio (CEUA — protocolo n° 0010-00) da
FIOCRUZ e estao de acordo com o Guia para o Cuidado com Animais de Laboratorio, do
Instituto Nacional de Satde do governo dos Estados Unidos da América (USA National
Institute of Health Guide for the Care Laboratory Animals - NIH Publication No 85-23,

revised 1996).

4.2 Procedimentos anestésico-cirurgicos

Coelhos New Zealand (2,5 a 3,5 kg) eram anestesiados com 50 mg/kg de
pentobarbital sédico a 3% administrado pela veia marginal da orelha. A manutengdo da
anestesia era feita através de infusdo continua de 15 mg/kg/h de pentobarbital sodico. Apds
tricotomia cervical anterior, a traquéia do animal era intubada via traqueostomia e

colocagdo de uma canula de polietileno. A ventilagdo artificial era feita em respirador
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mecanico (Rodent Ventilator 7025, Ugo Basile, Varese — Itdlia), com fragao inspirada de
oxigénio de 0,21 (ar ambiente). Os parametros ventilatorios iniciais eram: volume corrente
de 10 ml/kg e freqiiéncia respiratoria de 25 irpm. O pH, pO; e a pressao parcial de dioxido
de carbono (pCO,) do sangue arterial (150 pl) eram monitorizados utilizando-se um
aparelho de analise de gases sangiiineos (ABL™ 5, Radiometer Copenhagen, Dinamarca).
As amostras de sangue arterial eram colhidas no inicio do periodo basal, e a partir de entao
a cada 40 minutos de experimento. Os pardmetros ventilatorios eram ajustados para manter
o pH entre 7,40 ¢ 7,50, a pO; acima de 100 mmHg ¢ o pCO, entre 30 e 40 mmHg. O
relaxamento neuromuscular era induzido com a administragdo i.v. de 1 mg/kg de brometo
de pancurdnio a fim de facilitar a ventilagdo mecanica. A temperatura corporal dos animais
era mantida através da utilizacdo de unidade homeotérmica (Harvard Apparatus, UK) que,
com o uso de termdmetro retal e colchdo térmico, mantinha a temperatura retal do animal
entre 38,0 e 38,5°C. Um cateter de polietileno era inserido na aorta abdominal via dissec¢ao
e cateterismo da artéria femoral direita. A pressdo arterial era medida conectando-se o
cateter de polietileno a um transdutor de pressdo, e este acoplado a um amplificador. O
acesso venoso era estabelecido pela disseccdo e cateterismo da veia femoral direita. A

hidratacdo venosa era feita com soluc¢do salina 0,9% em infusdo continua a 5 ml/kg/h.

4.3 Cateterismo ventricular esquerdo

Utilizando-se a incisdo cervical a artéria cardtida comum direita era dissecada e

cuidadosamente separada do nervo vago. A por¢do cranial da artéria era ligada com fio

cirirgico, € apds uma pequena incisdo na parede da artéria, era feito o cateterismo do
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ventriculo esquerdo (VE) utilizando-se uma sonda contendo em sua extremidade distal um
micromanometro de precisao de diametro 4F (Millar mikkro-tip catheter model SPR-249,
Millar instruments Inc., Texas, U.S.A.). Esse micromanometro inserido no VE permite a
monitorizagdo da curva de pressdo dentro desta cavidade, e a partir desta curva medir as
pressoes sistolica, diastolica inicial e diastolica final do VE, e calcular as velocidades
maximas de aumento ¢ queda da pressdo no VE (+dP/dty:x e -dP/dtysx, respectivamente).
Os valores de +dP/dtmax € -dP/dtmsx eram utilizados no presente estudo como indices para a

avaliar as variagdes de contratilidade e relaxamento do VE, respectivamente.

4.4 Monitorizacao da atividade elétrica do coracdo

A atividade elétrica cardiaca era monitorizada continuamente através de
eletrocardiograma digital. Os eletrodos agulhados eram implantados no tecido
subcutaneo, de tal forma a captar a atividade elétrica na derivagdo periférica DI. A
calibragdo do ECG era realizada com um sinal de onda de pulso com amplitude de 1
mV. Os deslocamentos do segmento ST maiores que 0,2 mV e a inversdo da onda T
(indicadores semi-quantitativos de isquemia do miocardio), assim como o niimero de
complexos ventriculares prematuros (CVPs - extra-sistoles) e as arritmias eram
registrados. As arritmias consideradas foram o bigeminismo (Figura 6) e a taquicardia
ventricular (TV — Figuras 7) diagnosticada como uma seqiiéncia de 5 ou mais complexos

ventriculares prematuros.

Os registros hemodinamicos e eletrocardiograficos foram digitalizados com uma

freqliéncia de coleta de 1 Hz e gravados em computador para posterior analise através do
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programa Heamodyn for Windows (Hugo Sacks Elektronic, March-Hugstetten,
Germany). Foram feitas medidas de freqiiéncia cardiaca (FC), pressao arterial sistémica
sistolica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM), pressao sistolica do VE (PSVE),
pressao didstolica no final de VE (PdfVE), taxas maximas de aumento (+dP/dt.x) €
queda (-dP/dty.x) da pressao do VE. O consumo de oxigénio pelo miocardio foi avaliado
por dois indices classicos: @) duplo produto (DP), obtido pela multiplicagdo da FC pela

PAS, e expresso em mmHg/batimentos/min; b),e o triplo produto (TP) obtido pela

multiplicagdo do duplo produto pelo +dP/dty.x, € expresso em mmng/batimentos/min/

segundo.

4.5 Injec0es intracerebroventriculares

Apds a realizacdo dos procedimentos anestésico-cirargicos descritos acima, os
animais eram posicionados em aparelho estereotaxico (Unimécanique, Epinay/Seine,
Franca). Apds exposicdo da calota craniana e tendo como referéncia o bregma, era
realizada uma craniotomia, de acordo com as seguintes medidas esterotaxicas (Sawyer e
col., 1954): 4,5 mm cranio-caudal e 8,0 mm lateral esquerda. A seguir, uma agulha
hipodérmica (21G x 1,5mm), conectada a uma seringa de precisdo de 100 pl (Hamilton
Bonaduz AG, Suica) preenchida de solugdo salina, era posicionada no ventriculo lateral
esquerdo através da craniotomia. O ventriculo lateral esquerdo, que neste ponto se encontra
entre 7,0 e 6,0 mm de profundidade a partir da superficie da craniana, tinha sua correta
posi¢do identificada pela descida da coluna de solugdo salina da seringa Hamilton. Uma vez

estando a agulha na posi¢do correta, ndo se modificava o posicionamento da agulha, nem se
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manipulava o animal, nos experimentos de isquemia induzida farmacologicamente
(protocolo I)

Nos animais submetidos a isquemia regional (protocolo II), nos quais era feita
toracotomia esquerda para realizacao de ligadura coronariana (vide abaixo), os animais nao
permaneciam no aparelho de estereotaxia. Nesses experimentos, para permitir a
administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de drogas mesmo estando o animal em
decubito dorsal, a fixacdo da agulha era feita da seguinte forma: apos confirmagdo da
posicao pela descida da coluna solugdo salina em seringa Hamilton, a agulha era fixada no
cranio do animal com cimento odontolégico. Apos a secagem do cimento o animal era
colocado numa mesa cirargica especialmente desenvolvida para este protocolo
experimental, e a agulha era conectada, através de um cateter de polietileno de volume
desprezivel, a outra seringa Hamilton de 100 pl ja contendo a droga a ser administrada.

Ao final de cada experimento era injetado azul de Evans, e através de exame
macroscopico do cérebro post mortem, era feita a confirmagao da localizagdo e da

difusdo apropriada da injecao.

4.6 Isquemia miocardica

4.6.1 Isquemia miocéardica global

A isquemia do miocardio neste modelo foi induzida farmacologicamente pela associagao

do N(omega)-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME - 40 mg/kg) com o L-glutamato (1
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mg/kg i.c.v.). Sabe-se que o L-NAME ¢ um inibidor seletivo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), que por sua vez ¢ responsavel pela produgdao de NO na célula endotelial
vascular a partir da transformacao enzimatica de L-arginina em L-citrulina e NO. Sabe-se

também que o L-glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio SNC.

4.6.2 Isquemia miocardica regional

Ap6s a colocagdo na mesa cirtrgica, era realizada uma toracotomia esquerda no quarto
ou quinto espaco intercostal, as costelas eram afastadas, o que permitia a visualizagdo do
saco pericardico que era cuidadosamente dissecado, permitindo a visualizagdo dos vasos
no epicardio. Um fio cirurgico vicril 7.0 era utilizado para tracionar o atrio esquerdo e
permitir a visualizagdo da emergéncia da veia coronaria descendente anterior que era a
referencia para a ligadura coronariana. Um fio cirurgico mononylon 6.0 era passado
profundamente no miocardio em torno da veia descendente anterior. Com a ajuda de
uma canula de polietileno e pinga hemostatica, era criado um dispositivo que servia para
induzir isquemia ao se comprimir a canula contra o miocardio e prender o fio com a
pinca hemostatica, e permitir a reperfusdo soltando-se a pinga. Esse procedimento vai

gerar uma area de isquemia (4rea sob risco) com uma area de infarto central (figura 3).

AREA NORMAL
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AREA INFARTADA

Figura 3: Representagdo esquematica dos efeitos da ligadura coronariana.

4.6.2.1 Determinacdo da area de isquemia e de infarto

Ao término do periodo de reperfusdo, eram administrados 100 UI de heparina i.v., e
o coracdo era rapidamente retirado do animal e colocado, através da aorta ascendente, num
sistema de perfusdo retrograda ndo recirculante com solugdo fisiologica aquecida a 37° C.
Apos a retirada todo o sangue residual do coragdo, a oclusdo coronariana era refeita e
iniciada uma infusdo de 3 ml de solugdo de azul de Evans 1% durante 5 minutos. Esse
procedimento possibilita a identificacdo da 4rea normal (corada de azul) da area isquémica
(ndo corada). Posteriormente, a area de infarto dos coragdes foi medida por técnica de
coloragdo histoquimica utilizando-se o cloreto de trifeniltetrazolio (TTC), da seguinte
forma: cada coragdo era colocado em recipiente fechado e guardado em freezer a -20°C por
2 horas. Este procedimento era realizado para aumentar a consisténcia do tecido cardiaco e

facilitar a realizacdo dos cortes. Eram feitos entdo cortes transversais de aproximadamente
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2 mm e colocados, por um periodo de 20 minutos, em solu¢ao tamponada (pH 7.4) de TTC
a 1% aquecida a 37°C. Esse procedimento permite a coloragdo de vermelho escuro das
areas vidveis e a area necrotica permanece palida. O TTC reage com o NADH e as enzimas
desidrogenases presentes nos tecidos viaveis, esta reagdo leva ao aparecimento de uma
coloragao vermelha escura. Por outro lado, durante a reperfusdo ocorre o “washout” da
regido isquémica, o que leva a retirada do NADH e das enzimas desidrogenases das células
necroticas, o que faz com que nio haja a reacdo quimica, e conseqlientemente a coloracao
na area infartada, que permanece palida. Apds a coloragdo os cortes eram imersos em
solugdo de formol a 10% durante 30 minutos para permitir o maior contraste entre as
diferentes regides. Os cortes eram colocados em uma mesa de acrilico e comprimidos por
um tampo de vidro a fim de uniformizar a espessura de 2 mm dos cortes (Ytrehus, 1994).
Em seguida os cortes eram individualmente fotografados com uma camera digital Nikon
Coopix 5000 (Nikon, Japao). As imagens eram arquivadas para posterior analise pelo
programa Image J (Image J 1.29, National Institute of Health, USA). As areas do VE, de
infarto e sob risco foram determinadas por planimetria. A area infartada foi expressa pela

razao da area sob risco € da area de VE.

