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RESUMO

Foi realizado em nosso laboratério modificacbesméodo tradicional de Langendorff para
adequadamente re-circular a solucéo que perfurtdeagao. Este tipo de perfusdo, denominada
“Fechada”, minimiza, por exemplo, gastos excessemwstestes com farmacos de alto custo.
Contudo, apesar das vantagens citadas para aagiioulechada, estudos anteriores realizados no
mesmo laboratério, mostram que, diferente do métmddicional de perfusdo descrito por
Langendorff, no qual o coragdo tem seus paramefwosionais mantidos estaveis por
aproximadamente 120 minutos, no sistema de pertrsadrcuito fechado com baixo volume de
solucao (100 ml), estes parametros decaem sigiviraente em 60 min. Levantamos a hipotese
de que uma ou mais substancias cardiodepresstaasmssendo liberadas pelo proprio coracao
na solucdo circulante, sendo estas possivelmeldeiaeadas ao sistema nervoso autondmico
intrinseco cardiaco. Propusemos entéo neste tabadiliar fatores associados a este sistema que
poderiam estar envolvidos na queda dos paramedrd$éacos de coragdo isolado em montagem
de Langendorff em circuito fechado com baixo voluomeulante (100ml). Para isso, duas
abordagens foram realizadas: 1%) Avaliamos a fumadidade de coracdes perfundidos em
circuito fechado (anteriormente perfundido em cta@berto) com a solugcdo proveniente de
outro coragdo que estava em circuito fechado e swanfuncionalidade ja comprometida; 22)
Avaliamos o efeito de agonistas e antagonistasistensa nervoso autondmico em diferentes
grupos experimentais e contrastamos com os pam@srdis grupo controle em circuito fechado
com volume circulante de 100 ml (CCF). Em ambasrddmens foram quantificados trés
parametros fisiolégicos do coracéo: frequénciaiaas] pressdo ventricular esquerda e fluxo da
perfusdo cardiaca. Os resultados deste estudoamogtre: (1) a(s) substancia(s) que provoca(m)
a queda dos parametros cardiacos € (séo) libeyaudgsproprio coracdo e mantém-se presente
na solucdo de perfusédo, (2) a queda da funciomi#idardiaca é mediada de maneira importante
pelo sistema colinérgico muscarinico pois, em 3Qutols, 0 antagonista seletivo colinérgico
muscarinico (atropina) atenua em aproximadamerie &@Queda dos parametros cardiacos, em
relacdo ao CCF. A estimulagdo com anti-colinesiepai-isostigmina) e com agonista seletivo
(carbacol) intensifica, em relacdo ao CCF, a quedaparametros também em 30 minutos; (3) o
sistemg3-adrenérgico cardiaco também tem um papel impertzen manutencdo dos parametros
avaliados pois, em 20 minutos, 0 agonista seléisaproteronol) atenuou, em relacdo ao CCF, a
gueda dos parametros, enquanto que o bloqueiaécgico muscarinico pelo antagonista
seletivo (propranolol) intensificou a queda despesametros. Considerando os resultados
concluimos que: 1) A substancia que causa a quedandionalidade de coracdes isolados em
circuito fechado com baixo volume circulante est solucdo circulante; 2) A queda da
funcionalidade de coragfes isolados, nestas coeglig&perimentais, € mediada de maneira
importante por mecanismos colinérgicos muscarinamsnados por substancia intrinseca do
coracao (provavelmente acetilcolina) liberada dacdm circulante; 3) O sistenflaadrenérgico
tem responsabilidade direta sobre a manutencdontiohalidade cardiaca de coracdes isolados
de ratos com baixo volume circulante, provavelmesmtenado pelo seu neurotransmissor
(noradrenalina). 4) A abordagem utilizada, ou sejde fazer medicdes fisiologicas do coragéo
em preparacdo de Langendorff, em circuito fechamon diferentes volumes circulantes,
constitui-se ferramenta metodoldgica util para gbair com o aprofundamento do estudo do
papel deste tipo de modulac&o sobre o coragéo.

Palavras-chave: Preparacdo de Langendorff, coragcdo isolado, mod@lolagutonémica,
antagonistas autondmicos, agonistas autonémicos.
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ABSTRACT

It was carried out in our laboratory modificatioimsthe traditional method of Langendorff to
adequately recirculate the heart perfusion solutims type of perfusion, so-called "Closed
Circulation" minimizes, for example, expenses stsewvith high cost drugs. However, despite the
Closed Circulation advantages, the previous studased out in the laboratory show that,
distinct of the traditional method of perfusion ddésed by Langendorff (Opened Circulation), in
which the heart keeps its functional parametetslestar 120 min., in Closed Circulation System,
with low circulating volume (100 ml), these paraerstdecay significantly in 60 min. We
supposed that one or more depressing cardiac swkstavere released by the own heart in the
circulation solution, being these substances plssédated to the intrinsic cardiac autonomic
nervous system. Taking this into account, we haepgsed to evaluate factors associated to this
system that could be involved in the decay of thediac parameters of isolated heart in Closed
Circulation (100ml). Two approaches have beeneadmiut: 1) We evaluate cardiac functionality
in Closed Circulation (previously perfusion in OpdrCirculation) with the solution taken from
other heart that, in turn, was in Closed Circulatiand already with its functionality
compromised; 2) We evaluate the effect of agorasid antagonists of the autonomic nervous
system in different experimental groups and cotdthshem with the parameters of the control
group in closed circuit with circulating volume B0 ml (CCC). In both approaches its has been
guantified three physiological parameters of therheardiac frequency, left ventricular pressure
and cardiac perfusion flow. The results show t{igtthe substance (or substances) that provokes
the decaying of the cardiac parameters is relebgettie own heart and, it (or they) remained
present in the perfusion solution, (2) the cardiawtionality decaying is importantly mediated
by the cholinergic muscarinic system consideringt,thn 30 min., the selective colinergic
muscarinic antagonist (atropine) attenuates apprabaely in 70% the cardiac parameters
decaying, in relation to the CCC. The stimulatiothwanticholinesterasic (physostigmine) and
selective cholinergic agonist (carbachol) inteesifiin relation to the CCC, the decaying of the
parameters also in 30 min.; (3) t@drenergic cardiac system also plays an importdatin the
parameter maintenances. In 20 min., the selectivenargic agonists (isoproteronol) attenuated,
in relation to the CCC, the parameter decaying,red the cholinergic muscarinic blockade by
the selective antagonist (propranolol) intensitieel decaying of the parameters. Considering the
results we conclude that: 1) the substance thegecthe isolated heart functionality decaying in
Closed Circulation condition is in the circulatirsglution; 2) the functionality decaying of
isolated hearts, in these experimental conditiassjmportantly mediated by cholinergic
muscarinic mechanisms activated by intrinsic healistance (probably acetylcholine) released
in the circulating solution; 3) th@-adrenergic system has direct role on the mainanai the
cardiac functionality of isolated rat hearts withwl circulating volume, probably due to the
activation of its neurotransmitter (noradrenalid).the approach of performing physiological
measurements of the heart in Langendorff preparaitio Closed Circulation with different
circulating volumes, consists in a useful methodwlal tool for the study of the heart automomic
modulation.

Keywords: Langendorff preparation; isolated heart, autononmmdulation, autonomic
antagonists, Autonomic agonists.
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1 INTRODUCAO

1.1 BREVE HISTORICO DA TECNICA DE LANGENDORFF

Em 1898, um médico fisiologista aleméo conhecidma@dlscar Langendorff (1853-
1909) publicou trabalho intituladdUntersuchungen am uberlebenden Saugertierhersea”
revista Pfliigers Archive fur der Gesamten Physiolog® qual descreveu um método para
perfundir e manter vivo um coragdo isolado de mamif(ZIMMER, 1998). Desde entéo,
numerosos estudos que levam a importantes desaslsetire fisiologia e farmacologia cardiaca
foram desenvolvidos utilizando a técnica de pedutgicoracdes isolados de mamiferos descrita
por Langendorff em 1895 (HILEt al, 2005).

O proprio Langendorff com o uso do método realigzandes contribuicbes para a
fisiologia cardiaca. Isto inclui a demonstracaade o coracao recebe seus nutrientes e oxigénio
do sangue através da circulacédo coronariana e gdarmpas nesta circulacao reflete diretamente
na funcdo mecanica do coragdo (LANGENDORFF, 18R&)gendorff confirmouambém as
observacdes precedentes a respeito do efeito copicai negativo pela estimulagdo do nervo
vago e da administracdo dos agonistas muscarirasesn como o efeito cronotropico positivo
da atropina. Foi ele quem também observou que retolale potassio provoca ataque cardiaco
(LANGENDORFF, 1898; TAEGTMEYER, 1995). Apesar deasdescoberta fundamental a
respeito da circulagdo coronariana ndo ser extemste mencionada, ela é a porta para a nova
era da fisiologia cardiaca. Isso pode ser ilustpataalguns exemplos selecionados, como segue.

Em 1899, Coats demonstrou que o0 sangue usado anginte por Langendorff para
perfundir os coracfes poderia ser substituido ppmeio salino enriquecido com glicose. Sua
descoberta foi uma das primeiras etapas seguidaKmbs e Henseleit para elaborar a
composicao da solucao de perfusao de tecidos déferas(TAEGTMEYER, 1995).

Bayliss, em 1902, mostrou que as artérias tém actafstica de distencdo plastica
esticando-se rapidamente, o que foi a base parassonconhecimento sobre autorregulacao
miogénica, que posteriormente foi investigada [@oiog pesquisadores nas circulacées de outros
orgaos (DORING & DEHNERT, 1987). Schaeffer, em 198dblicou as descobertas a respeito
dos nervos vasomotores das artérias coronarids) assno os efeitos desta inervagédo que foi
também examinado por Wiggers em 1909 (GRANGER, 1998
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Foi Langendorff e Bornstein em 1906 que reconhecapae uma sistole prematura que
ocorre no periodo refratario absoluto do corac@dé ssguida por uma batida cuja forca de
contracdo apresenta maior amplitude do que qualguia sistole precedente (DORING &
DEHNERT, 1987). Este fenbmeno foi chamado de p@émpds-extrasistole, embora ele néao
seja tipico para todas as espécies, ocorrendo $emes seres humanos, camundongos e ratos.
Nestes coracdes, a distribuicdo Oatracelular proveniente do reticulo sarcoplasceéatiomina
o efluxo de C¥ mediado pela bomba N&a? Esta descoberta, feita com o uso da preparacéo
de Langendorff, foi a base subsequente para pestues descobrirem importantes informagdes
da funcao sistélica cardiaca em humanos (SKRZYRBP&INGet al, 2007).

Em 1914, Ernest Starling, usando uma preparac@omeao pulmao (heart-lung) isolado
junto com um instrumento para monitorar o volums d@entriculos, mostrou que o volume
contido no ventriculo tinha uma direta relacdo wwtume diastolico final (PATTERSON &
STARLING, 1914;STARLING & VISSCHER, 1927,GRANGER, 1998;ZIMMER, 2000).
Starling executou a maioria dos trabalhos experiaiggue relaciona a ejecéo cardiaca a pressao
de enchimento ventricular. Usou a preparacao dacéorpulméao (heart-lung) de cao e mostrou
gue quando o fluxo venoso foi aumentado pela efevda pressao venosa, o volume diastolico
cardiaco e o fluxo normal também aumentaram, sandwentado o comprimento diastélico da
fibra em ambos os casos (ZIMMER, 2000).

De fato, poucos modelos experimentais de oO6rgaosadee foram usados téo
extensivamente quanto a preparacao de coracadasdélangendorff (SKRZYPIEC-SPRING
et al, 2007). Esta técnica, que consiste basicamentperfasdo retrograda do coracdo via
canulacdo da artéria aorta, foi aplicada a pringioir fisiologistas, bioquimicos e morfologistas
para o estudo da biologia do coracdo. Posterioendmittambém utilizada por farmacologistas
para testar a acdo de diferentes drogas cardidesssusobre a vascularizagdo coronariana,
contracdo do musculo e frequéncia cardiaca (ZIMME®8). Hoje, diversos pesquisadores
cardiovasculares ainda utilizam esta técnica qapgrciona diferentes maneiras de se investigar
0 coracdo (SKRZYPIEC-SPRIN& al, 2007).

Entre outras aplicacdes, a técnica descrita pogémaorff € atualmente empregada em
estudos do efeito de uma Unica alteragdo no gewene/fisiologia do coragédo (TEVAEAR Al
al., 2002), assim como na investigacdo de novos mieiEpéuticos de protecdo cardiaca
(DOBSAK et al, 1999, WANG & TOKUNOet al, 2002; OHNCet al, 2003).
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Contudo, existem algumas limitacbes no método, taiso auséncia da influéncia
humoral normal e da regulagdo nervosa, assim corfhoxo coronariano elevado e o edema
durante a perfusdo. Por outro lado, o impacto ddstatacfes € compensado pela vantagem de
gue muitas informacgdes relevantes podem ser ob#idavirtude da simplicidade e elegancia
desta técnica. Além disso, os métodos de captaggipatametros biofisicos e bioquimicos foram
melhorados com o passar das décadas, aumentomsmero dos parametros que podem ser
obtidos usando este método, as medidas sao rejiwvedue os custos para implementacdo desta
técnica sdo relativamente baixos. Assim, estasagants predominam sobre suas limitacfes,
fazendo desta uma ferramenta bastante (til na @esquardiovascular e farmacoldgica
(SKRZYPIEC-SPRINGet al, 2007).

1.2 MOTIVACAO DO TRABALHO

Varios modelos experimentais de coracdo isolado diélm propostos e modificados a
partir da preparacao de Langendorff, sendo aindessa@rias melhorias para um modelo ideal de
estudos da funcdo do coracdo (ANal, 2002). Considerando-se que no método tradicideal
Langendorff a solu¢cdo usada para perfundir o tecaaiaco € descartada apos a perfusédo
(circuito aberto), modificacbes tém sido feitasapadequadamente re-circular a solugédo que
perfunde o coracdo. Este tipo de perfusédo, denalaitfeechada”, minimiza, por exemplo,
gastos excessivos em testes com farmacos de atm cu

Contudo, apesar das vantagens citadas para aag#iculfechada, estudos anteriores
realizados no Laboratdrio de Eletrofisiologia Caodi (LEC) na Universidade de Mogi das
Cruzes (NECCHI-JR, 2006; NECCHI-JR. al, 2006), mostram que, diferente da perfusdo em
circuito aberto, no qual o coracdo tem seus par@mduncionais mantidos estaveis por
aproximadamente 120 minutos, no sistema de pertrsadrcuito fechado com baixo volume de
solucdo (100 ml), estes parametros decaem sigintiraente até 60 mirde perfusadfigura 1A,
1B e 1C). Estes resultados indicam, por si sO, mwestigacbes mais aprofundadas da
funcionalidade do coracéo isolado em circuito felchainda sdo necessarias, principalmente
considerando que este procedimento tem sido ppustsive para processos de transporte do
coracdo para transplante (FITTQi¥ al., 2004). Assim, tendo em vista qué) & solucdo de
perfusdo, mesmo com baixo volume circulante mara@woncentracdo de glicose para a nutricao

do tecido cardiaco (figura 1D);920 pH e o volume de solugdo mantém-se essenciwmen
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constantes; 3 um dos parametros que decaiu significantementmndicdo de circuito fechado
(100 ml) foi a frequéncia cardiaca, levantamos @teise de que uma ou mais substancias
cardioativas estavam sendo liberadas pelo prémiacéo na solugdo circulante, sendo estas
possivelmente relacionadas aos nervos autondmica dardiacos. Propusemos entdo neste
trabalho avaliar fatores associados a este sistergpoderiam estar envolvidos na queda dos
parametros cardiacos de coracao isolado em montdgdrangendorff em circuito fechado com
baixo volume circulante (100ml).

A seguir, sdo apresentados os objetivos e os aspedtricos relacionados a este trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da modulacdo autondmica sodbreesposta funcional do coracao
isolado de rato na preparacdo de Langendorff ecnitorfechado com baixo volume circulante
(200 ml).

2.1.2 Objetivos Especificos

1 — Testar se as substancias que comprometem @stasgardiaca sao liberadas pelo proprio
coracgdo na solugao circulante.
2 — Testar se a queda da resposta funcional d@g@mm@ mediada pelos neurotransmissores

autondmicos.
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3 ASPECTOS TEORICOS

3.1 ANATOMIA FUNCIONAL E ELETROFISIOLOGIA CARDIACA

O coragdo compbe o sistema cardiovascular, comsideo principal sistema de
integragcdo do organismo (BERNE & LEVY, 2000). Elespecializado em bombear sangue para
os pulmdes, 6rgéos e tecidos. O coragdo estadadalianatomicamente levemente a esquerda do
centro do térax, no sentido antero-posterior, saa® seu apice € acentuadamente deslocado
para a esquerda (TORTORA & GRABAWSKI, 2002).

Nos mamiferos, a circulacdo se da da seguinte faraangue proveniente da circulacéo
sistémica chega ao atrio direito via veias cavaemor e inferior. Este sangue flui diretamente
para o ventriculo direito com ajuda da contracaaulim direito. O ventriculo direito, por sua
vez, inicia a denominada circulagdo pulmonar camd@ase e bombeando o sangue para 0s
pulmdes, via artérias pulmonares, onde ha a trasasa de C£por O (oxigenacdo sanglinea).
O sangue oxigenado, proveniente dos pulmdes, #ltd p atrio esquerdo do coracéo, via veias
pulmonares fechando a circulacdo pulmonar. O saogigenado proveniente dos pulmdes flui
diretamente para o ventriculo esquerdo com auwddi@ontracdo do atrio esquerdo. O ventriculo
esquerdo, por sua vez, bombeia o sangue via agérta, para todos os 6rgédos e tecidos do
corpo, iniciando a chamada circulagéo sistémicairéulagdo sistémica se fecha com o sangue
retornando ao atrio direito do coracdo, via veass superior e inferior (BABSK¥t al.,1989),
vide figura 2.

Para que o coracdo possa exercer sua funcdo mead@mibombeamento do sangue
arterial para todo o organismo é necessario quecéislas miocardicas sejam ativadas
eletricamente. De fato, a atividade elétrica dadtecardiaco dispara sua atividade mecéanica de
bombeamento da seguinte forma: a atividade elé&rigina-se automaticamente no nédulo sino
atrial (NSA) - também conhecido como marcapassaoralado coracdo - e, a partir dessa
estrutura, propaga-se pelo miocardio atrial atidgio nddulo atrio ventricular (NAV), onde
ganha o tecido especializado condutor dos ventscukbpresentado pelo feixe Hiés e seus
ramos e sub-ramos direito e esquerdo, terminandosiatema dePurkinje e ativando

sequencialmente toda a musculatura ventriculapdea base do coracao.
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Figura 2: Estrutura anatdmica do coragdo e a sequénciaigio $angiineo pelas camaras cardiacas inc
pelas setas, sendo que as setas pretas indicamesaegoso e as vermelhas indicam o sangue &
(modificado do GUYTON & HALL, 1997).
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A ativacdo elétrica ventricular inicia-se pelo ramliceito do feixe deHis, na regido
medial direita do septo interventricular, onde geimas regides medial e apical do ventriculo
direito. Com pequeno retardo, o impulso elétricoduzido pelo ramo esquerdo do feixeHis,
ativa a regido esquerda do septo interventriceag partir dai, as regides médio-apical do
ventriculo esquerdo. Finalmente, ativam-se as esgibasais ventriculares, pelo impulso
conduzido pelos sub-ramos antero-superiores dieeigsquerdo. Este processo de disparo da
atividade mecéanica de bombeamento de sangue attavatividade elétrica gerada e conduzida
no proprio coracdo guarda uma rigorosa organizasp@aco-temporal, de modo a prover a
adequada funcionalidade do coragéo.

Em vista disso o desempenho da funcdo de ofertareitencdo de um adequado fluxo
sanguineo tecidual pela bomba cardiaca esta nadipea de quatro propriedades elementares,
trés eletrofisiolégicas e uma mecanica. As propidled eletrofisiolégicas sdo especialmente
proprias do tecido excitocondutor do coragédo eugml oautomatismoa condutibilidadee a
excitabilidade enquanto que a propriedade mecéanicaan#ractilidade.

O automatismo €é a propriedade que tem o corac@erde sua propria ativacao elétrica, o
qual promove a contracao ritmica das células milicaés contrateis. Todas as fibras pertencentes
ao sistema condutor do coragdo s8o passiveis de-exrtitacdo, despolarizando
espontaneamente. No entanto, nem todas as fibsasguo igual automatismo, o que acarreta em
uma hierarquia no automatismo cardiaco. Com isbra com capacidade de se despolarizar
mais rapidamente ird assumir a funcdo de marcapemsiiaco, impondo a ritmicidade aos
batimentos cardiaco, sendo este o papel assunlndlSé.

A condutibilidade é a propriedade de conducéotilagdio elétrica no tecido cardiaco.
As células miocardicas possuem caracteristicadnatide condutibilidade, isto €, sdo capazes
de transmitir um estimulo gerado em uma parte dacéo para o resto do miocéardio. A
propagacao da atividade elétrica de uma célulaardaza para outra se efetua por areas de baixa
resisténcia elétrica através das juncdes GAP. Blgstmitos, a intercomunicacdo entre o0s
citoplasmas de células adjacentes faz com que eagdig intracelular de ions se iguale nas
células comunicantes, por isso, o potencial querepaga ao longo de uma célula produz
despolarizacdo parcial da célula adjacente. Isieigntdo, uma propagacdo de potencial que
estende o processo a novas fibras. O mecanismeegus até que toda a massa miocéardica seja

despolarizada, conferindo ao coracgéo sua propredadomba.
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A excitabilidade refere-se a propriedade que catalac cardiaca tem de excitar-se em
resposta a um estimulo elétrico, mecanico ou qoirgerando a ativacdo elétrica que pode
conduzir-se no tecido excitocondutor, ou gerar msposta contratil, no miocardio.

A contratilidade é a capacidade de contracdo dacéor que leva a ejecdo de um
determinado volume sangliineo para os tecidos eswaziamento do 6rgdo, sendo que esta
contracdo € uma resposta da fibra cardiaca a umudst No coracdo tem-se dois momentos
distintos de contracdes. No primeiro ocorre a @qdio atrial (sistole atrial), depois a contracao
ventricular (sistole ventricular), fundamental pque o sangue flua e siga o0 seu curso normal.

A seguir abordagens técnicas para avaliacdo dgstagriedades em pesquisas

experimentais

3.1.1 Avaliacéo das propriedades Cardiacas

As propriedades funcionais cardiacas relatadasriamhente sdo essenciais para o
funcionamento cardiovascular. O trabalho em coojudas propriedades cardiacas gera
parametros mensuraveis e sao importantes no diggmds inimeras patologias.

Trés parametros bastante investigados em pesgexgssimentais sao: a frequéncia
cardiaca, pressao ventricular esquerda e o flukmnesiano. Esses sdo parametros fundamentais
tanto nas investigacdes sobre fisiologia cardiacgeramental como nas pesquisas
farmacoldgicas.

A atividade elétrica do coracdo reflete a acdo rddsculo cardiaco durante a
despolarizacéo e repolarizacdo celular em todalo cardiaco, determinando a sua freqiiéncia.
Esta atividade quando captada reflete a somacan elétrica das fibras miocardicas, gerando
assim um tracado (captado através de eletrodosymdeado de “eletrocardiograma” (ECG), que
é tipicamente utilizado para diagnosticar arritmiaisveis anormais de eletrélitos (potassio) e
anormalidades do sistema de conducdo elétrica acardiEsta ativacdo elétrica consiste
basicamente de “potenciais de acao” (PA), que éamdmeno elétrico de despolarizacdo do
potencial de membrana propagavel no tecido exditdé@s PA’s sdo mediados pela abertura e
fechamento de canais iGnicos presentes na membedmar, notadamente os canais d€ Na
Cd" para inicio e conclusdo do disparo, &géra manutencdo e repolarizacdo do potencial de

membrana.
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A presséo ventricular é gerada pela forca de agitr do musculo cardiaco. Esta é
captada através de balBes inseridos no interiatedtriculo ou ainda pela onda gerada na saida
da artéria aorta no momento da contracdo ventricllmm isso € possivel avaliar o
comportamento contrati do coracdo diante de dagerpatologias, assim como, 0 seu
comportamento diante de substancias farmacologicas.

A medida do fluxo coronariano é ferramenta indigdeel no teste de substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras, assim comoesfe$ pds-periodos de isquemias. Este &
mensurado pela quantidade de solucéo de perfuséigagsa pelo coragcdo num determinado
lapso de tempo. Duas maneiras de mensuracio @eatagiro sdo bastante utilizadas sendo elas:
a determinagcdo do fluxo através de bombas de imfisdu mensura-se este parametro
crondmetrando o gotejamento da solugao ficata-bolha” instalado na coluna de perfuséo, ou
ainda, crondbmetrando a quantidade de solucdo cempéida do atrio direito, mantendo-se a
pressdo hidrostatica de perfusdo constante duvaskperimentoOs métodos de mensuracao ja
sdo usados por pesquisadores durante décadas, gqaadestes ja passaram por inameras
modificagbegZIMMER, 2000).