4.7 Inducéo da hiperatividade simpética de origem central

Para a indugdo da hiperatividade simpatica de origem central foi utilizada uma técnica
de estimulacao farmacolégica do SNC desenvolvida em nosso laboratério, que consiste
na administragdo i.c.v. de L-glutamato (10 umol). Resultados anteriores do laboratério

demonstraram que a inje¢do i.c.v. de L-glutamato induz respostas hemodinamicas
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excitatorias mediadas pelo sistema nervoso simpatico (Tibirica e col., 1995; Grabe-
Guimaraes e col., 1999; Catelli e col., 2000). Essas respostas, que se assemelham
aquelas que ocorrem durante o exercicio fisico e o estresse emocional, se caracterizam
basicamente por aumentos significativos de pressao arterial e da forca contratil do

miocardio, resultando em aumentos marcados do consumo de oxigénio pelo miocardio.

4.8 Drogas

As drogas utilizadas neste estudo: pentobarbital sddico, brometo de pancurénio, N*-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), L-glutamato, fentanil, naloxona, iodeto de N-

metil naloxona (naloxona quaternaria), trifeninil tetrazolio (TTC), azul de Evans foram

adquiridas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

4.9 Andlise estatistica

Os dados hemodindmicos e histologicos foram analisados utilizando-se analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste Newman-Keuls-Student para a determinacdo das
diferengas significativas, com P< 0,05. Para a analise das PVCs foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. As analises qualitativas, tais
como avaliacdo da incidéncia de arritmias cardiacas, alteracdo do segmento ST, inversao

de onda T e mortalidade foram realizadas pelo teste exato de Fisher.
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Todos os calculos estatisticos foram realizados com programas de computador
disponiveis comercialmente (Microsoft® 2003 Office Excel, Microsoft Corporation, CA,

USA; Graphpad Instat, Graphpad Software, San Diego, CA, USA).
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5-PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.1 Protocolo experimental de inducdo de isquemia farmacologica (protocolo 1)

5.1.1 Controle I (CTL 1): Animais submetidos a hiperatividade simpatica de origem

central sem pré-tratamento com L-NAME e sem tratamento com fentanil:

e Monitorizag¢do dos pardmetros hemodinamicos.
e Célculo dos indices de consumo de oxigénio pelo miocardio.

e Analise dos padrdes eletrocardiograficos.

Representacdo esquematica

Salina L-glutamato................... FIM
(30 min) (55 min) (30 min)
° | I | |
BASAL [ [ (4 min)] I
Salina
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5.1.2 Controle Il (CTL Il): Animais submetidos a hiperatividade simpatica de origem

central com pré-tratamento com L-NAME e sem tratamento com fentanil,

e Monitorizagdo dos pardmetros hemodinamicos.

e (Célculo dos indices de consumo de oxigénio pelo miocardio.

e Analise dos padrdes eletrocardiograficos

Representacdo esquematica

L-NAME L-glutamato...........ccceevvenenne. FIM
(30 min) (55 min) (30 min)
| | | |
g BASAL [ [ (4 min)| [
Salina
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5.1.3 Fentanil (FENT): Trés grupos distintos de animais submetidos a hiperatividade
simpatica de origem central com pré-tratamento com L-NAME e com tratamento com

diferentes doses de fentanil (5, 10 e 50 pg/kg, i.v.):

e Monitorizag¢do dos pardmetros hemodinamicos.
e Célculo dos indices de consumo de oxigénio pelo miocardio.

e Analise dos padrdes eletrocardiograficos

Representacdo esquematica

L-NAME L-glutamato...................... FIM
(30 min) | (55 min) | | (30 min) |
[
BASAL 4 min) |
Fentanil

5,10 ou 50 pg/kg
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5.2 Protocolos experimentais de inducéo de isquemia por ligadura coronariana

(protocolo I1)

5.2.1 Controle (CTL): Animais sem pré-tratamento com fentanil e submetidos a isquemia
miocérdica por ligadura coronariana associada a hiperatividade simpatica de origem central

e posterior reperfusdo miocardica:

e Monitorizagdo dos parametros hemodinamicos.
e Analise dos padrdes eletrocardiograficos.

e Determinagdo das areas de isquemia e de infarto (TTC).

Representacdo esquematica

IAM REPERFUSAO FIM
(30 min) (35 min) (120 min) |
. - | — TTC
BASAL ~ (¢m

Salina  L-glutamato
1.C.V.

65



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.2.2 Fentanil (FENT): Dois grupos distintos de animais tratados com fentanil (5 e 50
ng/’kg) e submetidos a isquemia miocardica por ligadura coronariana associada a

hiperatividade simpatica de origem central e posterior reperfusao miocardica:

e Monitorizagdo dos pardmetros hemodinamicos.
e Andlise dos padrdes eletrocardiograficos

e Determinagdo das areas isquémica e infartada (TTC).

Representacdo esquematica

IAM REPERFUSAO FIM
(30 min) (35 min) (120 min) |
° - | —> TTC
BASAL  ¢mo

Fentanil L-glutamato
S5o0us0pg/kgiv. ic.v.
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5.2.3 Naloxona i.c.v (Nal i.c.v. + FENT): Animais com antagonismo central dos
receptores opidides pelo pré-tratamento com naloxona (100 pg/kg i.c.v. + 50 pg/kg a cada
20 minutos) seguido do tratamento com fentanil (50 pg/kg i.v.) submetidos a isquemia
miocardica por ligadura coronariana associada a hiperatividade simpatica de origem central
e posterior reperfusdo miocardica:

e Monitorizag¢do dos pardmetros hemodinamicos.

e Andlise dos padrdes eletrocardiograficos

e Determinagdo das areas isquémica e infartada (TTC).

Representacdo esquematica

NAL icv IAM REPERFUSAO FIM
100MLg/kg l l l
(30 min) (35 min) (120 min)
. R | | — TTC

BASAL © mi%m win \

Fentanil  L-glutamato
50 pg/kg i.v. i.c.v.
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5.2.4 Naloxona quaternaria i.v. (Nalgua i.v. + FENT): Animais com antagonismo
periférico dos receptores opioides pelo pré-tratamento com Naloxona quaterndria (13
mg/kg 1.v. + infusdo continua de 50 mg/kg/h i.v.) seguido do tratamento com fentanil (50
ng/kg i.v.) submetidos a isquemia miocardica por ligadura coronariana associada a

hiperatividade simpatica de origem central e posterior reperfusao miocardica:

e Monitoriza¢do dos pardmetros hemodinamicos.
e Andlise dos padrdes eletrocardiograficos

e Determinagdo das areas isquémica e infartada (TTC).

Representacdo esquematica

NALguat i.v. JAM REPERFUSAO FIM
13 mgl/kg l l l
(30 min) | (35 min) (120 min)
Iy | | — TTC

BASAL I(2 min) T(4 min)

Fentanil  L-glutamato
50 pg/kg i.v. i.c.v.
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6 - Resultados

6.1 Padroes eletrocardiograficos

1.0 |ECE [mv]

0.8

0.3 4

0.0
T T 1

1321.0 1321.5 1322.0 13225 1323 .0ls]
— — I

Figura 4: Representac¢édo de um ECG normal de coelhos anestesiados.
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Figura 5: Representacao de um ECG, onde se verifica a ocorréncia de extra-sistoles ventriculares.
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1.07 |JECG [m¥]
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GE—UD\P/\J JL\

0.3

0.0 5 I T ]
5040.3 5040.8 5041.3 5041.8 5042.3[s]

Figura 6: Representacdo de um ECG, onde se verifica a ocorréncia de bigeminismo e
supradesnivelamento do segmento ST.
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Figura 7: Representacdo de um ECG, onde se verifica a evolugdo de um ritmo sinusal, com
infradesnivelamento do segmento ST, para taquicardia ventricular.
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1.07 |ECG [m¥]
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Figura 8: Representacé@o de um ECG, onde se verifica a inversdo da onda T.
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Figura 9: Representacdo de um ECG, onde se verifica a ocorréncia de supradesnivelamento do
segmento ST.

71



RESULTADOS

1.0 |ECGE [mV]
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Figura 10: Representacdo de um ECG, onde se verifica a ocorréncia de infradesnivelamento do

segmento ST.
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Figura 11: Representagdo de um ECG, onde se verifica a ocorréncia de dissociacéo atrio-

ventricular.
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Figura 12: Representacdo da curva de pressao arterial (A) e do ECG (B). No ECG inicialmente
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verifica-se o supradesnivelamento do segmento ST e em seguida a evolucdo para fibrilacdo

ventricular com o respectivo colapso cardiovascular.
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6.2 Estudo da isquemia miocardica induzida farmacologicamente (protocolo I)

Parametros hemodinamicos

Valores basais e a administragdo de salina i.v.

Nao houve diferengas estatisticamente significativas nas médias dos pardmetros
hemodindmicos no periodo basal entre diferentes grupos experimentais, (P> 0,05,
n=52)(tabela 1). A administragdo de solugdo salina (2 ml, i.v.) ndo induziu alteragdes
significativas nos parametros hemodindmicos em nenhum momento ao longo dos

experimentos (P> 0,05).

Efeitos do pré-tratamento com. L-NAME i.v.

O pré-tratamento com L-NAME (40 mg/kg i.v.) em coelhos induziu elevacdes
moderadas, porém estatisticamente significativas na PAM em todos os grupos
experimentais, esta resposta hipertensiva foi acompanhada de reducdes também
significativas do +dP/dtm.x em todos os grupos experimentais (Tabela 1). O tratamento com
L-NAME também induziu queda na FC em todos os grupos, porém esta reducdo sé
alcancou significancia estatistica no grupo tratado com fentanil 10 pg/kg (Tabela 1). O DP

e o TP ndo foram modificados pelo pré-tratamento com L-NAME (Tabela 1).