Embora independentes na manifestacdo funcionala aama das propriedades dos
diferentes componentes do aparelho cardiovascustd eob a influéncia reguladora e
diferenciada de uma parte do sistema nervoso:tensasnervoso autbnomo, que divide-se em
simpatico e parassimpatico. Diversas substanciacigculam pelo sangue, também influenciam
as propriedades funcionais cardiovasculares. Qiebjdas influéncias nervosas e humorais é a
promoc¢ao a curto, médio ou longo prazo de ajustefigcionamento do coracdo e dos vasos.
Dada a sua importancia para a funcionalidade azadia seguir abordaremos o papel da

modulag&o autondmica sobre o coracao.
3.2 ANATOMIA DA INERVA(;AO AUTONOMICA NO CORA(;AO

O sistema nervoso autondmico € dividido em doissistdmas: o Sistema Nervoso
Simpéatico (SNS) e o Sistema Nervoso Parassimpa(BNP) (KAWASHIMA, 2005;
KUKANOVA & MRAVEC, 2006). A inervacdo autondmica € controlada por centros
regulatorios na parte medial do cérebro, hipotalgmoate e medula. Esses centros regulatérios

integram os sinais que vém de outras areas doroéasbim como 0s estimulos aferentes que se
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originam dos baroreceptores e dos quimiorecepiisdsbuidos na pele, musculos e visceras.
Subsegientemente, os sinais eferentes (figuragBeseos tractos descendentes da parte lateral
da medula espinhal que termina nos corpos dasasélnbs porcdes intermediolateral e
intermediomedial da medula (MCDOUGALL & MCLEOD, 189

As fibras simpéticas deixam a medula espinhal dmgiro segmento toracico {Jlao
segundo segmento lombar, LAs fibras adrenérgicas que inervam o coracagiram-se nos
ganglios simpaticos Ta Ts; vide figura 3). O trajeto percorrido pelas fibadrenérgicas pelo
endocardio, segue as artérias coronarias da bageeaalo coracdo (DAEL al 1989).

A ativacao da porgao simpéatica do sistema nervomamico ou a elevagdo no nivel das
catecolaminas na fenda sinaptica podem resultaestinulagdo adrenérgica cardiaca e em
mudancgas subseqientes na poténcia contratil efedetibgicas do coracdo (POKROVSKKII,
2006). O sistema nervoso simpatico € um sistemaati@® neurohormonal, tendo com seu
principal neurotrasmissor a noradrenalina (NA), guexigida para preservar a homeostase
circulatéria durante o stress ambiental (AROR#al, 2001).

A fonte da sintese da noradrenalina € o amino-atiidsina, que € convertido para
diidroxifenilalanina e entdo a dopamina. A dopami@atransportada nas vesiculas de
armazenamento por transporte ativo e transformadaaradrenalina pela enzinfahidroxilase.

A acdo da noradrenalina na fenda sindptica é liaitprincipalmente por reabsorcfes nas
terminacdes dos nervos pré-sinapticos, porém adrenalina livre no citosol é degradada
rapidamente em diidroxifenilglicol pela monoaminddase e passa da membrana das células
pré-sinapticas para o espaco extracelular por @bfysssiva. A atividade simpatica aumentada
conduz, resumidamente, ao aumento da forca deag@iotre da freqiiéncia cardiaca (CARRIO,
2001).

Por outro lado, a inervacédo parassimpatica origena&o tronco cerebral e segue através
dos nervos vagos direito e esquerdo, que vao dgrraos nervos cardiacos superior e inferior
(figura 3). As fibras parassimpéticas inervam asgiimodulando a fun¢do dos nddulos sinoatrial
e atrioventricular. A inervacdo parassimpatica dwacdo € escassa se comparada com a
simpatica. Porém, apresenta uma densidade de fitasselevada na regido dos atrios, e menos

elevada na dos ventriculos, com grande signifieéegi ambos locais (CARRIO, 2001).
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O principal neurotransmissor produzido pelas fibreeyvosas parassimpaticas é a
acetilcolina (ACh). A ACh é sintetizada a partirrdacédo da colina (transportada ativamente pelo
transportador vesicular de colina) e a acetil-cmeaz\ (produzida pela mitocéndria) na
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Micleo dorsal do /
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Glossofaringee  (Quimiorecoptores
aferentes
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intermediolaterios da medunlo -
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Figura 3: llustracé@o da inervacéo cardiaca pelo sistemeoserautondmico, observamos o trajeto das ramificaca
simpética, parassimpatica e do nervo glossofaringgmonsavel pelas respostas reflexas cardiacadifidddo de
PURVESet al.,2001]).
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presenca da enzima colina acetil-transferase nosatit das terminacdes nervosas. O
neurotrasmissor entdo armazenado em vesiculadeéado na fenda sinaptica durante a
transmissdo nervosa. O mesmo tem afinidade petmEpt@es muscarinicos gMno tecido
cardiaco (LOFFELHOLZ & PAPPANO, 1985). A acdo d&Mé limitada pela acdo da
acetilcolinesterase (AChE). AChE transforma acdliibl@ em colina e &cido acético. A colina é
transportada ativamente para o interior do termimeal/oso colinérgico para a producdo de
novas moléculas de ACh. A atividade parassimpética auatkentesulta, resumidamente, na
inibicdo da frequiéncia e da for¢a de contracdoi@aead Ou seja, em um efeito oposto ao da NA.

3.2.1 Controle Cardiaco Simpatico

A nivel cardiaco, a ativacao simpatica resulta mmmento da freqUéncia cardiaca (efeito
cronotrépico), no aumento da contratilidade cawli@feito inotrdpico), e realca a conducao
atrioventricular (efeito dromotrépicopor exercer significante influéncia na producdo de AMPc
Conseqguentemente, o mecanismo pelo qual ativamptmes muscarinicos que regulam
respostas dependentes de AMPc e o significado fitese resultantes podem ser apreciados
inteiramente com a compreensao de como a estinusaggatica afeta o coragao.

A inervacdo simpatica € encontrada em todo o corécBVY, 1971), e a estimulacéo
simpatica pode produzir efeitos através da ativagBoreceptores e f-adrenérgicos no midcito
cardiaco (HARTZELL, 1988). Entretanto, é a singléaa do receptofi-adrenérgico que
influencia a atividade de canais idnicos cardisegeoduzirem AMPc. Multiplos subtipos de
receptoregi-adrenérgicos sdo expressados no tecido card&smiriclui os receptords e po-
adrenérgicos, que podem ativar respostas atravésAM®&c. Entretanto, o endogeno
neurotransmissor noradrenalina ativa seletivamenteceptorp;-adrenérgico, que € o subtipo
predominante de receptor encontrado em coracoemddferos (BRODDE & MICHEL, 1999).

A liberacdo do agonista conduz a ativacdo da prateG estimulatéria (§ do receptor-
adrenérgico, facilitando a troca de GTP para o GDR dissociacdo da subunidadedas
subunidade$y (FLEMING et al.,1992). Com a atividade GTP limitada, a subunid#gle vai
diretamente interagir com todos as isoformas daikde ciclase (AC) expressadas no tecido
cardiaco para estimular a produgédo do AMPc (ISHIKRA®HOMCY, 1997). Esse nucleotideo
ciclico pode entéo alterar a fungéo de canaisadragindo diretamente na proteina dos canais ou

indiretamente pela ativacdo da proteina kinase KAJPPelo menos um canal ibnico cardiaco
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parece ser afetado pela interacdo direta do AMRtaproteina do canal. Estes sédo os canais de
marcapasso expressado primeiramente nas célulasdas sinoatrial e atrioventricular tanto
guanto em células especializadas na conducacacaléwi coracdo de mamiferos adultos (ACCILI
et al., 2002). O cenario mais comum € dos canais idni@diacos regulados por AMPc
subsequente a fosforizacdo dependente de PKA (HARILZ1988). Os canais regulados desta
maneira incluem o canal de Téipo-L (TRAUTWEIN et al, 1987), canais de *Kretificados
atrasados (DUCHATELLE-GOURDORt al, 1989; MARXet al, 2002; KUROKAWAEet al,
2003), canais de Cdo regulador de condutancia transmembranica (HWAN@I., 1992), e
canais de Navoltagem dependentes (ONDal, 1993).

Acredita-se que o efeito do AMPc nos canais de ap@g€so gera um mecanismo
preliminar subjacente induzido simpaticamente adosena frequéncia do coracdo (ACCHtl
al., 2002), e o efeito da atividade da PKA nos canaisCd" consiste num papel chave no
regulamento simpético da contragdo do musculo azod(TSIEN, 1977). As mudancas em
canais C& e também na atividade dos canais dé pladem afetar a propagacéo de impulsos
elétricos através das mudancas na velocidade \ddaaté elétrica acima do seu curso (CHENG
et al, 1991). A atividade de canais de*Cé também um determinante importante da duracdo do
PA cardiaco, e na auséncia de outras mudancasidaduigimpaticamente, ativa canais dd*Ca
tipo L causando assim um prolongamento significatta contracdo muscular. Caso contrario
isto pode potencializar e conduzir ao desenvolvimee arritmias provocando a despolarizagéo
precoce e/ou causando a dispersédo da repolarizagéssibilitando circuitos de reentrada que
séo subsidios para géneses de arrit(@@&AILLARD et al, 2001).

3.2.2 Controle Cardiaco Parassimpatico

O componente parassimpético do sistema nervoso@utoo tem um papel importante
na regulacdo fisioldgica da funcdo cardiaca exeweima influéncia significativa sobre a
iniciacdo e propagacdo de impulsos elétricos, ablan poder regular a forca contratil
(LOFFELHOLZ & PAPPANO, 1985). Esses efeitos sdo iamgds em inteiro ou em parte através
das mudancas na atividade de canais ibnicos, queeat em resposta a ativacao dos receptores
colinérgicos muscarinicos que seguem a liberacdmelgotransmissor acetilcolina (ACh).
Acredita-se que o receptor,Mé 0 subtipo predominante expressado no musculdiacar

(DHEIN et al, 2001). Embora hajam evidéncias de que outrosipggbtde receptores
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muscarinicos possam produzir efeitos em algumgsamedes cardiacas (GALLE al, 1993;
SHlet al, 1999), o papel destes em mediar respostas figi@$ ndo estdo totalmente definidos.

O acoplamento do receptorMtiva mudancas na fungdo de canais idnicos casli&sso
pode ser explicado por um dos dois paradigmassgyedaprimeiro envolve a direta regulacao de
canais ibnicos dependentes da proteina G. O segumabdve a regulacdo indireta da atividade de
canais ibnicos com a modulacdo de respostas dapendie AMPc. A maneira direta do trajeto
da sinalizagcéo é visto na regulacéo do acoplanagtproteina G que retifica internamente os
canais de K expressado primeiramente no atrio, nédulo siralaté nas células do nédulo
atrioventricular. Este mecanismo mencionado envdivetamente os receptores muscarinicos
M, acoplados aos canais dé ketificados internamente pela proteina G atrawégoatina de
pertussis (PTX) sensitiva a proteing GA ativacdo deste caminho resulta na inibicidonou
retardamento parassimpatico da frequéncia do coracfiode também contribuir no retardo da
conduc¢ao do impulso com o nédulo atrioventricf@RASCAL, 1997; MARK & HERLITZE,
2000).

3.2.2.1 Regulacédo parassimpatica inibitoria

O efeito indireto e mais freqlente associado aesticdo do receptor muscarinico € uma
inibicdo de respostas dependente de AMPc. A haldiéidda ativacdo do receptor e inibir
respostas dependentes de AMPc foi denominada dgamsta acentuado (LEVY, 1971). Mais
especificamente, isso deve-se ao fato de que aswspnibitéria da ativacdo do receptor
muscarinico € mais proeminente ou torna-se evidenfgesenca da estimulagdo simpatica ou do
receptorp-adrenérgico, sendo especialmente verdadeiro eapaelaos efeitos da estimulacdo
parassimpdatica na funcéo ventricular. De fato, im& @oncepcdo comum de que 0s receptores
muscarinicos ndo estdo expressos no tecido veamialesde que 0s agonistas muscarinicos
quase nao tém efeito na fungéo ventricular soliegt@ncias basal (LEVY, 1995). Entretanto, ha
uma inervacao parassimpatica significativa no miicaventricular (STANDISHet al, 1994), e
0S receptores muscarinicos sao expressos pordsdagas do coracao, incluindo os ventriculos
(LOFFELHOLZ & PAPPANO, 1985). Na maioria dos mamifg, as respostas muscarinicas sdo
observadas somente nos miécitos ventriculares déoadsob as condicdes de aumento da
producdo de AMPc acima dos niveis basais, atragégnd mecanismo similar a ativacdo do

receptor-adrenérgico (MCDONALDet al, 1994). Em contraste, a nivel atrial e das céldtas
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nddulo sinoatrial, a ativacdo do receptog pbde produzir mudancas na funcdo dos canais
iGnicos associados tipicamente com o antagonismeggmstas dependentes de AMPc mesmo na
auséncia de um agonista que estimule a producd@iviRc (VANDECASTEELEet al, 1998).

Isto esta em concordancia com a idéia de que, mgsm@as células atriais estejam em condigédo
basal, a atividade da AC é realcada, tendo comdtads a producdo aumentada de AMPc, que
pode entfo ser inibida pela ativagdo do receptscarinicoMERY et al, 1997).

Identificar o mecanismo pelo qual a ativacdo doepemr My pode antagonizar as
respostas dependente de AMPc foi uma area ativavdstigacdes por mais de quatro décadas.
Os estudos mais avancados demonstraram que a gd@asACh pode reduzir niveis do AMPc
no tecido cardiaco (MURARt al, 1962; LOFFELHOLZ & PAPPANO, 1985). Tal efeito foi
atribuido a inibicdo da atividade da AC por um mmésrao que envolve a PTX sensivel a
proteina G (HAZEKI & Ul, 1981). Os estudos bioquins subseqiientes demonstraram que duas
isoformas da AC estéo expressadas no musculo car(h&5 e AC6) e podem ser inibidas pela
interacdo direta quando ativada a subunidada PTX sensivel a proteina; &G, (SMIT &
IYENGAR, 1998), dando suporte experimental a idéé& que a ACh pode antagonizar a
respostag-adrenérgica inibindo a sintese do AMPc.