Efeitos do tratamento com fentanil i.v.

A administra¢do de fentanil, nas doses estudas neste trabalho, nao induziu altera¢des

significativas nos pardmetros hemodindmicos. A Unica excecdo foi uma reducdo de 15%
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(P< 0,05) do indice de +dP/dty.x, 0 que resultou numa queda de 27% (P< 0,05) do triplo

produto no grupo tratado com fentanil 50 pg/kg (tabela 1).

Efeitos da administracdo de L-glutamato i.c.v.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas nas respostas hemodinamicas
induzidas pela administragdo i.c.v. de L-glutamato entre os grupos tratados (CTL II) ou nao
(CTL I) com L-NAME (ver abaixo).

No grupo controle (CTL II) o L-glutamato administrado i.c.v. induziu elevagdes
significativas do +dP/dt,,x que alcangou um maximo de 32+5 % (P< 0,05). Neste grupo os
aumentos maximos da PAM, duplo produto e triplo produto foram de 30+£7%, 24+4% e
64+11% (P< 0,05), respectivamente. Nos grupos tratados com fentanil nas doses de 5, 10 e
50 pg/kg o L-glutamato também induziu aumentos significativos de ~+dP/dt,., que
alcangaram uma elevacdo maxima de 36+£9%, 31+7% e 28+10% (P< 0,05),
respectivamente. As elevagdes maximas de PAM foram de 28+6%, 31+5% e 33+6% (P<
0,05), respectivamente. O aumento maximo no DP foi de 26+£7%, 27+10% (P< 0,05) e
17£7% (P> 0,05), respectivamente. A elevacdo maxima do triplo produto foi de 71 £ 15%,
66 + 20% e 47 £ 12% (P< 0,05), respectivamente. Nao houve variagdo significativa entre

os diferentes grupos em relagdo a FC (tabela 1).

Parametros eletrocardiograficos

Efeitos do pré-tratamento com L-NAME i.v. e do tratamento com fentanil i.v.
O pré-tratamento com L-NAME i.v. ndo induziu altera¢des eletrocardiograficas

sugestivas de isquemia miocardica ou de arritmias cardiacas. Os animais que apresentaram
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arritmias ventriculares ou alteragdes eletrocardiograficas sugestivas de isquemia antes da
administracao de L-glutamato i.c.v. foram descartados do estudo. De maneira semelhante, o

tratamento com fentanil nao modificou o padrao eletrocardiografico dos animais.

Efeitos da administracdo de L-glutamato i.c.v.

No grupo CTL I de animais a média de CVPs por minuto (CVPy,,) foi de 9,3%1,5
(n=10) (figura 13). Nao foi observada nenhuma alteragdo do segmento ST (figura 14) ou
inversdo de onda T na auséncia da inibicdo da sintese de NO (figura 15). Por outro lado,
houve neste grupo 01 caso (10%) de bigeminismo (figura 16) e 01 caso (10%) de
taquicardia ventricular (figura 17).

No grupo controle (CTL II) o L-glutamato administrado i.c.v. induziu o
aparecimento de graves arritmias ventriculares imediatamente ap6s a sua administragdo. O
nimero médio de CVPy,;, foi de 65,2+16 (n=12), A incidéncia de bigeminismo (figura 16) e
TV (figura 17) foi de 67% (8/12) e 58% (7/12), respectivamente. A incidéncia de inversao
de onda T (figura 15) e alteracdes do segmento ST (figura 14) foi de 58% (7/12) e 67%
(8/12) respectivamente. O pré-tratamento com fentanil nas doses de 5, 10 e 50 ug/kg
reduziram significativamente o nimero médio de CVP,,;, para 6,8+3 (n=10), 3,53 (n=10)
e 2,6£1,4 (n=10), respectivamente (figure 13). As incidéncias de bigeminismo (figura 16) e
de TV (figura 17) foram marcadamente reduzidas pelo tratamento com fentanil. A
incidéncia de bigeminismo foi (figura 16) de 30% (3/10), 20% (2/10, P<0,05) e 10% (1/10,
P<0,05) nas doses de 5, 10 e 50 pg/kg respectivamente; e de maneira interessante, nenhum
dos grupos tratados com fentanil apresentou episodios de TV (figura 15). A incidéncia de

alteragdes do segmento ST (figura 14) foi de 70% (7/10), 30% (3/10) e 10% (1/10, P<0,05),
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respectivamente; e a incidéncia de inversdao de onda T (figura 15) foi de 30% (3/10), 20%

(2/10) e 10% (1/10, P<0,05), respectivamente.

Tabela 1: Valores médios dos pardmetros hemodinamicos dos experimentos do protocolo I

L-NAME
Basal ou Tratamento GLU
Salina
CTLI PAM 92+5 100+6 10245 129+£7*
(n=10) FC 278+9 268+12 27010 272+12
+dP/dt ax 51284259 5080+243 4560+268 5609+224%*
DP 36+2 35+1 36+2 4343
TP 184+10 178+20 164£12 241421%
CTL I PAM 89+2 116+5% 11345 147+4%
(n=12) FC 28648 26649 264+10 268+7
+dP/dt pax 4948+195 3888+140* 4515+187 5983+287*
DP 35+1 37+1 37+1 46+1*
TP 16112 16748 16710 275+16*
PAM 98+3 1104+3% 107+5 137+6%*
;f;gg FC 31345 290+16 268+18 262+17
(n=10) +dP/dt,ax 53284259 4099+243* 4015+263 5457+212%
DP 40+1 39+2 3543 44+£3*
TP 214+14 173£11 140+18 240+£17*
FENT PAM 95+3 120+£3* 108+2 142+£5%
10pg/ke FC 287+7 259+4%* 256+6 259411
(n=10) +dP/dt ax 52414207 4177+£203* 44084343 57834+259*
DP 3442 3742 30+2 3842
TP 185+20 187+11 132413 2194+20%
FENT PAM 92+6 11343% 104+4 13848
SOug/ke FC 303+9 278+9 263+13 238+15
(n=10) +dP/dt ax 5426+186 45724215% 3870+174* 4961+171%*
DP 3943 38+2 3242 3782
TP 221425 17014 124+9* 183+14* ¥

Estes valores representam a média #EPM; n = nUmero de experimentos
CTL I e CTL II representam os grupos de animais que receberam L-glutamato na auséncia ou na
presenga de L-NAME, respectivamente; FENT = fentanil; Basal = valores basais; L-NAME =
valores médios apo6s a administragdo de L-NAME ou salina; Tratamento = valores médios apds a
administrac¢do de salina ou fentanil; GLU = valores maximos apds a administragdo de L-glutamato;
PAM = pressdo arterial média (mmHg); FC = freqiiéncia cardiaca (bpm); +dP/dt,.x = velocidade
méxima de alteragdo da pressdo ventricular (mmHg/s); DP = duplo produto (mmHg/bpm.107); TP
= triplo produto (mmHg?* /bpm/s.10°)

*P < 0,05 vs. valores pré-inje¢ao

+P <0,05vs. CTLII
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Figura 13: Efeitos do tratamento com fentanil (FENT, pug/kg i.v.) na redugdo do numero de
complexos ventriculares prematuros por minuto apds a administracdo de L-glutamato (10
umol i.c.v.) em coelhos anestesiados, pré-tratados com L-NAME (40 mg/kg i.v.). CTL I e
CTL II representam os grupos controle de animais que receberam L-glutamato na auséncia
(CTL I) ou na presencga (CTL II) de L-NAME. Os valores representam a média de 10 a 12
animais.

P <0.01vs.CTLT; " P<0.0le P<0.01lvs CTL II (Teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste Dunn)
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Figura 14: Efeitos do tratamento com fentanil (FENT, pg/kg i.v.) na incidéncia de
deslocamentos do segmento ST observada apos a administracdo de L-glutamato (10 pmol
i.c.v.) em coelhos anestesiados, pré-tratados com L-NAME (40 mg/kg i.v.). CTL I e CTL II
representam os grupos controle de animais que receberam L-glutamato na auséncia (CTL I)
ou na presenca (CTL II) de L-NAME.

*P<0.05vs. CTLI; P <0.05 vs. CTL II (Teste Exato de Fisher).
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Figura 15: Efeitos do tratamento com fentanil (FENT, pg/kg i.v.) na incidéncia de inversdo
de onda T observada apds a administracao de L-glutamato (10 pmol i.c.v.) em coelhos
anestesiados, pré-tratados com L-NAME (40 mg/kg i.v.). CTL I e CTL II representam os
grupos controle de animais que receberam L-glutamato na auséncia (CTL I) ou na presenga
(CTL 1) de L-NAME.

#P<0.05vs. CTL ;" P <0.01 vs. CTL II (Teste Exato de Fisher).
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Figura 16: Efeitos do tratamento com fentanil (FENT, pg/kg i.v.) na incidéncia de
bigeminismo observada apds a administragdo de L-glutamato (10 umol i.c.v.) em coelhos
anestesiados, pré-tratados com L-NAME (40 mg/kg i.v.). CTL I e CTL II representam os
grupos controle de animais que receberam L-glutamato na auséncia (CTL I) ou na presenca

(CTL II) de L-NAME.

"P<0.05vs.CTLL; P<0.05vs.e P <0.01vs CTL II (Teste Exato de Fisher).
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Figura 17: Efeitos do tratamento com fentanil (FENT, pg/kg i.v.) na incidéncia de
taquicardia ventricular observada ap6s a administracao de L-glutamato (10 pmol i.c.v.) em
coelhos anestesiados, pré-tratados com L-NAME (40 mg/kg iv.). CTL T e CTL II
representam os grupos controle de animais que receberam L-glutamato na auséncia (CTL I)
ou na presenca (CTL II) de L-NAME.

#P<0.05vs. CTLI; " P <0.01 vs. CTL II (Teste exato de Fisher).
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6.3 Estudo da isquemia miocardica induzida por ligadura coronariana (protocolo I1)

Parametros hemodinamicos

Valores basais e a administracao de salina i.v.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas nas médias dos parametros
hemodindmicos no periodo basal entre diferentes grupos experimentais, (P> 0,05, n=42)
(tabela 3 e 4). A administragdo de solugdo salina (2 ml, i.v.) ndo induziu alteragdes
significativas nos parametros hemodindmicos em nenhum momento ao longo dos

experimentos (P> 0,05).

Efeitos do pré-tratamento com naloxona i.c.v. e naloxona quaternaria i.v.

O pré-tratamento com naloxona i.c.v. ndo induziu alteragcdes significativas nos
parametros hemodinamicos estudados durante o periodo de isquemia. Ja o pré-tratamento
com a naloxona quaternaria induziu efeito hipotensor significativo, provavelmente
relacionado com uma redugdo também significativada PSVE, do +dP/dty.x € —dP/dtm.x,

(Tabelas 3 e 4).

Efeitos da administracao de fentanil i.v.

O fentanil na dose de 5 pg/kg nio induziu alteragdo em nenhum parametro
hemodindmico durante o periodo de isquemia. Na dose de 50 ug/kg o fentanil induziu
reducdes significativas do +dP/dty.x, do —dP/dt,.x € da PSVE (P < 0,05). Porém a reducao

desses parametros nao foi acompanhada de queda significativa da PAM, ndo significando
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necessariamente um efeito cardiodepressor. De maneira interessante, o tratamento com
fentanil (50 pg/kg) foi capaz de reverter o efeito hipotensor do pré-tratamento com a
naloxona quaternaria(grupo Nalgu 1.v.), revertendo ndo somente o feito sobre a PAM,

como também sobre a PSVE, o +dP/dt.x € 0 —dP/dtpax.

Efeitos da ligadura coronariana associada a administracao de glutamato i.c.v.

A associagdo de isquemia miocardica por ligadura coronariana com hiperatividade
simpatica pelo L-glutamato i.c.v. ndo induziu alteragdes significativas na hemodinamica dos
animais nos diferentes grupos (Tabelas 3 e 4). Este padrao de resposta estd provavelmente
relacionado com o antagonismo das duas situagdes, ou seja, o efeito cardiodepressor como
resultado da isquemia miocérdica versus o efeito excitatdrio cardiovascular da injecao de L-

glutamato i.c.v.

Efeitos da reperfuséo miocardica

A reperfusdo do miocardio, ap6s o periodo de 35 minutos de isquemia, induziu
efeito depressor significativo nos parametros hemodindmicos nos grupos CTL, Fent 5 e
Nalquat 1.v. Esses efeitos se caracterizaram pela redugdo da PAM, acompanhada de reducdes
no +dP/dty.x, no —dP/dty.x € na PSVE, alem de elevacdo no gropo CTL da PdfVE. Nos
grupos Fent 50 e Nal i.c.v. os parametros hemodinamicos foram preservados ao longo de

toda a reperfusdo (Tabela 5 ¢ 6).
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Parametros histologicos

Nao houve diferencga significativa entre o tamanho médio da area total de ventriculo
esquerdo entre os diferentes grupos. Também nao houve diferenca entre o tamanho médio
da area sob risco produzida pela ligadura coronariana nos diferentes grupos (Tabela 2). A
area de infarto produzida pela lesdao por isquemia e reperfusdo no grupo CTL foi de
0,43+0,1 cm3, no grupo Fent 5 foi de 0,39+0,1 cm’ , no grupo Fent 50 foi de 0,21+0,1 cm’
(P <0,001 vs CTL e P < 0,01 vs Nalgyat 1.v.), no grupo Nalgy, 1.v foi de 0,39+0,1 cm’ e no
grupo Nal i.c.v. foi de 0,29+0,1 cm’ (P < 0,001 vs CTL e P < 0,01 vs Nalgya i.v.). As
relacdes entre da area de infarto e com a area sob risco e com a area total do ventriculo

esquerdo dos diferentes grupos encontram-se nas figura 22 e 23, respectivamente.

Tabela 2: Dados histologicos

Area de VE Area sob risco Area de infarto
(crn3) (crn3 ) (cm3)
CTL 1,75£0.2 0,840, 1 0.4320.1
(n=9)
Fent 5 1,9120,1 0,900,1 0,39:0,1
(n=9)
Fent 50 *&
(1=9) 1,81+0,2 0,9020, 1 0,2140,1
NALquat 1.v. 1,85+0,1 0,930, 1 0,39+0,1
(n=6)
Nalic.v. 1.80+0,1 0,89+0,1 0,29+0,1*t
(n:9) b b b b > 2

Os valores expressos representam a média £ EPM; n = nimero de animais por grupo.
CTL = controle; FENT 5 = grupo tratado com fentanil 5 pg/kg i.v.; FENT 50 = grupo
tratado com fentanil 50 pg/kg i.v.; NALqua 1.v. = naloxona quaterndria (13 mg/kg i.v. +
infusdo continua de 50 mg/kg/h i.v.) seguido de fentanil (50 pg/kg i.v.); NAL i.c.v.=
naloxona (100 pg/kg i.c.v. + 50 pg/kg a cada 20 minutos) seguido de fentanil (50 pg/kg
i.v.). *P < 0,001 vs. CTL; P < 0,01 vs Nalqy i.v.; TP < 0,05 VS Nalquy i.v.
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Arritmias

Efeitos do pré-tratamento com naloxona i.c.v., naloxona gquaternaria i.v. e do
tratamento com fentanil i.v.

O pré-tratamento com naloxona e com naloxona quaternaria, assim como o
tratamento com fentanil nas dose de 5 e 50 pg/kg ndo induziram arritmias ou alteragdes

eletrocardiograficas sugestivas de isquemia (figuras 18 e 21).

Efeitos da ligadura coronariana associada a administracao de glutamato i.c.v.
O nimero médio de CVPs durante a isquemia no grupo CTL foi de 5443, no grupo
Fent 5 fo1 de 29+6, no grupo Fent 50 foi de 19+7 (P< 0,01), no grupo NALqua 1.v. foi de

18+6 (P< 0,05) e no grupo NAL i.c.v. foi de 40+3 (Figura 18)

Efeitos da reperfuséo miocardica
O numero médio de CVPs durante a reperfusdo no grupo CTL foi de 187+47, no
grupo Fent 5 foi de 52+13, no grupo Fent 50 foi de 9+4 (P< 0,01), no grupo NALqys 1.v.

foi de 20+3 e no grupo NAL i.c.v. foi de 47+3 (P<0,05 vs Fent 50) (Figura 19).

Namero total de CVPs e incidéncia taquicardia ventricular

O numero médio de CVPs durante todo e experimento no grupo CTL foi de 241+46,
no grupo Fent 5 foi de 81+7, no grupo Fent 50 foi de 28+9 (P< 0,001), no grupo NALquat
i.v. foi de 38+13 (P<0,05) e no grupo NAL i.c.v. foi de 8743 (Figura 20). A incidéncia de

taquicardia ventricular no grupo CTL foi de 55%, no grupo Fent 5 foi de 10%, no grupo
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Fent 50 foi de 0% (P< 0,05), no grupo NALqys 1.v. foi de 10% (P<0,05) e no grupo NAL

1.c.v. foi de 10% (Figura 21).

Mortalidade

Os animais que iniciaram o periodo de isquemia e morreram antes do final da
reperfusdo nao foram considerados para a composi¢do dos grupos, mas foram
contabilizados para a verificacdo da taxa de mortalidade, que foi de 50% no grupo CTL,
44% no grupo Fent 5, 0% no grupo Fent 50 (P < 0,05 vs CTL e vs Nal i.c.v.), 33% no grupo

Nalguat 1.v. € 50% no grupo Nal i.c.v. (Figura 24).
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Tabela 3: Valores médios dos pardmetros hemodinamicos dos experimentos do protocolo II durante a isquemia.

Salina ou Salina
BASAL NALqyat 1.V. ou Inicio dgt GLU 5 min dp 1.5 min fle 30 min .de
ou Fentanil Isquemia 1squemia 1squemia 1squemia
NALjq i.c.v.
PAM 7244 731414 7414 69+5 80,319 79+8 78+7 717
CTL FC 294+14 293+14 296+13 298+17 293411 30249 309+10 31749
(n=9) PAfVE 6+1 6+1 8+1 6+1 8+1* 8+1* 741 741
PAM 6612 6612 6742 5843 7548 7148 644 6216
FEE;-)S FC 296+8 296+8 29748 293+9 269+9 26217 26419 278+13
PdfVE 7+1 6+1 7+1 6+1 742 9+1 9+1 9+2
PAM 69+5 69+4 58+4 58+4 58+%5 59+3 614 63+5
F%’:':Bfo FC 305+10 305+10 27810 290+12 28249 27249 277£10 289+11
PdfVE 8+1 8+1 7+1 8+1 9+1 9+1 9+1 8+1
NAL i.c.v. PAM 62+4 65+4 6312 68+4 72+11 82+11 65+6 67+7
FEN+T 50 FC 289+11 289+11 284410 28249 260+19 275412 278+11 28649
(n=9) PdfVE 61 6+1 8+1 9+1 8+1 8+1 8+1 8+1
NALquac i.V. PAM 78+2 40+4* 6749t 6016 82+10 88+14 76x5 68+4
CENT 50 FC 29648 265+13 272+10 266+14 282+10 285+14 286+14 306+13
(n=6) PdfVE 8+1 10+1 9+1 8+1 8+1 10+2* 1242* 1342*

Os valores expressos representam a média + EPM; n = nimero de animais por grupo.

CTL = controle; FENT 5 = grupo tratado com fentanil 5 pg/kg; FENT 50 = grupo tratado com fentanil 50 ng/kg; NALqua 1.V. =
naloxona quaterndria (13 mg/kg i.v. + infusdo continua de 50 mg/kg/h i.v.) seguido de fentanil (50 pg/kg i.v.); NAL i.c.v.= naloxona
(100 pg/kg i.c.v. + 50 pg/kg a cada 20 minutos); Basal = valores no periodo basal; GLU = valores maximos apds a administra¢do de
L-glutamato (10 umol i.c.v.); PAM = pressao arterial média (mmHg); FC = freqiiéncia cardiaca (bpm); PdfVE = pressdo ventricular
no final da diastole (mmHg) *P < 0,05 vs. valores basais. T P < 0,05 vs. valor antes da injegao.
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Tabela 4: Valores médios dos parametros hemodindmicos dos experimentos do protocolo II durante a isquemia.