Outros estudos sugerem que os efeitos inibitériegs ACh nem sempre sao
correlacionados com as mudancas em niveis de ABHEEGON & PAPPANO, 1980). Isto
conduziu a especulacbes de que a ACh pdde antagomzgpostas dependentes de AMPc
estimulando a atividade da fosfatase e realcarstosferilacdo da proteina (STEMMER al,
2000; SHEN & PAPPANO, 2002). Embora tal mecanismdgsse em tese contribuir ao menos
parcialmente a habilidade da ACh de antagonizaeggostas dependentes de AMPc, néo foi
possivel demonstrar que ACh estimula diretamentaxa de desfosforilacdo da proteina em
midcitos cardiacos (STEMMERt al, 2000). Além disso, ndo se pode explicar a hamkdda
ativacdo do receptor Mde antagonizar as respostas que ndo dependem sttaildgéo
dependente da PKA, tal como a regulacdo dependenfédVPc direta do canal dearcapasso
(DIFRANCESCO & TORTORA, 1991).

O dissociacao das respostas da ACh e das mudangaiveis do AMPc podem refletir o
fato de que a ativacdo do receptor muscarinicacpaatetar a produgdo do AMPc nos dominios
sub celulares, que ndo podem ser localizados i@otec mesmo a nivel celular. A sustentacao

para esta conclusdo vem do trabalho que demonstréAGh afeta os canais de“Caentricular
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somente quando o0 agonista muscarinico € aplicageséna posi¢éo sub celular que o agorflista
adrenérgico que estd sendo usado, e este inicia m@mposta dependente de AMPc
(JUREVICIUS & FISCHMEISTER, 1996). A localizacdo sdaespostas muscarinicas para
discretos dominios sub-celulares pode ajudar a@cexptomo a ativacdo do receptop kgula
diferentes respostas dependentes de AMPc e a &stioudos receptordgs e B-adrenérgicos
(APRIGLIANO et al, 1997). Com o desenvolvimento das técnicas qumifan a imagem
latente sub celular da atividade do AMPc (GOAILLARDal, 2001; ZACCOLO & POZZAN,
2002), logo havera possibilidade de identificaeste padréo subcelular preciso das mudancgas
nos niveis do AMPc que ocorre da ativacdo segu@aliférentes proteinas G acopladas aos
receptores (HARVEY & BELEVYCH, 2003).

3.2.2.2 Regulacdo parassimpatica estimulatéria

A facilitacdo da resposta dependente de AMPc ardweéreceptor muscarinico, ndo esta
extensamente reconhecida. Apesar da ativacdo @ptoecmuscarinico poder potencializar o
antagonista da respostgsadrenérgica, esse estimulo parassimpatico ao awragoduz
significativos efeitos estimulatorios. Uma maniégsto clara deste efeito € o aumento da
freqiéncia e da contratilidade do coracdo que pmmieobservado imediatamente depois da
terminacdo da estimulacao vagal ou da cessacarpdaiedo a ACh (LEVY, 1971; BURKE &
CALARESU, 1972). Uma sugestéo foi que estes efaibisnulatorios da ACh pode ser devido a
liberacdo das catecolaminas das fibras pré-sir@pteimpaticas ou dos armazenamentos
extraneuronais (LOEB & VASSALLE, 1979). Entretantas respostas a ACh podem ser
observadas em midcitos cardiacos isolados (BELEVYCHARVEY, 2000; BELEVYCH et
al., 2001).

A possibilidade de que a ACh esteja envolvida ndutagdo da transmissao simpatica foi
postulada inicialmente por Burn & Rand em 1959. @8, Burn prop0s que terminais nervosos
colinérgicos estariam em intimo contato com terisin@rvosos simpaticos. Mais tarde, estudos
histolégicos mostraram a existéncia de interag&esasonais simpato-colinérgicas em varios
tecidos, incluindo o coragédo (KOSTERLIEZal.,1967; CAMPBELLet al.,1989; CAMPBELL
& HODOS, 1970;FURNESS & IWAYAMA, 1972; LINDMAR et al, 1979). A presenca de
colinoceptores em neurdnios simpéticos e adrenoEpem neurdnios colinérgicos em tecidos

com interagbes axo-axonais simpato-colinérgicasipemaior integracdo entre 0 SNS e o SNP
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(BURNSTOCK & COSTA, 1975). Neste caso, as descarggsetitivas dos neurdnios
colinérgicos produziriam concentracfes de ACh ime@pses simpaticas capazes de estimular o0s
colinoceptores nicotinicos facilitatorios da libgia de NA (BURNSTOCK & COSTA, 1975).
No coracdo, demonstrou-se que a ACh liberada dognies colinérgicos pode estimular a
liberacdo de NA mediante a ativagcdo de colinoceptaricotinicos presentes nos axonios
simpaticos (FUDER & MUSCHOLL, 1995 ausando assim um efeito estimulatério apos a

terminacéo da estimulacao vagal ou da cessacamdaigdo a ACh.
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4 METODOLOGIA

4.1 ABORDAGEM GERAL

Neste trabalho buscamos avaliar a influéncia dautagdo autonémica sobre a resposta
funcional do coracédo isolado de rato na preparagihangendorff em circuito fechado e de
baixo volume circulante (100 ml). Para isto, confercolocado nos objetivos especificos,
testamos as seguintes hipéteses: 1%) a(s) suls@ngue compromete(m) a funcionalidade
cardiaca é (sdo) liberada(s) pelo proprio coragésatucdo circulante e 22) a funcionalidade do
coracdo é mediada pelo sistema nervoso autonémico.

Duas abordagens experimentais foram adotadasqsdsa €stas hipoteses:

13- Avaliamos a funcionalidade de coragbes perflogdi em circuito fechado
(anteriormente perfundido em circuito aberto) cosolcéo proveniente de outro coracéo que

estava em circuito fechado e com sua funcionalifgademprometida;

23- Avaliamos o efeito de agonistas e antagonigiasstema nervoso autondmico.

Em ambas abordagens foram quantificados trés padsnésioldogicos do coracgao:
freqUiéncia cardiaca, pressao ventricular esquerdlane da perfusao cardiaca.

A contagem do tempo de experimento iniciou-se dirpda canulacdo do coracao,
ocorrida entre 3 e 4 minutos da eutanasia do anima 3 parametros anteriormente citados
foram avaliados a cada 10 min. Nos testes comistgsrou antagonistas autonémicos, o coracao
foi mantido em circuito aberto por 10 min na ausge qualquer tipo de farmaco, para entéo,
em seguida, ser submetido a circuito fechado camlacdo contendo o farmaco a ser usado.

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Elesiofogia Cardiaca (LEC) do Nucleo de
Pesquisa Tecnoldgica (NPT) da Universidade de MagiCruzes (UMC). Abaixo apresenta-se

uma descricao detalhada destas abordagens exptaisnen
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4.2 ANIMAIS

Foi utilizado uma preparacgéo de coracéo isoladaids Wistar machos adultos (3 meses)
com peso médio de 290 +5g (média e erro padrdao5N)=provenientes do Biotério Central da
Universidade de Mogi das Cruzes (UMC). Os animaisarh mantidos em gaiolas de
polipropileno (50 cm x 40 cm) padronizada, com camanaravalha esterilizada e sob condi¢des
ambientais estaveis (temperatura ambiental de 22°C, umidade relativa do ar 45% a 75% e
duracdo do fotoperiodo no regime de 12 horas dld® horas escuro invertido). Os animais
utilizados foram pesados em balan¢ga (Ramuza, loth. Balancas Ltda) antes do inicio dos
experimentos. Para manter as condi¢fes de estatslidecessaria para a espécie, 0s seguintes
cuidados foram tomados: o nUmero de animais palagnao foi superior a cinco e a troca e
limpeza das gaiolas foram realizadas sempre petanagessoa numa freqiéncia de trés vezes
por semana em dias alternados. Agua acidificadalGiriN (pH entre 2 -3) e ra¢do comercial

peletizada (NuvilaB CR-1) foram fornecidas em regirad libibitum

4.3 SOLUCAO FISIOLOGICA

Utilizamos solucao de Krebs-Henseleit (K-H) compgstlos seguintes reagentes (mM):
NaCl 126,4; KCI 4,6; KHPO 1,2; MgSQ@ 1,2; CaC) 1,5; glicose 11,1, tendo o seu pH
estabilizado em 7,4 com bicarbonato de sodio (NaH@Q®,6) a 34,5°C. A solugdo é
continuamente borbulhada com mistura carbogénibéo(®, + 5% CQ) para oxigenagao da
amostra e estabilizagédo do pH.

Para pesar os reagentes que compunham a solucBeHdfi utilizado uma balanca
digital (Ohau§ Corporation E02140), e um pHmetro (DigifieDM-22) para aferir o pH da
mesma. Apo6s sua homogeneizacdo a solucdo de Kdimézenada em uma geladeira
(Continentaf Eleganci) na temperatura de aproximadamente 8¥aiecida no dia e minutos

antes do experimento em banho maria (F&h&d2) a temperatura de 34,5°C.

4.4 PREPARACAO BIOLOGICA

Os animais foram submetidos a eutanasia por coaauwssebral, sendo entdo decapitados

e seus coracOes retirados apds rapida aberturaixkatoracica e dissec¢do. Este procedimento
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esta de acordo com o “Canadian Council on Animak'C@.993) e aprovado pela Comissao de
Etica em Manipulagio e Experimentacdo Animal daveisidade de Mogi das Cruzes (CEMEA).
Apos a remocao do coracdo, o mesmo foi colocadairam placa de Petri e submetido a
limpeza, retirando estruturas circunvizinhas quenp@ecem junto a amostra, sendo em seguida
posicionado através de ligadura a uma céanula {@esera artéria aorta) fixada na montagem
experimental (preparacdo de Langendorff), paramassr perfundido retrogradamente com
solucdo de K-H a 34,5°C. A descricdo detalhadael@gpacéo de Langendorff € feita a seqguir.

4.5 MONTAGEM EXPERIMENTAL

Duas configura¢cdes basicas da montagem de Langdkfudam adotadas: 1) Perfusdo em
circuito aberto (ou néo re-circulante) e 2) Perfusin circuito fechado (ou re-circulante).

No circuito aberto (figura 4), solucdo de perfusdo que encontra-se no reservatério
solucdo, borbulhada constantemente com 5%€05%Q, cai por gravidade do reservatério
através de uma tubulacdo de silicone (linha daup@d); entra na artéria aorta através de uma
canula e, deste modo, perfunde o coracdo atrawartiaias coronarias. A solucao é descartada
apoés perfundir o coracdo. Uma pressédo hidrostétiogtante de 82 cm de agua é mantida no
coracao nesta configuracao.

A principal diferenga da montagem em circuito &para a de circuito fechado € que, no
circuito fechado, a@olucdo que perfundiu o coracdo € retornada aavedéeo para nova
perfusdo do coracdo. Em trabalho de mestrado delshy no LEC (NECCHI-JR, 2006), foi
concebido um aparato de re-circulacdo a vacuo ldg&mw para o reservatoério (figura 5). Nesta
montagem, a solucdo passa do reservatério (B) p@ coluna com 82cm de altura (2) e
perfunde o coracdo em uma camara com solucéo aquéc). Para re-circular a solugcédo, uma
bomba (5) gera vacuo, sugando a solucdo da ca@piagando-a para uma camara de vacuo
(A), acima do reservatorio (B). Em seguida, o vaéuoterrompido e € permitida a entrada de ar
na camara de vacuo (A), fazendo com que a soluedsep via valvula passiva (1), para o
reservatério (B) e possa novamente perfundir ogdaraPara que o sistema ora gere vacuo, ora
permita a entrada de ar na camara (A), é utilizeda torneira de 3 vias acoplada ao eixo de um

motor giratorio (3).
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Figura 4: llustracdo da montagem de Langendorff completaiecnito aberto. O percurso da solugdo de perfusdo
(KH) do coracao isolado (Cl) esta indicado pelaass¢do reservatorio de solucdo até o recipienteadao para
descarte da soluc@o excedente). O aparato pa@éapvisualizacdo e aquisicdo dos parametrosacarsltambém

€ ilustrado. O tragado do ECG é captado pelosodietr de captagdo (EC 1 e EC 2) e de referéncia €ER)
amplificado por amplificador de biopotenciais. Aef§580 Ventricular Esquerda é captada através wiedtreor de
pressdo e amplificada por amplificador de biopagsicEstes pardmetros sdo visualizados em umoesoépio e
registrados através de um sistema computadorizadoguuisicdo de dados. O fluxo da perfusdo é datavés

da contagem do gotejamento no “cata-bolha”, durhménuto.
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Figura 5: llustracdo da montagem experimental de Langenéanftircuito fechado. O trajeto da solucdo (KH) de
perfuséo do coracdo isolado (CI) esté indicado asipetas (a solucéo sai do reservatorio (B) enetoele, para re-
perfundir o coracdo). O sistema de captagdo, acgido e aquisicdo dos parametros cardiacos estid@mesta
ilustracao.
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4.6 FARMACOS
Utilizamos farmacos que promovem a estimulacdo aounibicdo da modulacao

autondmica cardiaca. Os farmacos foram adicionadssucédo de perfusdo numa concentragcédo
final de 1 uM, exceto o isoproterenol que foi métio na concentracdo de 0,01uM, diluidos de
solucdes estoques mais concentradas no momenipdoreento.

Os farmacos e suas finalidades nos testes expedimasao descritos a seguir:

A. Atropina (bloqueador colinérgico muscarinico): utilizado @nagonista seletivo dos

receptores muscarinicos colinérgicos.

B. Fisostigmina(estimulante indireto do sistema colinérgico muiggen): utilizado como anti-

colinesterasico que promove aumento na concentaegacetilcolina (ACh).

C. Carbacol (estimulante colinérgico muscarinico): utilizadonm agonista seletivo dos

receptores muscarinicos colinérgicos.

D. Dimetilfenilpiperazinio - DMPP (estimulador do sistema autonémico): utilizado como

agonista dos receptores nicotinicos pré-sinapticos.

E. Propranolol (bloqueador do sistema adrenérgico): utilizado @@ntagonista seletivo dos

receptore$ — adrenérgicos.

F. Isoproteronol(estimulante adrenérgico): utilizado como agonsstietivo dos receptorgs—

adrenérgicos.

Os farmacos utilizados foram gentilmente cedidele prof. Dr. Afonso Caricate Neto do
Laboratério de Farmacologia Molecular, Autondmic&a&diovascular do Setor de A¢do de

Drogas no Departamento de Farmacologia da Uniadsitrederal de Sao Paulo (UNIFESP).

4.7 GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.7.1 Para determinar se a substancia que comprongeta funcionalidade
cardiaca é liberada pelo proprio coracdo e permanecna solucéo circulante.
“Grupo Troca de Solucao”
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Neste grupo, a solucdo circulante em circuito fdohao coragdo € (N=5), foi
transferida, ap6s 50 min nestas condi¢cbes, pafagder fechada de outro coracde (@=5)
anteriormente em circuito aberte. Wisava-se analisar o efeito da solucéao perfus@mieoracao
C,, apés a depressao da sua funcionalidade, sobreagdoo; que mantinha-se funcional em

circuito aberto.

4.7.2 Para avaliar a funcionalidade cardiaca ora $we o efeito do bloqueio e

ora sobre o efeito da estimulacao do sistema colngéco muscarinico.

“Grupo Atropina”

Grupo experimental montado para avaliacdo do efeito bloqueio colinérgico
muscarinico sobre a queda da funcionalidade da@&orzolado de rato em circuito fechado (100
ml). O grupo foi composto por coragdes isolados-(R) em circuito fechado com baixo volume
circulante com 1 pM de Atropina na solucéo de KH.

“Grupo Fisostigmina”

Grupo experimental montado para avaliagcdo do ed&itestimulacéo indireta do sistema
colinérgico muscarinico sobre a queda da funcidad& do coracédo isolado de rato com baixo
volume circulante. O grupo foi composto por coraciSelados (N = 5) em circuito fechado com
baixo volume circulante (100 ml) com 1 uM de Figgsina na solucdo de KH.

“Grupo Carbacol”

Grupo experimental montado para avaliagdo do etlat@stimulacdo direta do sistema
colinérgico muscarinico sobre a queda da funcidadé do coracédo isolado de rato com baixo
volume circulante. O grupo foi composto por coeg;dolados (N = 5) em circuito fechado com
baixo volume circulante (100 ml) com 1 uM de Cadéa@ solucao de KH.

4.7.3 Para avaliar a funcionalidade cardiaca ora $we o efeito do bloqueio e

ora sobre o efeito da estimulag&o do sistenflaadrenérgico.
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“Grupo Propranolol”

Grupo experimental montado para avaliagéo do editbloqueio do sistema adrenérgico
sobre a funcionalidade do coragao isolado de rato baixo volume circulante. O grupo foi
composto por coragdes isolados (N = 5) em cirdeithado com baixo volume circulante (100

ml) com 1 uM de Propranolol na solucéo de KH.

“Grupo Isoproteronol”

Grupo experimental montado para avaliagdo do etlat@stimulacdo direta do sistema
adrenérgico sobre a funcionalidade do coracdodsode rato com baixo volume circulante. O
grupo foi composto por coracdes isolados (N = 3) @muito fechado com baixo volume
circulante (100 ml) com 0,01uM de Isoproteronoboklucao de KH.

“Grupo Isoproteronol e Atropina”

Grupo experimental montado para avaliagdo do efddoestimulacdo do sistema
adrenérgico e do bloqueio colinérgico muscarin@ures a funcionalidade do coracéo isolado de
rato com baixo volume circulante. O grupo foi costpopor coragdes isolados (N = 3) em
circuito fechado com baixo volume circulante (10 @om 0,01uM de Isoproteronol e 1 uM de

Atropina na solucao de KH.

4.7.4 Para avaliar a integralidade pré sinaptica dosistema nervoso

autondmico.

“Grupo DMPP”

Grupo experimental montado para avaliacdo da itede da modulagdo autondmica
cardiaca de rato com o coracdo isolado com baikonacirculante. O grupo foi composto por
corag0es isolados (N = 6) em circuito fechado camdvolume circulante (100 ml) com 1 pM
de DMPP na solugéao de KH.

“Grupo DMPP e Atropina”
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Grupo experimental montado para avaliagdo do efddoestimulacdo do sistema
adrenérgico e do bloqueio colinérgico muscarin@ures a funcionalidade do coracéo isolado de
rato com baixo volume circulante. O grupo foi costpopor coragdes isolados (N = 6) em
circuito fechado com baixo volume circulante (100 com 1 uM de DMPP e 1 uM Atropina na

solucédo de KH.

4.8 INSTRUMENTACAO

A figura 4 (pg. 37)ilustra a montagem experimental completa utilizada.
eletrocardiograma (ECG) do coracéao isolado foiadppor 2 eletrodos (Ag/AgCl) de captacao e
1 eletrodo (Ag/AgCI) de referéncia colocados naigdb da cuba de perfusdo. Estes eletrodos
foram conectados a um Amplificador de Biopotencidesenvolvido no Laboratério de
Instrumentacdo Biomédica (LIB), para amplificar pugenciais elétricos gerados pelo coracéo.
Este amplificador continha filtro de 12 ordem pdsaxa (3Hz), filtro de 32 ordem passa-alta
(100Hz) e filtro Notch (60Hz) do tipo Butterwortiodos acoplados em série.

A pressdo gerada no ventriculo esquerdo foi cappaitameio de um transdutor de
pressdo (Naréd Bio-systems, modelo P100B, cedido pelo Prof. DwWM Bassani,
DEB/FEEC/UNICAMP), acoplado a uma derivacéo do pgude perfuséo por uma torneira de
trés vias posicionada no mesmo nivel do coracasin@ da pressao ventricular esquerda foi
amplificado em 10x por um amplificador diferencddtado de filtro passa-baixa ativo tipo
Butterworth de 22 ordem, com freqiiéncia de cort@2)bHz.

O fluxo de perfusdo do coracao foi obtido pela agetn, durante um minuto, do

gotejamento da solucéo de perfusdo em um “cataabhilistalado no reservatério de solugéo.

O ECG e a onda resultante da pressao ventriciHqueeda foram visualizados em um
Osciloscopio(TektroniX® TDS210) para monitoramento dos sinais elétricaneganicos do
coracdo. Estes sinais foram armazenadas em digdo Htravés de um sistema computadorizado
para aquisicdo de dados. Este sistema é constitlidom Notebook (Ac& mébile AMD®
Sempron™ processador 3100 com sistema operacional Win8o¢®, acoplado, via adaptador
de rede Ethernet, a uma placa conversora analdgidal — placa A/D — (Lynx AC1160). O

sinal captado foi acondicionado via programa ddsigfio de sinal (AqDad8s7.02), sendo os
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registros analisados no programa AgDAnafysis(Lynx Tecn. Electr. Ltda., S&o Paulo, SP,

Brasil).
4.8.1 Calibragdes

As calibracdes foram realizadas para se verifioaperfeito funcionamento dos
equipamentos utilizados para captacédo dos par&redrdiacos durante a experimentagdo, assim
como estabelecer os valores para conversdo dangiaod cardiacos avaliados.

O transdutor de pressao foi calibrado, todas assyeninutos antes do inicio de qualquer
experimento, através dos botdes de autocalibragapdrelho. A figura 6 apresenta a curva de
calibracdo do transdutor de pressédo. A curva fodalatravés de pressbes conhecidas fornecidas
por um esfignanémetro, possibilitando assim det@amnos o fator de calibragdo utilizado para
conversao de Tenséo (V) para milimetros de mer¢moHg).

A calibragdo da montagem que possibilitou a captagéparametro “Fluxo da Perfus&o”
foi feita através da pesagem das gotas em umachattigital (Ohau$ Corporation E02140),
estabelecendo que o peso de 13,3 gotas equivalemmlade solucdo. Com isso conseguimos
calcular o volume de cada gota. Podendo assimfarams gotas por minuto (g/min) em mililitros
por minuto (ml/min).

O osciloscopio também foi devidamente calibradesrdos experimentos, sendo isto

feito através do sinal de autocalibracdo do aparelh
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Figura 6: Grafico de calibragdo do transdutor de pressédog @sdpontos em vermelho representam os bot6es de
autocalibracdo do transdutor e os demais as pressdbecidas fornecidas por um esfignamémetro.

4.9 PARAMETROS AVALIADOS

A frequéncia cardiaca, expressa em batimentos paton(bpm), foi calculada através da

expressao (ver anexo A):

FC (bpm)= 1 x 60 (bpmr

&

Onde, T € o intervalo em segundos (s) entre picegistrados no tracado
eletrocardiografico (ECG; figura 7A) captado do ag@o isolado de rato, visualizado no
osciloscopio e registrado no sistema de arquivtbadi®s.

A pressdo ventricular esquerda, expressa em mibsiede mercdario (mmHg), foi

calculada através da expresséo (ver anexo A):
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FRe=S X f¢ (mmHg

Onde, $ é a tensdo (em volts) pico a pico do sinal prameido transdutor de presséao e,
fc € o fator de calibracdo do transdutor: 35 mmHg/\floa figura 7Bilustra-se um sinal de
presséo tipicamente obtido nos experimentos).

O fluxo da perfusdo, expresso em mililitros por min(ml/min), foi obtido através da

expressao (ver anexo A):

Fo=Ng X Vq4 (ml/min)

Onde, N é o numero de gotas, por minuto, contadas no ‘waiteas” instalado no
reservatorio de solucéo; g ¥ o volume de uma gota obtido na calibragdo datagem: 0,077
ml.

Resisténcia ao fluxo de cada coracao isoladd f(R calculada em todos os grupos
experimentais por meio da expressao (ver anexo B):

R = ( mmHQgx min)

mil

k=] |!r<;U
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Figura 7: Registros A — ECG (amplificado 10.000x) e, B pdesséo ventricular (amplificado 10x) de coragdo de
rato isolado em montagem de Langendorff. |IE repitese intervalo espontaneo entre picos do ECG.
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5 RESULTADOS

A. Troca de Solucao

A fim de avaliar se as substancias que provocaattasacoes dos parametros funcionais
cardiacos séo liberadas na solucéo de perfus@daesbs o efeito da troca de solucao do coracéo
C, para o coracaoLAssim, a solucao de perfusao foi mantida dur&ftenin. em contato com
C, e depois transferida para.E&ste ultimo foi previamente perfundido em cirougberto. A
figura 8 mostra a variacdo da frequéncia cardik€), (pressédo ventricular esquerda (PVE) e
fluxo da perfusao (FP) nos coracoae,.

Em G verificou-se uma queda progressiva da FC (152 bps0), da PVE (25,2 a 10,5
mmHg) e do FP (6,3 a 1,3 ml/min) ate os 50 minexgerimento, tempo o qual foi efetuada a
troca da solucéo, passando este para perfuséoimmitocaberto, acarretando na estabilizacao
dos seus parametros com valores abaixo do norénalfatal de 2 horas de experimento.

Por outro lado em £Lobservamos que enquanto este foi perfundido eruitw aberto os
parametros mantiveram-se estaveis. Porém quandbeeca solucdo proveniente deg, ©s
parametros FC, PVE e FP sofreram acentuada queddo $ue a FC decaiu 50% , a PVE
85,3% e FP 88,2% em 10 min de perfusdo com a sojucieniente de {apresentando valores

nulos aos 80 min. de experimento.

B. Bloqueio colinérgico muscarinico

Com a finalidade de avaliar se a queda da fundabe® dos coragdes isolados com baixo
volume circulante é mediada pelo sistema colinérgimuscarinico, produzimos o bloqueio
colinérgico muscarinico com 1 uM de Atropina (aotagta muscarinico). A figura 9 demonstra
a variacao da FC (figura 9A), PVE (figura 9B) e figura 9C) sobre o efeito do bloqueio
colinérgico muscarinico.