Salina ou Salina
BASAL NALquat 1. ou Inicio d.a GLU 5 min d@ 1.5 min Qe .30 min .de
ou Fentanil Isquemia 1squemia 1squemia 1squemia
NALjq i.c.v
+dP/dt, ., 40704326 39071418 4076%312 3901+395 38254362 3698+275 40314324 3908+361
CTL -dP/dt,. 32534208 33014208 33204209 30114315 32841346 30824228 31961270 2986+215
(n=9 PSVE 96+4 9543 94+6 94+6 10248 98+7 10017 93+6
+dP/dt,x 3518+152 3518+152 3495+133 2687+394 2795+381 2940+345 27524225 3128+344
FE\E;)E’ -dP/dt,x 3111£126 3110£125 3114£123 2312+323 28494229 2509£315 2320£149 2579+£256
PSVE 98+5 98+6 99+5 69+7 7919 91+9 76£5 84+7
+dP/dt,.x 39974243 39914229 2802+340* 29314+401* 3024+358* 2948+271* 3045+£306* 31554£225*
FI%rl]\l:'g)SO -dP/dt,.x 33814298 33814298 2463+326* 23734396* 2383+43*3 2015+247* 2351+247* 2627+270*
PSVE 10245 10245 84+6* 85+£7* 84+8* 79+£7* 87+t6* 94+6*
NAL i.c.v. +dP/dt . 3774+211 3823194 3701+235 38374250 45834308 3398+428 34124328 37344388
FEN+T 50 -dP/dt,. 29104223 2923+152 2874+181 30304232 29524302 25824238 2750+280 3078+260
(n=9) PSVE 93+5 88+4 9145 97+4 106x17 95+13 8316 85+1
NALquat i.v. +dP/dt 41461245 1921£218* 290944921 29034519 35274331 38871603 3587+435 3547+348
FEN+T 50 -dP/dt, 36414379 1598+£192* 2880+537T 29234542 30514419 3203+474 3116494 3005+502
(n=6) PSVE 10710 64+5* 92+13 92+13 1057 109£13 101£13 96£10

Os valores expressos representam a média + EPM; n = nimero de animais por grupo.

CTL = controle; FENT 5 = grupo tratado com fentanil 5 pg/kg; FENT 50 = grupo tratado com fentanil 50 pg/kg; NALquat 1.v. =
naloxona quaternaria (13 mg/kg i.v. + infusdo continua de 50 mg/kg/h i.v.) seguido de fentanil (50 pg/kg i.v.); NAL i.c.v.= naloxona
(100 pg/kg i.c.v. + 50 ng/kg a cada 20 minutos); Basal = valores no periodo basal; GLU = valores méximos ap6s a administracao de
L-glutamato (10 umol i.c.v.); +dP/dtma.x = velocidade maxima de elevagdo da pressdo ventricular (mmHg/s); -dP/dty.x = velocidade
maxima de reducdo da pressdo ventricular (mmHg/s); PSVE = pressao sistolica de VE (mmHg*P < 0,05 vs. valores basais T P < 0,05

vs. valor antes da injecao.
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Tabela 5: Valores médios dos parametros hemodinamicos dos experimentos do protocolo II durante a reperfusido

Inicio da 5 min de 10 min de 15 min de 30 min de 60 min de 90 min de 120 min de
reperfusdo reperfusdo reperfusdo reperfusdo reperfusdo reperfusdo reperfusdo reperfusdo
PAM 66+7 60+6 60+5 57+4 56+5* 55+5* 55+5* 47+7*
CTL FC 319+10 314410 314+11 314410 312+10 303+8 296+10* 273+10*
(n=9) PdfVE 7+1 8+1 9+1 7+1 7+1 7+1 8+1 o+1*
FENT 5 PAM 60+5 52+5 5243 54+4 51+4* 5244* 50+5* 53+5*
(n=9) FC 287+4 282+1 28614 289+5 2854 276%5 270+6* 260+8*
PdfVE 8+1 8+1 8+1 9+1 9+1 8+1 8+1 7+1
PAM 61+5 5945 56+4 59+4 58+5 5843 57+4 5745
Fl?rl]\I:Tg)SO FC 289+11 288+8 287+7 29147 288+7 298+7 294+13 291+13
PdfVE 8+1 8+l 7+l 8+1 9+1 9+1 9+18 8+l
NAL i.c.v. PAM 60+4 56+5 8545 5345 54+4 50+5 47+6 48+7
FEN+T 50 FC 289+9 28819 290+11 29019 29449 29049 285+10 275+11
(n=9) PdfVE 7+1 7+1 7+1 7+1 7+1 7+1 8+l 812
NAL quat 1.V PAM 7013 64+6 61+4 6013 58+4* 58+4* 56+5* 54+5*
FEN+T 50 FC 307+13 306t12 302+13 301+13 300+12 289+10 281+9* 282+6*
(n=6) PdfVE 12+2 11+1 11+2 10+2 9+2 1143 9+2 9+2

Os valores expressos representam a média + EPM; n = nimero de animais por grupo.

CTL = controle; FENT 5 = grupo tratado com fentanil 5 pg/kg; FENT 50 = grupo tratado com fentanil 50 pg/kg; Nalgya 1.v.=
naloxona quaternaria (13 mg/kg i.v. + infusdo continua de 50 mg/kg/h i.v.) seguido de fentanil (50 pg/kg i.v.); NALpc; = naloxona
(100 pg/kg i.c.v. + 50 pg/kg a cada 20 minutos); Basal = valores no periodo basal; PAM = pressdo arterial média (mmHg); FC =
freqiiéncia cardiaca (bpm); PdfVE = pressdo ventricular no final da diastole (mmHg). *P < 0,05 vs. valores no inicio da reperfusao.
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Tabela 6: Valores médios dos parametros hemodinamicos dos experimentos do protocolo II durante a reperfusao.

Inicio da 5 min de 10 min de 15 min de 30 min de 60 min de 90 min de 120 min de
reperfusao reperfusdo reperfusdo reperfusao reperfusao reperfusdo reperfusdo reperfusao
+dP/dtyax 34094354 2989+433 30324305 30014246 30034272 27484245 2497+318* 1940+332*
CTL -dP/dt . 28294224 25214246 24461160 25174220 25454210 23854206 22374212 13314611
(n=9) PSVE 90+6 85+7 84+5 84+5 85+6 79+4 76:+4* 6848*
FENT 5 +dP/dt,.x 28691254 22104228 24074202 24244220 2478+176 2307+165 2079+217* 1710£201*
(n=9) -dP/dt,.x 23114208 20794203 21771148 2263+150 2226+168 2188+153 20661215 18694231
PSVE 7945 7343 7443 7613 7743 7543 72+4 68+4*
+dP/dt, . 3140+185 2773+194 2689+125 2795+134 27661143 29994353 29774334 2913+250%
F'?r':':g)‘r’o |dP/dt,, 26848271 25414217 2493+I81 25094190 2503205 25794397 25494346 26064456
PSVE 95+6 8816 88+4 9145 8916 8618 857 8718
NAL i.c.v. +dP/dt 33894321 30194361 31334279 31524279 31654255 28694293 26694333 2468+367*
FEN+T 50 -dP/dt,.. 27414244 26784228 27834239 27144290 2815+257 24054248 22924301 21461335
(n=9) PSVE 8815 81+4 85+5 7615 8316 7415 7216 68+7*
NALquat 1.V. +dP/dt ;. 35464311 32154288 2898+243* 2935+254* 2789+286* 2733+398* 2548+394* 2410+351*
FEN+-|- 50 -dP/dt 29304374 27861336 25954282 2548+184 24661145 2470+198 23774232 23024207
(n=6) PSVE 93+7 90+6 85+6 8244 7943 7845 7615 76+£6*

Os valores expressos representam a média £ EPM; n = nimero de animais por grupo.
CTL = controle; FENT 5 = grupo tratado com fentanil 5 pg/kg; FENT 50 = grupo tratado com fentanil 50 pg/kg; Nal i.v.= naloxona
quaternaria (13 mg/kg i.v. + infusdo continua de 50 mg/kg/h i.v.) seguido de fentanil (50 pg/kg i.v.); NAL i.c.v = naloxona (100 pg/kg
i.c.v. + 50 pg/kg a cada 20 minutos); Basal = valores no periodo basal; .); +dP/dty.x = velocidade maxima de elevacdo da pressdo
ventricular (mmHg/s); -dP/dtm.x = velocidade maxima de reducdo da pressdo ventricular (mmHg/s) PSVE = pressao sistolica de VE
(mmHg).*P < 0,05 vs. valores no inicio da reperfusido t P < 0,05 vs. CTL.
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Figura 18: Numero de complexos ventriculares prematuros (CVPs) durante a isquemia em
coelhos anestesiados e tratados com salina i.v. (CTL), ou fentanil 5 pg/kg i.v. (Fent 5), ou
fentanil 50 pg/kg i.v. (Fent 50), ou naloxona quaternéria i.v. (12.9 mg/kg + 40 mg/kg/h)
seguido de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal iv. + Fent 50), ou naloxona i.c.v. (100 pg/kg a cada
20 min) seguido de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal icv + Fent 50). Apds o tratamento todos os
animais foram submetidos a 35 minutos de isquemia do miocardio associada a estimulacao
central com L-glutamato e em seguida 120 minutos de reperfusdo. Os valores representam a
média de 6 a 9 animais.

** P<0.01 e * P< 0.05 em relagdao ao grupo CTL (Teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn).
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Figura 19: Numero de complexos ventriculares prematuros (CVPs) durante a reperfusio
em coelhos anestesiados e tratados com salina i.v. (CTL), ou fentanil 5 pg/kg i.v. (Fent 5),
ou fentanil 50 pg/kg i.v. (Fent 50), ou naloxone quaternaria i.v. (12,9 mg/kg + 40 mg/kg/h)
antes de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal iv + Fent 50), ou naloxona i.c.v. (100 pg/kg a cada 20
min) seguido de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal icv + Fent 50). Ap6s o tratamento todos os
animais foram submetidos a 35 minutos de isquemia do miocardio associada a estimulacao
central com L-glutamato e em seguida 120 minutos de reperfusdo. Os valores representam a
média de 6 a 9 animais.

** P < 0,01 em relagdo ao grupo CTL; &p < 0,05 em relacdo ao grupo Fent 50 (Teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn).
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Figura 20: Numero total de complexos ventriculares prematuros (CVPs) durante todo o
experimento (isquemia + reperfusdao) em coelhos anestesiados e tratados com salina i.v.
(CTL), ou fentanil 5 pg/kg i.v. (Fent 5), ou fentanil 50 pg/kg i.v. (Fent 50), ou naloxona
quaternaria iv (12.9 mg/kg + 40 mg/kg/h) antes de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal iv + Fent 50),
ou naloxona i.c.v. (100 pg/kg a cada 20 minutos) antes de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal icv +
Fent 50). Apds o tratamento todos os animais foram submetidos a 35 minutos de isquemia
do miocardio associada a estimulacdo central com L-glutamato e em seguida 120 minutos
de reperfusdo. Os valores representam a média de 6 a 9 animais.

"P< 0,001 ¢ "P< 0,05 em relagdo ao grupo CTL (Teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn).
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Figura 21: Incidéncia de taquicardia ventricular nos grupos de coelhos anestesiados e
tratados com salina i.v. (CTL), ou fentanil 5 pg/kg i.v. (Fent 5), ou fentanil 50 pg/kg i.v.
(Fent 50), ou naloxona quaternaria i.v. (12,9 mg/kg + 40 mg/kg/h) antes de fentanil 50
ng/kg i.v. (Nal iv + Fent 50), ou naloxona i.c.v. (100 pg/kg a cada 20 min) antes de fentanil
50 pg/kg i.v. (Nal icv + Fent 50). Apds o tratamento todos os animais foram submetidos a
35 minutos de isquemia do miocardio associada a estimulag¢do central com L-glutamato e
em seguida 120 minutos de reperfusao.

“P< 0.05 em relagio ao grupo CTL. (Teste Exato de Fisher).
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Figura 22: Tamanho da area de infarto expresso como porcentagem da area do ventriculo
esquerdo (VE) sob risco em coelhos anestesiados e tratados com salina i.v. (CTL), ou
fentanil 5 pg/kg i.v. (Fent 5), ou fentanil 50 pg/kg i.v. (Fent 50), ou naloxona quaternaria
Lv. (12,9 mg/kg + 40 mg/kg) antes de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal iv. + Fent 50), ou
naloxona i.c.v. (100 pg a cada 20 minutos) antes de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal icv. + Fent
50). Apds o tratamento todos os animais foram submetidos a 35 minutos de isquemia do
miocardio associada a estimulacdo central com L-glutamato e em seguida 120 minutos de
reperfusdo. Os valores representam a média de 6 a 9 animais.

*P <0,00lem relagao ao CTL, &p < 0,01 em relagcao ao grupo Nal iv + Fent 50. Ap < 0,05
em relacdo ao grupo Nal iv + Fent 50 (ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls).
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Figura 23: Tamanho da area de infarto expresso como porcentagem da area total do
ventriculo esquerdo (VE) em coelhos anestesiados e tratados com salina i.v. (CTL), ou
fentanil 5 pg/kg i.v. (Fent 5), ou fentanil 50 pg/kg i.v. (Fent 50), ou naloxona quaternaria
iv. (12,9 mg/kg + 40 mg/kg/h) antes de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal iv. + Fent 50), ou
naloxona i.c.v. (100 pg/kg a cada 20 minutos) antes de fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal icv. +
Fent 50). Ap6s o tratamento todos os animais foram submetidos a 35 minutos de isquemia
do miocérdio associada a estimulacdo central com L-glutamato e em seguida 120 de
reperfusdo. Os valores representam a média de 6 a 9 animais.

P< 0,001em relagdo ao CTL, &p < 0,01 em relagdo ao grupo Nal. i.v. + Fent 50. (ANOVA
seguido de Student-Newman-Keuls).
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Figura 24: Mortalidade apresentada pelos diferentes grupos de coelhos anestesiados e
tratados com salina i.v. (CTL), ou fentanil 5 ug/kg i.v. (Fent 5), ou fentanil 50 pg/kg i.v.
(Fent 50), ou naloxona quaternaria i.v. (12.9 mg/kg + 40 mg/kg/h) antes de fentanil 50
ng/kg i.v. (Nal iv. + Fent 50), ou naloxona i.c.v. (100 pg/kg a cada 20 min) antes de
fentanil 50 pg/kg i.v. (Nal icv + Fent 50). Apos o tratamento todos os animais foram
submetidos a 35 minutos de isquemia do miocardio associada a estimulagdo central com L-
glutamato e em seguida 120 minutos de reperfusao.

*P < 0.05 em relag@o ao grupo CTL e ao grupo Nalgua 1.v. (Teste Exato de Fisher).
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7 - DISCUSSAO

O principal achado do presente trabalho foi a demonstracdo, pela primeira vez, do efeito
antiarritmico do fentanil em situagdes de isquemia miocardica associada a hiperatividade
simpatica de origem central. Nossos resultados sugerem também que existem dois
componentes distintos no efeito cardioprotetor do fentanil, um efeito antiarritmico por
acdo central e outro efeito antiisquémico relacionado a agdo periférica. O fentanil, que ¢
um agonista dos receptores opidides amplamente utilizado na pratica anestésica,
apresentou efeitos antiarritmicos de maneira dependente da dose que se caracterizam
principalmente pela significativa redu¢do do nimero de CVPs (extra-sistoles) e pelo
bloqueio do aparecimento de TV. E interessante perceber como os efeitos antiarritmicos
do fentanil se apresentaram dissociados dos efeitos antiisquémicos, uma vez que na dose
de 5 pg/kg houve redugdo do nimero de CVPs e da incidéncia de taquicardia
ventricular, porém somente em dose 10 vezes maior, esse efeito foi acompanhado de
efeito antiisquémico verificado pelo eletrocardiograma (protocolo I) e pela anélise
histoldgica (protocolo II). Outro aspecto importante observado em nosso trabalho foi
que, apesar da reducdo das arritmias pela a¢do central do fentanil e da redugdo da area de
infarto por sua agao periférica, a mortalidade foi completamente abolida somente
quando esses dois efeitos ocorreram conjuntamente, sugerindo um efeito sinérgico entre

a ativagdo central e periférica dos receptores opidides.

Neste trabalho o termo cardioprotecdo foi utilizado para descrever os efeitos
benéficos resultantes das estratégias farmacoldgicas que visem a prevengdo primaria e/ou
secundaria da isquemia miocardica, e suas graves conseqiiéncias tais como O

desenvolvimento de instabilidade elétrica e de disfungdo mecanica. Em situagdes de
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isquemia miocardica a instabilidade elétrica pode levar ao aparecimento extra-sistoles
ventriculares e ao desenvolvimento de arritmias ventriculares, que por sua vez podem
degenerar para fibrilagdo ventricular e morte subita. Assim como, a disfungdo pods-
isquémica leva a um déficit contratil, podendo evoluir para insuficiéncia cardiaca.
Classicamente a cardioprotecdo se refere a medidas que reduzam a area de infarto
minimizando os danos ao miocardio. Porém, uma definicdo mais ampla de cardioprotecao
deve incluir as abordagens farmacoldgicas que visem ndo somente a restauracdo do fluxo
sangiiineo como também a preservacdo do coracdo através da prevencdao de lesdo ao
miocardio (Kiibler e Haass, 1996), reduzindo assim as conseqiiéncias mecanicas e elétricas
para o coragao.

Na primeira parte do presente estudo (protocolo I) foi usado um modelo
experimental desenvolvido em nosso laboratério. Nesse modelo o aumento da atividade
simpatica central ¢ promovido pela administragdo i.c.v. de L-glutamato associado ao
bloqueio da sintese de NO pelo tratamento sistémico com L-NAME. A inibi¢do da sintese
de NO juntamente com a hiperatividade simpdtica central tem como conseqiiéncia intensa
vasoconstriccdo sistémica e coronariana ¢ aumento do consumo de oxigénio pelo
miocardio, resultando no desequilibrio entre a oferta e a demanda de oxigénio (Catelli e
col., 2003; Lessa e col., 2004). Esse modelo se mostrou eficaz em disparar arritmias
ventriculares semelhantes aquelas que ocorrem durante a isquemia do miocardio, além de
reproduzir, pelo menos em parte, a hiperatividade simpdtica e as alteragdes hemodinamicas
que podem ocorrer durante o estresse anestésico-cirurgico em pacientes com isquemia
miocérdica. Resultados anteriores do nosso laboratério ja haviam demonstrado que a
estimulacdo farmacoloégica do sistema nervoso central com L-glutamato, injetado no

ventriculo lateral de ratos e coelhos, aumenta de maneira significava a descarga simpatica
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para a periferia, o que desencadeia uma resposta cardiovascular excitatoria (Lessa e col.,
2004; Catelli e col., 2003; Grabe e col., 1999; Tibiri¢a e col., 1985).

Na segunda parte do trabalho (protocolo II) foi utilizado o modelo classico de lesao
por isquemia e reperfusdo através da ligadura coronariana. Esse modelo foi utilizado para
confirmar alguns achados da primeira parte do trabalho, e testar a hipdtese da dissociacao
entre os efeitos centrais e periféricos. A cardioprotecao conferida pelo fentanil na dose mais
eficaz encontrada no protocolo I (50 pg/kg) foi avaliada em duas situagdes distintas:
durante o bloqueio periférico dos receptores opiodides através do pré-tratamento sistémico
com naloxona quaterndria, visando-se obter apenas os efeitos do fentanil sobre o SNC; e
durante o pré-tratamento com naloxona i.c.v. em dose desprovida de efeito sistémico
significativo, visando avaliar somente a acdo do fentanil sobre os receptores opidides
localizados periféricamente.

O L-NAME ¢ um andlogo da L-arginina, que possui a capacidade de inibir de
maneira competitiva a NO sintase endotelial (eNOS), enzima responsavel pela sintese de
NO endotelial (Hobbs e col., 1999). J4 esta bem definido na literatura que o bloqueio agudo
e cronico da via L-arginina-NO induz vasoconstric¢ao sistémica (Gardiner e col., 1993) e
coronariana (Humphries e col., 1991). Apesar das células cardiacas serem capazes de
sintetizar NO, o endotélio representa a principal fonte de NO, e faz parte do sistema de
regulacdo do fluxo sangiiineo coronariano (Komaru e col., 2000). Mais ainda, a liberagao
basal de NO pelas células endoteliais exerce efeito vasodilatador tdnico sobre a circulacio
coronariana (Sonntag e col, 1992). A vasoconstric¢do coronariana e a consequente reducao
do fluxo sanguineo coronariano ap6s a inibi¢do farmacolédgica da biosintese de NO ja
foram descritos em diferentes espécies de animais, tais como coelhos (Humphries e col.,

1991), caes (Sonntag e col, 1992), cobaias (Kelm e Schrader, 1990) e ratos (Amrani, 1992).
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Moreno Junior e colaboradores (1997) demonstraram que a administragdo aguda de L-
NAME, em dose semelhante aquela usada na primeira parte do presente estudo, resultou
em necrose de 80% da regido subendocardica do ventriculo esquerdo em ratos. Assim,
esses dados confirmam que a inibi¢do da sintese de NO pelo L-NAME, juntamente com a
hiperatividade simpatica induzida pela administragdo i.c.v. de L-glutamato, tem como
conseqiiéncia intensa vasoconstriccdo sistémica e coronariana e aumento do consumo de
oxigénio pelo miocardio, resultando em isquemia miocardica global aguda, conforme visto
em nosso trabalho (Catelli e col., 2003; Lessa e col., 2004).