Observamos que o bloqueio colinérgico muscarintemumu a queda dos parametros
cardiacos, pois a FC média apresentada aos 70etoigupo banhado com atropina ainda era de
128 bpm (68,6% da inicial), e ja no grupo contrféehado 100ml) aos 70 min este parametro
encontra-se com valores nulos. A PVE média destgogvario de 15,5 a 7,0 mmHg, porém aos
70 min. foi de 68,5% da inicial. Enquanto que opgr controle apresentou valores nulos para o
tempo de 70 min. de experimento. O FP, semelharf®/la, também apresentou melhores

condicdes com a realizacdo do bloqueio colinérgiascarinico variando de 7,4 a 1,5 durante
Mestrado em Engenharia Biomédica, Universidade dgiMas Cruzes — SP
2008



EFFTING JUNIOR, JOAO VIANNEI 51

C1=C. FECHADO 100mi C1=C. ABERTO —&— Cl|
C2=C. ABERTO -— — C2=C. FECHADOC/ SOL DE 2|

N
=)

FREQUENCIA CARDIACA (bpm)

5888858 EE

20

7 Ci1=C. FECHADO 100mi C1 =C. ABERTO C1 =C. FECHADO 100m! C1=C. ABERTO
’gz‘o_ C2=C. ABERTO -— . —= (2=C FECHADOC/ SOL DE(Q e} 84 C2=C. ABERTO -— - Q:C.FECHAmUSOLDE
: c2 : C2
£ 35 7
1 =
30 % 64
25+ %\ S 5
% 20 K 44
a 1 E\ : [ :
¢ N T
— :
4 H o H
10 K 2 5] N 3
Y 1 : s —
z 5 "\Eli\ﬁfﬁ\i\i 14 : E“ﬁlﬁﬂi\ﬁ\ﬁ
o o4 : 0
T 7T T T T T T T T T T 1 T T 1 T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 110 120
TEMPO (rrin) TEMPO (min)

Figura 8: Gréfico ilustrando a média (com erro padrdo) deq&éncia Cardiaca (A), da Pressao Ventriculgu&sia
(B) e do Fluxo da Perfusdo (C) no grufimsoca de Solu¢do{C; N=5 e G N=5), ao longo do tempo de experimento.
Observa-se que os resultados deafresentam-se somente a partir de 30 min. parasergiacdo do momento da troca
de solugéo entre os dois coragdes.
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Figura 9: Gréfico ilustrando a média (com erro padrdo) dayj&éncia Cardiaca (A), da Presséo Ventricular &squB)
e do Fluxo da Perfusdo (C) nos grupbkerto” (N=5) , “Fechado 100mI{N=5) e“Atropina” (N=7), ao longo do tempo
de experimento.
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120 min de experimento, sendo que aos 70 min. derewento o grupo controle ja apresentava

valores nulos do FP e o grupo tratado com atragimda mantinha 59,4% do FP inicial.

C. Estimulagé&o colinérgica muscarinica

Para avaliarmos a funcionalidade cardiaca de cesagblados de rato com baixo volume
circulante sobre o efeito da estimulacdo do sisteolmérgico muscarinico, primeiramente
banhamos nossa amostra com 1uM de fisostigmined@éinesterasico). Na figura 10 apresenta-
se as variacdes da FC (figura 10A), PVE (figura )188-P (figura 10C) durante o tempo de
experimento neste grupo experimental. Observamesoguparametros avaliados decairam do
inicio aos 60 min. de experimento, apresentandsegsintes variacdes: FC de 198 a 27 bpm, a
PVE de 21,2 a 2,6 mmHg e o FP de 8,4 a 2,2 ml/Ams. 70 min. de experimento assim como
no grupo controle os parametros avaliados apres@mtzalores nulos.

No grupo controle observamos uma recuperacdo tibaiasido 36 ao 46 min. do
experimento. Contudo, este fendbmeno ndo ocorrentuia estimulacdo do sistema colinérgico
muscarinico efetuada nos grupos apresentadosura fi§.

Por outro lado quando tratamos a preparacdo com dpMCarbacol (agonista dos
receptores muscarinicos), com a finalidade de tambétimularmos o sistema colinérgico
muscarinico, observamos (figura 10) que os paré@sekecairam significantemente do inicio ao
30° min. do experimento com as seguintes variacGesié-203 para 30 bpm, PVE de 35,7 para
17,6 mmHg e o FP de 6,1 para 2,4 ml/min. Assim comogrupo citado anteriormente, a
recuperacgdo transitéria que o grupo controle aptasgo 36 ao 46 min de experimento néo
ocorre. Sendo que os parametros avaliados negie gpresentam valores nulos aos 40 min. do
experimento, ou seja, 30 min. antes do grupo clenffechado 100 ml).

D. Andlise qualitativa dos testes realizados commé&tos sobre o sistema colinérgico
muscarinico.

A figura 11 ilustra todos os parametros cardis@esliados nos experimentos citados
anteriormente. Para efeito de clareza, os dadamfoormalizados em relagdo aos dados obtidos
no tempo de 10 min. de experimento.

Qualitativamente, a queda dos parametros avalisa@esndicdo experimental com
estimulacao do sistema colinérgico muscarinicoa&statuada em relacdo a do grtipechado

100 ml” (figura 11A, 11B, 11C). Por outro lado, o bloquéd@msistema colinérgico muscarinico
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Figura 10: Gréfico ilustrando o comportamento médio (errorgajl da (A) Freqliéncia Cardiaca, (B) Pressédo
Ventricular Esquerda e (C) Fluxo da Perfusdo nagpag “Fechado 100ml{N=5), “Fisostigmina’(N=5) e
“Carbacol” (N=5), ao longo do tempo de experimento.
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atenua a queda dos parametros cardiacos avaliadoslacdo a do grup-echado 100 ml”
(figura 11A, 11B, 11C).
E. Blogueio do sistemg-Adrenérgico.

Com a finalidade de avaliar se a NA esta promoveadm sobre o coracgao isolado de
rato em circuito fechado com baixo volume circudarftOOml), bloqueamos o sisterfa
Adrenérgico com 1uM propranolol (antagoniftadrenérgico). Observamos através da figura
12 que os parametros decairam significantementiedemicio do experimento com as seguintes
variacoes: FC de 202 para 58 bpm (figura 12A), B€E28,8 para 2,4 mmHg (figura 12B) e o FP
de 7,8 para 1,0 ml/min (figura 12C). Assim comoeasiimulacéo colinérgica muscarinica, a
recuperacao transitdria na FC que o grupo conaipiesenta do 3Go 46 min de experimento
nao ocorre. Os parametros avaliados neste grugsepam valores nulos aos 50 min. ou seja,

20 min. antes do grupo controle (fechado 100 ml).

F. Estimulacao do sistenfaAdrenérgico.

Ainda com a finalidade de avaliar se a NA esta pnaendo ac&do sobre o coracéo isolado
de rato em circuito fechado com baixo volume cante¢ (100ml), estimulamos o sisteffiia
Adrenérgico com 0,01uM isoproterenol (agonfstadrenérgico)

Na figura 13 ilustra-se que a estimulacédo do sisf@drenérgico atenuou a queda dos
parametros cardiacos, pois a FC média apresentala’Ga min pelo grupo banhado com
isoproterenol ainda era de 133 bpm ( 69% da injaaja no grupo controle (fechado 100ml) aos
70 min este parametro encontra-se com valores Iffipsa 13A). A PVE média deste grupo
variou de 23,8 a 7,2 mmHg, porém aos 70 min. foB8% da inicial, enquanto que o grupo
controle apresentou valores nulos para o tempdddaifi. de experimento (figura 13B). Assim
como os demais parametros o FP também apresentboregcondicdes com a realizacdo da
estimulacdo do sistemg-Adrenérgico variando de 8,1 a 3,9 ml/min. durah®) min de
experimento, sendo que aos 70 min. de experimergaipo controle jA apresentava valores
nulos do FP e o grupo tratado com isoproterenalaamantinha 88,8% do FP inicial (figura
13C).

A mesmaestimulacdo do sistenf&Adrenérgico com isoproterenol foi feita associada

com o bloqueio colinérgico muscarinico produzido @M de atropina (agonista colinérgico
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Figura 12: Grafico ilustrando a média (com erro padrao) deg&éncia Cardiaca (A), da Pressdo Ventricular
Esquerda (B) e do Fluxo da Perfusdo (C) nos grifpashado 100ml”"(N=5) e“Propranolol” (N=5) ao longo do
tempo de experimento.
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Figura 13: Grafico ilustrando a média (com erro padrdo) deg@&éncia Cardiaca (A),
Esquerda (B) e do Fluxo da Perfusdo (C) nos grupiserto”
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(N=3),"“Isoproterenol” (N=3) e “Fechado 100mI"(N=5), ao longo do tempo de experimento.
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uscarinico) com a finalidade de avaliarmos a acétada da NA sobre os parametros
funcionais de coracéo isolado de rato com baixamelcirculante. Observamos através da
figura 13 que os valores médios dos parametroaraani entre: FC 109 a 71 bpm (figura
13A), PVE 25,3 a 11,7 mmHg (figura 13B) e o FP 8,56,2 ml/min. (figura 13C).

VariagOes estas semelhantes ao gf#timpina” e “Isoproterenol”.
G. Andlise qualitativa dos testes realizados commé&os sobre o sistenfaAdrenérgico.

A figura 14 ilustra todos os parametros cardiac@diados com uso dos farmacos
agonista e antagonista do sisteprAdrenérgico. Para efeito de clareza, os dadosrfora
normalizados em relacdo aos dados obtidos no telm@d® min. de experimento.

Qualitativamente, a queda dos parametros avaliada®ndicdo experimental com
estimulacéo do sistenfaAdrenérgico esta atenuada em relagdo a do difegchado 100
ml” (figura 14A, 14B, 14C). Por outro lado, o bloqupi&drenérgico muscarinico acentua
a queda dos parametros cardiacos avaliados endoetaglo grupdFechado 100 ml”
(figura 14A, 14B, 14C).

H. Estimulacdo dos receptores nicotinicos nos reawtonémicos (DMPP).

Com a finalidade de avaliar a integridade pré mina do sistema nervoso
autondmico realizamos a estimulacdo deste sistdraméa da ativacdo dos receptores
Nicotinico pré sinpticos (reguladores da liberagid® ACh e NA) com 1uM de
dimetilfenilpiperazinio — DMPP — (agonista nicotim). Esta estimulagdo também foi
realizada juntamente com 1uM de atropina provocdidqueio do sistema colinérgico
muscarinico.

Na figura 15 apresentam-se 0s parametros cardiacakados nestes grupos
experimentais. A estimulacdo do sistema autondnuacdiaco fica nitida quando
observamos a FC média do grupo tratado com 1uMMPM(figura 15A), pois esta cai
nos primeiros 30 min de experimento (efeito inikiité- ACh), estabiliza durante 50 min. e
aumenta do 80ao 96 min. de experimento (efeito estimulatério — NAp hrupo tratado
com 1uM de DMPP mais 1uM de Atropina observamogeitoedo bloqueio colinérgico
muscarinico, atenuando o efeito inibitério (AChtial.

A PVE, como ilustrado na figura 15B teve uma retpestimulatorio inicial de 10
min. seguida de uma constante queda até os 1268em@rperimentos no grupo tratado com
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1puM de DMPP. Percebemos que a ACh também exereedeterminada funcdo sobre
este parametro quando adicionamos juntamente co@M®P, 1uM de Atropina
provocando o bloqueio colinérgico muscarinico, @tando no aumento da resposta
estimulatoria inicial. O FP ilustrado pela figuraC ilustra que este segue 0 mesmo padrao
da PVE.

Em relacdo ao grupo controldechado 100 ml” observamos que com a
estimulacdo pelo DMPP atenuamos a queda da furiciada cardiaca. Esta resposta
torna-se mais evidente quando bloqueamos o sistelimgrgico muscarinico com 1uM de
atropina na solucao de perfuséo.