O efeito do tratamento com L-NAME em reduzir o fluxo coronariano também pode
ser verificado através do perfil hemodindmico apresentado pelos animais que receberam
esta droga. Em nosso modelo experimental, o tratamento sistémico com L-NAME (40
mg/kg i.v.) induziu aumento moderado mas significativo da pressdo arterial, porém, foi
acompanhado de também significativa reducdo do indice de +dP/dt,., mostrando que a
reducdo na capacidade contratii do miocardio ndo permitiu que ele se adaptasse
adequadamente ao aumento da pos-carga. Sabe-se que, em situacdes fisiologicas, a
elevagdo da resisténcia vascular sistémica que resulta em aumento da pressao arterial, ¢
acompanhada de aumento proporcional da contratilidade miocéardica para manter estavel o
débito cardiaco. Desta forma, o perfil hemodindmico, de aumento da pressdo arterial
sistémica com queda significativa da contratilidade miocéardica nos animais tratados com L-
NAME, sugere fortemente também que a vasoconstriccdo coronariana causada pelo
bloqueio da sintese de NO levou a redugdo do fluxo sangiiineo para o miocardio ao ponto
de limitar sua capacidade contratil, o que impediu que o corag¢do se adaptasse de maneira
adequada a esta nova situagdo. Além disso, ¢ interessante notar que a elevagdo da pos-carga

apods a administragdo isolada de L-glutamato i.c.v. nos animais do grupo controle I (sem L-
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NAME), ndo foi capaz de gerar as mesmas manifestagdes eletrocardiograficas de isquemia
vistas no grupo controle II (com L-NAME), demonstrando assim que as alteragdes
eletrocardiograficas observadas nos animais pré-tratados com L-NAME e submetidos a
hiperatividade simpatica central ndo esta relacionada com o aumento da pés-carga, e sim ao
sofrimento isquémico do miocardio. Mais ainda, as arritmias ventriculares e as alteragdes
de isquemia miocardica foram vistas no ECG imediatamente ap6s a ativagdo do SNC com
L-glutamato em animais pré-tratados com L-NAME, demonstrando que a associacdo de
hiperatividade simpética com reducdo do fluxo sangiiineo coronariano pode ser altamente
deletéria para o coracdo. Esta observagdo tem especial interesse para a anestesia em
pacientes idosos e/ou portadores de doenca cardiovascular que cada vez mais sdo
submetidos a procedimentos cirargicos de grande porte e alta complexidade, enfatizando a
importancia que a prevencdo da hiperatividade simpatica possui dentro da moderna
anestesiologia. Na verdade, segundo Lawson e Johnson (2003) na primeira frase do
capitulo sobre a fisiologia e a farmacologia do sistema nervoso autdbnomo, do tratado de
Anestesia Clinica de Paul Barash: “A anestesiologia ¢ a pratica da medicina autonomica”.
Os resultados iniciais do presente estudo mostraram que as alteracdes
eletrocardiograficas de isquemia e a incidéncia de arritmias ventriculares foram
significativamente reduzidas ou mesmo completamente abolidas nos animais tratados
sistemicamente com o fentanil. E interessante perceber como o fentanil, apesar de ter
apresentado efeitos cardioprotetores significativos, ndo foi capaz de bloquear a resposta
excitatoria hemodindmica resultante da estimulagdo farmacoldgica do SNC, mesmo na
maior dose utilizada neste trabalho. Na literatura podemos encontrar achados semelhantes a
este, como por exemplo, a incapacidade dos agentes opidides de bloquear a resposta

hipertensiva disparada por estimulos de alta intensidade como na esternotomia para
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realizacdo de cirurgia cardiaca (Bailey e col, 2000). Esse fato talvez possa ser explicado
pelo fato da agdo periférica dos opidides ser maior sobre o coracdo, que expressa Os
receptores opidides em grande quantidade (Pugsley, 2002), do que sobre os vasos
sangiiineos. Dessa forma, durante estimulos de grande intensidade, quando h4 grande
liberagdo periférica de catecolaminas, os opidides podem oferecer cardioprotecdo sem
bloquear a resposta hipertensiva correspondente, diferentemente da cardioprotecao
conferida pelas drogas bloqueadoras dos receptores 3 e o adrenérgicos.

Outro achado do presente estudo, confirmado nos dois diferentes protocolos
utilizados, foi que mesmo quando utilizado em baixa dose (5 pg/kg) o fentanil foi capaz de
reduzir de maneira significativa a incidéncia de extra-sistoles ventriculares, e de reduzir
drasticamente (protocolo II) ou mesmo de abolir completamente (protocolo I) a incidéncia
de taquicardia ventricular apds a estimulacdo simpatica nos animais isquémicos. Este
achado tem um grande valor clinico, pois ratifica a importancia do uso dos agentes opidides
na pratica anestésica para, além de oferecer potente analgesia, prover estabilidade
hemodinamica e aumentar o limiar arritmogénico durante o periodo peri-operatorio, em
especial nos pacientes portadores de cardiopatia isquémica.

A partir de evidéncias encontradas na literatura podemos sugerir que os efeitos
cardioprotetores do fentanil parecem estar relacionados a dois componetes distintos: um
efeito central reduzindo as descargas simpdticas e outro periférico por agdo direta nos
receptores opiodides localizados no coragdo. Neste contexo, Laubie e Schmitt (1983)
demonstraram que a administracdo sist€émica de fentanil induz efeito simpato-inibitorio
central mediado por receptores opidodes no bulbo raquidiano. Além disso, evidéncias

clinicas (Latson e col., 1992; Komatsu e col., 1992) e experimentais (Flacke e col., 1985)
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sugerem que os efeitos cardiovasculares dos agentes opidides estdo relacionados a
alteracdes na balanga simpato-vagal, favorecendo a reducdao da atividade simpatica e
aumentando a tonus vagal, o que por sua vez reduz incidéncia de arritmias. De maneira
semelhante, as drogas anti-hipertensivas de ag¢ao central, tais como clonidina, rilmenidina e
moxonidina, que sabidamente tem mecanismo de agdo relacionado a redugdo da atividade
simpatica central, apresentam efeito antiarritmico significativo também relacionados a
modula¢ao da atividade simpatica central (catelli e col., 2003). Nesse contexto, Mammoto ¢
colaboradores (1996) demonstraram a agdo anti-arritmica da rilmenidina por reducdo da
atividade simpética central no modelo de arritmia ventricular induzidas pela administragao
da adrenalina em cdes anestesiados com halotano, achado que também enfatiza a
importancia da modulag¢do autondmica durante a anestesia.

Os resultados do presente trabalho mostraram que os efeitos antiarritmicos do
fentanil sdo dissociados dos efeitos antiisquémicos, ou seja, aparentemente o efeito redutor
da incidéncia de arritmias ndo esta relacionado com o efeito redutor da area infartada. No
protocolo I foi verificado que o fentanil na dose mais baixa (5 pg/kg) reduziu o nimero de
CVPs e a incidéncia de taquicardia ventricular de maneira significativa, sem alterar a
incidéncia de alteragdes eletrocardiograficas de isquemia miocéardio (deslocamento do
segmento ST e inversdo de onda T). Somente na maior dose (50 pg/kg) o fentanil foi capaz
de reduzir, de maneira significativa, a incidéncia de alteracdes eletrocardiograficas
indicativas de isquemia e a ocorréncia de arritmias. Mais ainda, todas as doses de fentanil
utilizadas no protocolo I foram capazes de reduzir o numero de CVPs e a incidéncia de
taquicardia ventricular de maneira muito semelhante. Entretanto, quando se observam os

efeitos dessas mesmas doses sobre a isquemia € possivel perceber que houve uma resposta

105



DISCUSSAO

dependente da dose, mas que alcangou significancia estatistica somente na dose de
S50ug/kg.

Nossa hipotese inicial era que o fentanil na dose de 5 pg/kg, por sua alta afinidade
pelo tecido neural, teria uma ac¢do predominantemente sobre o SNC e nervos periféricos
reduzindo a origem e a transmissdo das descargas simpaticas, o que pode explicar o efeito
anti-arritimico. Por outro lado, na maior dose o fentanil poderia ter, além da agdo central,
efeito mais pronunciado diretamente sobre os receptores opiodides localizados no miocardio,
exibindo entdo seu efeito antiisquémico.

Os resultados do protocolo II foram consistentes com a hipdtese levantada a partir
dos resultados do protocolo I, pois a dose de fentanil 50 pg/kg também exibiu efeitos
antiarritmicos e antiisquémicos significativos nos animais submetidos a ligadura
coronariana e hiperatividade simpdtica central. Porém, quando os animais foram pré-
tratados sistemicamente com a naloxona quaternaria, antagonista dos receptores opidides
que ndo atravessa a barreira hematoencefalica, permitindo que o fentanil agisse somente
nos receptores localizados no SNC, o efeito antiarritmico foi mantido apesar da perda do
efeito antiisquémico, sugerindo que o efeito antiarritmico do fentanil se d4 por uma agado
predominantemente central. Da mesma maneira, quando foi administrada naloxona i.c.v.,
na tentativa de bloqueio dos receptores opidides no SNC, permitindo a acdo periférica do
fentanil, o efeito antiarritmico desapareceu, mesmo com uma reducao significativa da area
de infarto, sugerindo o efeito antiisquémico se da predominantemente por acdo periférica.
Nossos resultados permitem afirmar que o tratamento sistémico com fentanil na dose de 50
ng/kg em coelhos possui efeito antiarritmico de origem central, por reducdo da atividade
simpatica, e efeito antiisquémico periférico, por a¢do direta do fentanil sobre os receptores

opioides localizados no miocérdio, possivelmente sobre o subtipo 9.
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Apesar de ser preferencialmente um agonista do subtipo p dos receptors opidides, o
fentanil é capaz de se ligar aos subtipos de receptores & e k (Martin, 1983). Dentre os
diversos agonistas dos subtipos dos receptores opiodides, os agonistas dos receptores 6 tém
demonstrado efeito protetor contra lesdo isquémica, sendo o efeito cardioprotetor dos
agentes opioides atribuido, quase que exclusivamente, a esse subtipo especifico dos
receptores opiodides (Schultz ¢ Gross, 2001). Utilizando o modelo in vivo de isquemia
regional em ratos, Schultz e colaboradores (1998) relataram que agonistas do subtipo 9,
reduzia a area de infarto, e que antagonistas deste subtipo de receptor, mas ndo dos subtipos
u e k, eram capazes de eliminar a cardioprote¢do conferida pela morfina. Os subtipos de
receptores opidides O e k estdo bem caracterizados no coragdo de ratos (Wittert, 1986),
porém a existéncia do subtipo 1 ndo ¢ confirmada. Estudos de identificagdo de receptores
em ratos ndo demonstraram a expressao dos receptores 1 no coracao intacto (Wittert, 1986)
nem nos miocitos cardiacos (Zimlichman e col, 1996). Nao existem dados disponiveis na
literatura que confirmem a presenca ou a auséncia dos receptores | no miocardio de
coelhos. Porém em humanos, um estudo utilizando de mapeamento de receptores através da
técnica de tomografia por emissdo de positron demonstrou a expressdo dos subtipos de
receptores opidides p e 6 no miocardio de pacientes (Vilemagne, 2002), fato que poderia
reforcar ainda mais o papel do fentanil na anestesia dos pacientes cardiopatas.