I. Resisténcia ao fluxo da perfuséo.

A média das resisténcias ao fluxo da perfusdo ngsog“Aberto”, “Fechado”,
“Atropina”, Fisostigmina”, “Carbacol’, “Propranolol”, “Isoproterenol”, “Isoproterenol
e Atropina”, “DMPP” e “DMPP e Atropina”, foram respectivamente (mmHgmin/ml)

45 (£0,59) 3,7 (+0,88), 3,2 (+0,60), 2,1 (+0,83%,1 (+0,17) 2,3 (+0,32) 2,9 (+0,17)

3,0 (x0,05) 3,3 (£0,77) 4,0 (x0,33) O fato destes dados exibirem baixa variabilidade
(média geral de 3,31 £ 0,47) indica que o leitccuéer do coracgédo isolado, bem como sua
circulagdo coronariana, mantiveram-se similarmgméservados nos experimentos (vide

anexo B).
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Figura 14: Grafico ilustrando o efeito do tempo sobre a Béegia Cardiaca média (A), a Pressao Ventricular
Esquerda média (B) e o Fluxo da Perfusdo médim@&)gruposAberto” (N=5), “Isoproteronol e Atropina”(N=3),
“Isoproteronol” (N=3), “Fechado 100ml"(N=5), e “Propranolol” (N=5), durante o tempo de experimento.
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6 DISCUSSAO

Em todo o0 momento neste trabalho buscamos aprafumadao conhecimento acerca dos
possiveis mecanismos envolvidos na queda dos padniisiologicos de coracdo isolado em
circuito fechado com baixo volume circulante (10Q. Bm tese, varios fatores poderiam explicar
os resultados encontrados por Necchi-Jr (2006)treleales o acumulo de substancias
cardiodepressoras liberadas pelo préprio teciddi@en na solucdo de perfusdo. Com isso foi
proposto neste trabalho a caracterizagdo dos fatpre poderiam estar envolvidos na queda dos
parametros cardiacos de coracdo isolado nestasc@Gendexperimentais. Para isso adotamos
duas abordagens experimentais: 1) analise a hmdade do coracdo perfundido com a
solucdo de perfusédo proveniente de outro coragaejgmente perfundido em circuito fechado
com baixo volume circulante; 22) avaliacdo do efdi farmacos que interagem com o sistema
nervoso autondmico cardiaco.

Resultados deste estudo mostram que: (1) a(s)aswliests) que provoca(m) a queda dos
parametros cardiacos é (sao) liberada(s) peloiprépracdo e mantém-se presente na solucao de
perfusdo, (2) a queda da funcionalidade cardianadada de maneira importante pelo sistema
colinérgico muscarinico, pois 0 antagonista sede(atropina) dos receptores de acetilcolina
muscarinicos (MAChR) atenuou e o anti-colinesteod@tisostigmina) ou o agonista seletivo dos
MAChHR (carbacol) potencializou a queda dos par@merdiacos em coragdes isolados de ratos
com baixo volume circulante, (3) o sisterfiadrenérgico cardiaco também tem um papel
importante na manutencdo dos parametros avaliagos 0 agonista seletivo dopg-
adrenoceptores (isoproteronol) atenuou e o antsggonseletivo dosp-adrenoceptores
(propranolol) intensificou a queda dos parametarsiiacos avaliados e (4) o leito vascular e a
circulacdo coronariana do coracao isolado esté&®prados em todos os experimentos.

No que se refere a consideracdo da existéncia logtésicias neuroativas na solucdo
circulante, vale lembrar que Otto Loewi descobainda em 1921, em ensaios feitos com
coracéo isolado de Batraquio, que o sistema nemeggdava a funcao dos orgaos periféricos por
meio da liberagdo de substéncias quimicas produzigalos nervos autondmicos
(neurotransmissores). Nestes ensaios, Loewi mabasi coragdes isolados em um sistema de
perfusdo de circulagdo aberta, similar ao métodoadigendorff, porém a solucédo que banhava o
primeiro coracdo era perfundida no segundo coragdaum sistema em cascata (LOEWI &

NAVRATIL, 1926). Loewi observou que quando o ramo mervo vago localizado na parede
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externa do coracao isolado era estimulado eleteo#n os batimentos espontaneos do coracgéo
cessavam, devido a acdo de uma substancia cardisdem (vagustoff). Curiosamente, o
mesmo efeito era observado no segundo coracaostidiaukado eletricamente. Baseado nestes
ensaios Loewi propds que os nervos autonémicosaemu a funcéo cardiaca e de outros 6rgaos
periféricos por meio da liberacdo de neurotransiméss Neste caso, 0 neurotrasmissor vagustoff
descoberto por Loewi era a acetilcolina.

Assim, propusemos experimentos semelhantes ao deil@mo qual montamos dois
coracbes de rato em montagem de Langendorff, squndoo coracdo 1 (f foi previamente
perfundido em circuito fechado (re-circulante) pfarmecer a solucdo de perfusdo para o coracéo
(C,) estabilizado em circuito aberto (ndo-recirculant€; permaneceu em circuito fechado até
visualizarmos o comprometimento da sua funciondédaornecendo entdo a solucdo para
perfusdo de C2. Por sua vez; @presentou acentuada queda da sua funcionalidades)
primeiros 10 min. de perfusdo com a solugcéo preveaide G evidenciando que a substancia
cardiodepressora encontrava-se na solucao de gerfus

Em busca de evidéncias que permitissem identificaatureza quimica da substancia
cardiodepressora, testamos possiveis mecanismoslvielme na queda dos parametros
fisiologicos do coracdo em circuito fechado conxbaiolume circulante (100 ml). Propusemos
investigar se o blogueio dos receptores da achticgpoderia impedir a perda da funcéo
cardiaca. De fato, os resultados mostraram que&séneaia de bloqueio colinérgico muscarinico
h& abolicdo completa dos parametros cardiacos dpd@sinutos de experimento, o que leva a
perda da funcdo cardiaca. Por outro lado, ao fawerm bloqueio colinérgico muscarinico
adicionando atropina a solucdo de perfusdo, osmmdrés cardiacos apds 70 minutos ainda
representam de 60 a 70% de seu valor inicial @d@)r Porém, vale ressaltar que as preparacdes
tratadas com atropina nao apresentam resultaddarginaos do grup@berto” , indicando que
o bloqueio colinérgico reverte parte da queda dwémetros cardiacos de coracado isolado em
circuito fechado (100 ml).

A reversao de efeitos deletérios ao coracdo atrdwdsoqueio colinérgico muscarinico
também é observada no tecido atrial isolado do, ratiadamente no que se refere a
inducibilidade de arritmias. Por exemplo, a indilicibde de arritmias em atrio direito isolado de
rato é abolida quando este é perfundido com 1luMtdgpina (GODOY, 1999-ARIA, 2004).
Estes resultados sugerem que a modulagéo colinérgiscarinica desempenha papel importante

ndo s6 para o0 coragcdo como um todo, mas também paates do coracdo com funcdes
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especificas, como o atrio direito, o qual contémnmarca-passo natural do coracdo (nddulo
sinusal).

A queda da funcionalidade cardiaca € claramentenpiaizada quando estimulamos o
sistema colinérgico muscarinico de coragdo isoldlagato com baixo volume circulante com
anti-colinesterazico ou agonista seletivo dos mACE&es resultados corroboram, os de varios
estudos que demonstram efeito negativo do sisteplmérico muscarinico sobre o
cronotropismo e ionotropismo cardiaco, atravésidgacfio do neurotrasmissor ACh com os
receptores muscarinicos {M- maior expressdo no tecido cardiaco) inibindo a AC
consequentemente a formacao de AMPc (CAULFIELD318BAIR et. al, 1995).

Por outro lado, durante a estimulagdo do sistenimérgico muscarinico com a
administracdo de anticolinesterasico (fisostigmima)servamos que o fluxo aumentou em
relacdo ao do grup6Fechado 100ml” Isso possivelmente ocorreu devido ao mecanismo
vasodilatador mediado pela ACh. Como demonstpm&hibasakiet al. (2002), a ACh pode
contribuir diretamente para vasodilatagdo iniciafifgrica, sendo que, com a inibicdo da
acetilcolinesterase, € potencializada a respostadilatadora inicial. Entretanto, este efeito é
abolido com a inibicdo do Oxido Nitrico (NO) qu@agentemente, contribui aproximadamente
para 30% de todas as respostas reflexas vasoditatadKELLOG et al. 1998) Com isso
levantamos a hipdtese de que a ACh desencadeia apml pasodilatador dependente do
endotélio que poderia explicar o aumento do fluesesvado em nossos experimentos.

O que também ¢€ interessante ressaltarmos € o dafjpi@l as duas maneiras empregadas
para estimulacdo do sistema colinérgico muscarifainticolinesterasico, fisostigmina e agonista
seletivo dos mAChR, carbacol) diferem-se signifiiGahente em seus resultados. Isso pode
ocorrer devido ao principio ativo de cada farmamms, a fisostigmina age inibindo a proteina
responsavel pela degradacdo da ACh (colinesteaasag¢ntando sua resposta gradativamente
durante o tempo de experimento e o carbacol agstadiente nos receptores mAChR
(mimetizando a ACh), e é fornecido inicialmentecaacentracdo desejada (1uM) e ndo sofre
degradacéo, acarretando em uma resposta intemsgyuzoe imediata.

A primeira evidéncia da participacdo do sisteadeenérgico cardiaco nas condi¢cdes
experimentais de coragdo isolado em circuito feahdel baixo volume circulante (100 ml),
foram percebidas ao analisarmos os resultadosupm §€. fechado 100ml”(controle) e o grupo
“troca de solucéo”.Observamos que do 380 46 min de experimento ocorre uma recuperacao

transitéria da frequéncia cardiaca. Mais adiantendo comparamos estes resultados com 0s
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grupos tratados com propranolol (antagonista adg&d, carbacol (agonista muscarinico) e
fisostigmina (anticolinesterasico), verificamos qsta recupera¢do nao ocorre. Isso pode estar
ocorrendo provavelmente devido a degradacdo da ACIpela integracdo entre 0 SNS e SNP.
Os resultados dos gruptBMPP”, “DMPP e Atropina” corroboram esta hipétese, pois € no
tempo de 30 min do experimento que ocorre o egigléntre o efeito inibitério (ACh) e o efeito
estimulatério (NA) do coracgao.

A interagéo entre do SNS e o SNP foi postuladaaimente por Burn & Rand em 1959
gue relataram a possibilidade de que a ACh esg@vessolvida na modulagdo da transmissao
simpatica. Em 1968, Burn propds que terminais rsmwocolinérgicos estariam em intimo
contato com terminais nervosos simpaticos. Maisletaestudos histoldégicos mostraram a
existéncia de interagfes axo-axonais simpato-agiices em varios tecidos, incluindo o coracéo
(KOSTERLITZ et al.,, 1967; CAMPBELL et al.,, 1989; CAMPBELL & HODOS, 1970;
FURNESS & IWAYAMA, 1972; LINDMAR et al, 1979). A presenca de colinoceptores em
neurdnios simpaticos e adrenoceptores em neuréoiimergicos em tecidos com interacdes axo-
axonais simpato-colinérgicas permite maior inte@isagntre o SNS e o0 SNP (BURNSTOCK &
COSTA, 1975). Neste caso, as descargas repetitivasneurénios colinérgicos produziriam
concentracdes de ACh nas sinapses simpaticas sapasstimular os colinoceptores nicotinicos
facilitatorios da liberagdo de NA (BURNSTOCK & COA&T1975). No coragdo, demonstrou-se
gue a ACh liberada dos neurdnios colinérgicos pesténular a liberacdo de NA mediante a
ativacdo de colinoceptores nicotinicos presentes amdnios simpaticos (FUDER &
MUSCHOLL, 1995).

A participagéo da NA nas condi¢gbes experimentaizadas em nosso estudo fica mais
evidente quando analisamos o grupo tratado com isigorseletivo nicotinico (DMPP).
Visualizamos nitidamente que durante o tempo dermxento temos acgéo inicial predominante
do sistema colinérgico muscarinico (30 min), seguid uma estabilizacdo (50 min) e final com
predominio do sistema adrenérgico (10min), evoluipdra constante queda dos parametros
cardiacos. Percebemos que no grupo tratado conistay@eletivo adrenérgico (isoproterenol)
atenuamos significativamente a queda funcional iaead Quando utilizamos o antagonista
seletivo adrenérgico (propranolol) acentuamos aagums pardmetros cardiacos. Tanto que os
coracdes do grupo tratado com antagorfiss@renérgico morrem 20 min. antes dos do grupo
controle. Isso pode ser explicado pelos amploslteetos ja descritos na literatura do efeito

positivo sobre o cronotropismo e ionotropismo Gardj causado pela estimulacdo adrenérgica
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(BIRKENFELD et al.,2002; WAKITA, 2007). Estes resultados também dmsram os de Dixon
em (1924), que através de estudos sobre os efmro$acos da nicotina trouxe as primeiras
evidéncias experimentais da existéncia de recepfée sinapticos modulatérios da liberacdo de
neurotransmissores. Este estudo mostrou que ain@c@roduzia bradicardia seguida de
taquicardia e aumento da for¢ca de contracdo ent@esaisolados de coelho (DIXON, 1924).
Com base nestes resultados, Dixon prop6s que &ardd era mediada pela liberacdo de ACh
dos terminais colinérgicos devido a acdo excitatdda nicotina em géanglios vagais
intracardiacos. Por analogia, Dixon propds quegait¢ardia e o aumento da forca de contracao
eram mediados pela liberacdo de NA dos terminaipdicos devido a estimulacdo de ganglios
simpaticos intracardiacos pela nicotina. Os estudistologicos posteriores demonstram a
presenca de ganglios vagais intracardiacos (BLINEHERI.,2005), confirmando parcialmente a
hipotese proposta por Dixon. Por outro lado, afdi evidéncias histologicas da presenca dos
ganglios simpaticos intracardiacos levou os essodica supor que os efeitos excitatérios da
nicotina no coracdo eram mediados por colinoceptoieotinicos facilitatorios da liberagédo de
NA localizados nos terminais nervosos simpaticoOEELHOLZ & MUSCHOLL, 1969;
SJOSTRAND, 1973MCGRATH, 1978). Atualmente, existe ampla documeitaga existéncia
de colinoceptores nicotinicos facilitatorios daelidcdo de NA em terminais nervosos simpaticos
(SJOSTRAND, 1973MCGRATH, 1978;JAYASUNDAR & VOHRA, 1978 LINDAMOOD et

al., 1978).