Entretanto, sabe-se que os subtipos de receptores opidide p e & possuem 58% de
homologia em sua estrutura protéica (Reisine e Bell, 1993), essa grande similaridade
poderia justificar os efeitos do fentanil sobre o subtipo J, pois em altas doses o fentanil
deixaria de atuar preferencialmente no subtipo p e também agiria no subtipo J, exercendo

asiim, um efeito antiisquémico direto no miocardio.
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Em relagdo aos efeitos antiarritmicos, apesar de nossos resultados claramente
demonstrarem que este efeito ¢ resultante da a¢do do fentanil mediada pelos receptores
opioides, diferentes estudos experimentais tém apresentado resultados conflitantes sobre o
efeito protetor ou potencializador de arritmias dos agonistas e antagonistas opidides durante
a isquemia e reperfusdo miocardica.

De fato, os efeitos antiarritmicos dos agentes opidides podem estar também
relacionados com mecanismos periféricos dependentes e independentes dos receptores
opioides. Nesse contexto, estudos utilizando derivados quaternarios dos antagonistas dos
receptores opidides que ndo atravessam a barreira hemato-encefalica, demonstraram em
ratos (Sitsapesan e Parratt, 1989) e em coelhos (Murphy e Murphy, 1999) anestesiados
efeito antiarritmico da naloxona e da naltrexona quaterndrias, respectivamente. Estes
trabalhos sugerem que o efeito protetor contra as arritmias de origem isquémica ¢ derivado
do bloqueio periférico dos receptores opidides. Mais ainda, no trabalho de Murphy e
Murphy a administragdo concomitante de morfina bloqueou o efeito antiarritmico da
naltrexona quaternaria.

Além disso, estudos utilizando agonistas e antagonistas opidides em neurdnios de
ratos sugerem que, além das a¢des mediadas pelos receptores opiodides, esses compostos
exibem também efeitos independentes dos receptores opidides (Pugsley, 2002). Sabe-se que
os canais de Na' dependentes de voltagem sdo responsaveis pelo processo inicial da
despolarizacdo da membrana e pela condugdo do potencial de agdo nas células
eletricamente excitaveis, o que resulta na contracdo cardiaca e/ou na transmissdo do
impulso elétrico nos nervos. Canais de K’ sdo responsaveis pela repolarizagio da
membrana celular e cessagdo do potencial de a¢do nas células excitaveis. De maneira

interessante, ja foi demonstrado que a morfina e a naloxona tém a capacidade de
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diretamente inibir correntes de Na™ ¢ K', em preparagdes utilizando tecido nervoso e
cardiaco (Pugsley, 2002). Essas propriedades bloqueadoras de canais de Na" e K' da
morfina poderiam colocam a morfina respectivamente como classe I e III segundo a
classificagdo de Vaughan-Williams para agentes antiarritmicos.

E possivel que os resultados conflitantes a respeito da acgdo antiarritmica dos
agonistas e antagonistas opiodides esteja relacionada a diferengas de modelos e protocolos
experimentais utilizados nos diferentes estudos. Diferencas relacionadas principalmente
com a espécie estudada, tempo de isquemia e reperfusdo ¢ a dose dos agentes opidides
poderiam explicar parcialmente a discrepancia entre os resultados. Desta forma, se tornam
necessarios estudos clinicos controlados que possam esclarecer de uma maneira mais
definitiva o papel dos agentes opidides na prevengdo e no tratamento das arritmias
ventriculares de origem isquémica.

Os efeitos cardioprotetores do fentanil sobre a hemodindmica foram mais evidentes
durante a reperfusdo do que durante a isquemia. De fato, o tratamento com fentanil na dose
de 50 pg/kg induziu uma reducgdo significativa do desempenho do ventriculo esquerdo,
caracterizada por queda da PSVE, do +dP/dty.x ¢ da —dP/dt,.x. Porém, ¢ interessante
perceber como esse efeito ndo foi acompanhado de queda concomitante da PAM,
sugerindo, ao invés de um efeito depressor hemodinamico, um efeito redutor do consumo
de oxigénio em situagdes criticas. Mais ainda, o fentanil foi capaz de reverter o efeito
depressor cardiovascular do pré-tratamento com naloxona quaternaria, elevando a PAM, a
PSVE, o +dP/dtmax € 0 —dP/dtma. Além disso, o fentanil foi capaz de preservar os
parametros hemodinamicos durante todo o periodo de reperfusdo. Um efeito semelhante foi
observado no grupo que recebeu fentanil na presenca apenas do bloqueio dos receptores

opidides centrais (Nal i.c.v + Fent 50), sugerindo que esse efeito ¢ por agdo periférica do
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fentanil, provavelmente por agdo direta no miocardio. Estudos realizados em pacientes com
IAM (Wang e col.,, 1997) e em ratos submetidos a lesdo por isquemia e reperfusdo
miocardica (Wang e col., 1997) demonstraram que a morfina atenua a ativacao endotelial e
de neutrofilos, além de reduzir a quantidade de moléculas de adesdo no sangue, o que
sugere um possivel efeito cardioprotetor dos agentes opidides por redu¢do do processo
inflamatorio durante o periodo de reperfusao.

Os mecanismos de sinalizagdo envolvidos na cardioprote¢ao mediada pela ativagdo
dos receptores opidides ainda ndo estdo completamente esclarecidos, e uma discussio
profunda sobre este assunto esta fora dos objetivos do presente trabalho. Entretanto, devido
a importancia cada vez maior da compreensdo dos eventos celulares que precedem um
efeito terapéutico, com base em dados da literatura (Kato e Foéx, 2002; Schultz e Gross,
2001) podemos sugerir que a cardioprotecdo relacionada com os agentes opidides envolve
uma interferéncia na magnitude do potencial de agdo do midcito através de mecanismos
associados a abertura de dos canais de K™ dependentes de ATP (canais de Karp) presentes
na membrana celular. Nesse sentido, a ativagdo do receptor opidide € capaz de estimular a
adenilato ciclase contribuindo para formacdo de AMP ciclico. O aumento da concentragdo
intracelular de AMP ciclico que vai ativar a fosfolipase C (PLC), que cliva fosfoinositideos
de membrana de membrana produzindo 1,4,5-trifofosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP; é capaz de aumentar a concentragio intracelular de Ca™ aumentando o
influxo pelos canais de Ca’ na membrana celular e liberando dos estoques intracelulares
presentes no reticulo sarcoplasmatico (RS). O aumento da concentragio de Ca™"
intracelular e de DAG estimulam a proteina quinase C (PKC), que por sua vez promove a
abertura dos canais de Karp provavelmente via proteina cinase ativada por mitégeno

(MAPK) (figura 25). A abertura dos canais de Katp ¢ considerada como o principal

110



DISCUSSAO

componente da cardioprotecdo subseqiiente a ativacdo periférica dos receptores opiodides.
Tal efeito esta relacionado com a manutencdo da osmolaridade celular. Além disso, os
canais de Karp tém capacidade de encurtar a duragdo do potencial de ag¢do e de proteger a
célula da sobrecarga de Ca'" intracelular durante a isquemia. Estudos em midcitos
cardiacos demonstraram que os canais de Karp também aumentam a concentraciao
intracelular de radicais livres, o que por mecanismo de retrocontrole positivo amplifica a
ativacao (abertura) desses canais (McPherson e Yao, 2001). Os canais de Karp, presentes
no coragdo, tem atividade regulada pela relagdo ATP/ADP, assim como pela PKC e

MAPK.
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Figura 25: Mecanismo de ac¢do envolvido na cardioprote¢do dos opidides.

A dose de fentanil que mostrou os melhores efeitos cardioprotetores em nosso
estudo foi a de 50 pg/kg. Como ndo se conhece exatamente a dose e a concentragdo
plasmatica de fentanil necessarias para induzir efeito anestésico em coelhos, e em funcao da

grande variacdo da farmacodindmica entre espécies, ¢ muito dificil inferir se as doses
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utilizadas em nosso estudo estavam ou ndao dentro de um “intervalo terapéutico”.
Clinicamente, a concentragdo plasmatica de fentanil alcangada em anestesia para cirurgia
cardiaca ¢ de 10 a 30 ng/ml, utilizando-se para isso uma dose de indugdo de 30 pg/kg
seguida de infusdo continua de 0,3 pg/kg/min (Wynands e col., 1983). Experimentalmente,
a concentracdo plasmatica necessaria de fentanil, quando administrado isoladamente, para
alcangar anestesia cirargica em caes ¢ maior do que 500 ng/kg (Bailey e col., 1987). Além
disso, em pequenos roedores as doses (por quilograma de peso) em geral necessarias para
atingir o efeito desejado também sdo muitos maiores do que aquelas utilizadas em humanos
(Kissin e col., 1991; Celerier 2000).

Entretanto, evidéncias mais recentes sugerem a dose efetiva de drogas como
fentanil, remifentanil, tiopental, cetamina, adenosina, lidocaina e isoflurano em coelhos sdo
muito similares com aquelas utilizadas em humanos (Hayashida e col., 2004), Com base
nisso, ¢ razoavel sugerir que resultados obtidos a partir de modelos experimentais
utilizando coelhos possam ter maior relevancia clinica. Além do que, mais importante que
as questdes acerca da dose e do modelo, ¢ a demonstracdo que o fentanil reduz de maneira
significativa a incidéncia de arritmias, de eventos isquémicos ¢ a mortalidade em nosso
modelo experimental. Mais ainda, considerando que o fentanil ¢ muito utilizado em
anestesia, torna-se mais pratico aproveitamento de seu grande potencial em oferecer de
cardioprotecdo a pacientes portadores de cardiopatia isquémica que venham a apresentar

eventos isquémicos durante o ato anestésico-cirurgico.
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8 - CONCLUSOES

Em conclusao, nossos resultados mostram que o fentanil, agente opioide de larga
utilizagao clinica, ¢ capaz de induzir cardioprote¢do significativa por efeitos antiarritmicos
e antiisquémicos. Os efeitos antiarritmicos do fentanil se caracterizam por redug¢dao do
numero de extra-sistoles, da incidéncia de bigeminismo e de taquicardia ventricular,
enquanto seus efeitos antiisquémicos se caracterizam por redugdo das alteragdes
eletrocardiograficas de isquemia (deslocamento do segmento ST e de inversdo da onda T),
diminui¢do da area de infarto e preservacido da fungdo ventricular apés a isquemia. Os
resultados do presente trabalho tém relevancia clinica porque confirmam a utilidade dos
opidides na prevencdo de arritmias e isquemia miocardiaca no periodo peri-operatorio.
Além disso, abre a possibilidade do estudo e desenvolvimento de novas drogas a serem

utilizadas em anestesia com potente efeito analgésico e propriedades cardioprotetoras.
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