Em vista o exposto acima, parece haver uma condjpetegpnstante entre o SNS
(estimulatério) e SNP (inibitério) durante todoemipo de experimento com coracgéo isolado de
rato com baixo volume de solucado circulante (100, mbrém, com predominio da resposta
inibitoria através do sistema colinérgico muscadnsupostamente devido a maior liberacéo de
ACh na solucdo circulante. Isso se torna mais ewwdeuando lembramos que estudos
histol6gicos demonstram a presenca de gangliosisvag@acardiacos (TSUBQGdt al., 2000;
SAMPAIO et al.,2003; BLINDER, et al.,2005). Ou seja, o depésito de ACh junto a inewaca
intrinseca cardiaca pode ser acentuadamente naiquel a concentracdo de NA, acarretando
assim numa resposta mais acentuada da modulagaérgaa muscarinica causando a queda da
funcionalidade cardiaca.

Em dltima andalise, tomando nossos resultados camotodo, entendemos que a
principal contribuicdo deste trabalho se refereristatacdo experimental e quantitativa de que o

volume circulante tem um papel fundamental na loiigele de coracdes isolados. Este tipo de
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contribuicdo € de especial importancia clinica goatonsideramos trabalhos atuais que mostram
haver a necessidade de minimizarmos os efeitoadicéis na funcao cardiaca apds o implante
no seu receptor (SKRZYPIEC-SPRIN& al., 2007; FITTON et al, 2004) considerando
notadamente que neste processo, o coracao € mantidona montagem portatil de Langendorff
em circuito fechado antes de seu implante (FITTeDAI, 2004).

Finalmente, entendemos que a utilizacdo do modglergnental desenvolvido em nosso
laboratdrio para perfusao de coracdo em prepamgdmngendorff, em circuito fechado, com
baixos volumes circulantes, constitui-se ferramenttodoldgica util para contribuir com o

aprofundamento do estudo do papel deste tipo delliagib sobre o coragao.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que:

1)

2)

3)

4)

5)

A substancia que causa a queda da funcionalidadeo@dEdes isolados em circuito
fechado com baixo volume circulante esta na solag&alante;

A queda da funcionalidade de coracdes isoladosasneondicbes experimentais, é
mediada de maneira importante por mecanismos ¢gigts muscarinicos acionados por
substancia intrinseca do coracdo (provavelmentdilcat@a) liberada na solugéo

circulante.

A sistema B-adrenérgico tem responsabilidade direta sobre awuteacdo da

funcionalidade cardiaca de cora¢fes isolados des redm baixo volume circulante,
provavelmente acionado pelo seu neurotransmissoadrenalina).

O leito vascular e a circulagdo coronariana dosag@@s isolados no método de
Langendorff em circuito fechado e aberto estdo epvaslos durante o tempo
experimental.

A abordagem utilizada, ou seja, a de fazer medig@@slogicas do coracdo em
preparacdo de Langendorff, em circuito fechado, clferentes volumes circulantes,
constitui-se ferramenta metodoldgica util para kGboir com o aprofundamento do

estudo do papel deste tipo de modulacéo sobreag&mr
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ANEXO A - dados referentes a média da Frequéncia cardiaeasgm
ventricular esquerda e fluxo da perfusdo nos dogeKEupos
experimentais.
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bY

Em anexo encontramos os dados referentes a médiaeomw padrdo da FreqUéncia
Cardiaca, pressao ventricular esquerda e fluxalivessos grupos experimentais.

Como observamos nas tabelas 1, 2 e 3 os valorei®snémim erro padrao da frequéncia
cardiaca, pressao ventricular esquerda e fluxectispmente, apresentado pelo grupo “Troca de
Solucéao” a cada 10 min de experimento durante pdeie 2 horas.

Nas tabelas 4, 5 e 6 (frequéncia cardiaca, pressatricular esquerda e fluxo)
encontramos os valores médios com erro padraocergés aos grupos “DMPP” e “DMPP e
Atropina” durante o tempo experimental.

Nas tabelas 7, 8 e 9 (frequéncia cardiaca, pressatricular esquerda e fluxo)
encontramos 0s valores médios com erro padracerdgés aos grupos tidos como contrtle
aberto”, “C. fechado 100 ml’e os demais grupos onde hora sofreram bloqueestimnulacao

colinérgica muscarinica e sisteffiradrenérgico.

Tabela 1: Freqiiéncia cardiaca (bpm) média (erro padrdo)rdpodTroca de Solucéo”
durante o tempo (min) experimental.

TEMPO C Cz
(min) (bpm) (bpm)

10 152 (£4,4) -
20 109 (£3,1) -
30 79 (+4,9) 193 (£2,8)
40 93 (+4,4) 188 (£5,2)
50 50 (+1,7) 186 (£2.9)
60 69 (+9,1) 93 (+4.,6)
70 58 (+5,8) 55 (+.1,4)
80 54 (+7,9) 0
90 50 (+10,0) -
100 52 (+11,2) -
110 51 (+10,9) -
120 48 (£10,6) -
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Tabela 2: Pressao ventricular esquerda (mmHg) média (errcdpado grupdTroca de
Soluc¢do”durante o tempo (min) experimental.

TEMPO C C,
(min) (mmHQ) (mmHQ)

10 25,2 (¥1,0) -
20 23,3 (2,0)
30 17,8 (£0,8) 36,9 (#0,7)
40 15,8 (£0,3) 35,8 (10,4)
50 10,5 (#1,1) 35,4 (0,2)
60 5,9 (£0,5) 5,2 (+0,7)
70 5,3 (20,7) 2,0 (x0,4)
80 5,4 (+1,0) 0
90 5,1 (£1,0)
100 5,1 (£0,9)
110 4,7 (£0,7)
120 4,4 (0,7)

Tabela 3: Fluxo (ml/min) médio (erro padrdo) do gruptroca de Solu¢do”durante o
tempo (min) experimental.

TEMPO Cs C
(min) (ml/min) (ml/min)

10 6,3 (0,1)
20 2,8 (0,1)
30 2,6 (0,3) 7,3 (0,2)
40 2,0 (0,3) 7,0 (0,2)
50 1,3 (#0,1) 6,8 (0,3)
60 1,3 (#0,1) 0,8 (0,1)
70 1,2 (0,1) 0,4 (20,08)
80 1,1 (20,1) 0
90 1,2 (0,2)
100 1,2 (0,2)
110 1,1 (#0,1)
120 1,0 (0,1)
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Tabela 4: Freqiiéncia cardiaca (bpm) média (erro padrdo) dgsog“DMPP 1 uM” e
“DMPP e Atropina 1 pM".durante o tempo (min) experimental.

TEMPO DmppiluM Dmpp e AtropinaluM
10 178 (£9,0) 158 (+6,8)
20 152 (£11,0) 156 (£9,9)
30 127 (+8,6) 131 (£16,6)
40 131 (£13,4) 132 (£10,0)
50 131 (£11,7) 132 (£9,2)
60 127 (£8,9) 140 (+8,6)
70 134 (£9,5) 140 (£10,7)
80 124 (£14,8) 127 (£10,2)
90 145 (£11,3) 108 (£7,2)
100 144 (+10,0) 99 (£7,3)
110 117 (£8,6) 83 (+10,3)
120 99 (£5,8) 80 (£9,0)

Tabela 5: Pressao ventricular esquerda (mmHg) média (errcdpados gruposDMPP 1

pM” e“DMPP e Atropina 1 pM”.durante o tempo (min) experimental.

TEMPO DmppluM Dmpp e AtropinalpM
10 29,2 (+2,7) 36,1 (£3,1)
20 37,8 (£3,5) 50,9 (+5,5)
30 34,1 (£4,0) 45,1 (£5,3)
40 32,2 (£4,8) 40,9 (£4,4)
50 28,3 (+4,2) 35,2 (£5,9)
60 27,5 (+5,0) 30,3 (¢5,1)
70 22,9 (+5,4) 29,2 (+5,6)
80 20,0 (+4,9) 25,9 (+4,9)
90 19,2 (+6,0) 21,7 (+4.,6)
100 13,2 (¢5,0) 19,4 (+3,8)
110 11,4 (x4,7) 12,1 (x1,4)
120 9,6 (x4,3) 9,3 (x1,1)
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Tabela 6: Fluxo (ml/min) médio (erro padrdo) dos grugbsviPP 1 pM” e “DMPP e
Atropina 1 pM”.durante o tempo (min) experimental.

TEMPO DmppluM Dmpp e Atropinalum
10 9,8 (+1,4) 11,3 (+0,4)
20 8,9 (+0,9) 12,4 (+0,5)
30 8,9 (£1,1) 11,6 (+0,8)
40 8,8 (£1,3) 10,8 (x0,9)
50 8,4 (£1,4) 9,6 (£1,3)
60 8,1 (£1,5) 9,1 (£1,3)
70 7,3 (x1,4) 8,6 (£1,4)
80 6,6 (x1,4) 7,9 (£1,5)
90 6,3 (£1,6) 7,7 (£1,7)
100 6,6 (£1,8) 7,3 (£1,9)
110 6,6 (£1,9) 74 (£2,2)
120 6,2 (£1,8) 6,9 (¥2,1)

Tabela 7: Freqiiéncia cardiaca (bpm) média (erro padraojlii@entes grupos durante o tempo (min) experinhenta

Propranolo Isoprotereno Isoproterenol
TEMPO  C. Aberto Fechado 100 ml Atropina  Fisostigmina  Carbacol e Atropina
(min) (bpm) (bpm) (bpm) (bpm) (bpm) | 1M | 1uM
P P P P P (mi/min)  (ml/min) (mll“mm)
10 144 (+14,7) 166 (x154) 188 (+14,1) 198 (49, 203 (+7,2) 202 (x6,1) 193 (+3,6) 189 (+2,0)
20 146 (+8,3) 107 (+14,1)  185(+10,8) 118 (+3,0 47 (¥6,3) 150 (¥9,5) 205 (+3,0) 213 (£3,8)
30 145 (+6,4) 80 (+2,7) 155 (+9,3) 92 (+4.,9) 383,9) 88 (49,9) 180 (+2,7) 194 (+4,9)
40 140 (+4,5) 100 (+12,0) 152 (+12,2) 75 (+4,0) 0 38 (£2,2) 174 (+3,9) 186 (+8,3)
50 135 (+13,7) 79 (+17,5) 147 (+12,4) 36 (+3,2) - 0 160 (+5,7) 168 (+4,4)
60 130 (+10,4) 57 (+12,1) 139 (+14,3) 27 (£1,7) - - 147 (+6,6) 148 (+0,9)
70 138 (+6,7) 0 129 (£12,2) 0 - - 133 (+1,7) 1863,0)
80 138 (+11,2) - 118 (+15,2) - - - 102 (+9,5) 125 (+1,1)
90 139 (+13,6) - 103 (+15,6) - - - 89 (+6,8) 117 (£2,1)
100 121 (+12,8) - 100 (+15,9) - - - 73 (+4,8) 106 (£2,7)
110 135 (+17,0) - 83 (+18,3) - - - 62 (+4,1) 96 (+2,2)
120 142 (+11,7) - 67 (+20,4) - - - 58 (+2,7) 71 (+2,9)
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Tabela 8: Pressao ventricular esquerda (mmHg) média (edodpanos diferentes grupos durante o tempo (mipg¢r@mental.

Propranolo Isoproterenol
TEMPO C. Aberto Fechado 100 ml Atropina  Fisostigmina  Carbacol | 1uM Isoproterenol e Atropina
(min) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) H (mmHg) 1uM
(mmHg) (mMmHg)
10 30,2 (+1,4) 21,4 (£4,2) 159 (+2,2) 212 (¥) 357 (¥2,1) 288(x15) 238(+1,2) 25,3 (48)
20 24,9 (+2,4) 15,9 (+4,2) 20,0 (+2,4) 96 (9, 322(+x14) 114(+25) 344(+0,7) 36,6 (+Q)
30 26,4 (+1,8) 11,3 (+3,8) 21,0 (+3,8) 6,0(5), 17,6 (+x1,0) 84 (+x27) 33,7 (+0,7) 34,9 (t02)
40 21,5 (+3,0) 10,0 (+4,8) 20,7 (+4,5) 5,9 (13, 0 24 (+0,2) 32,4 (+0,8) 34,8 (+0,09)
50 23,3 (£3,2) 6,7 (+2,3) 14,3 (+2,4) 4,6 (+0,3 - 0 30,9 (+0,3) 33,0 (+0,2)
60 22,5 (+2,0) 4,2 (+0.4) 12,1 (+2,1) 2,6 (0,8 - - 24,0 (+1,1) 30,1 (+0,5)
70 21,2 (+3,2) 0 10,9 (+2,8) 0 - - 19,9 (+1,2) 23,9 (+0,4)
80 21,2 (+4,2) - 9,3 (+2,3) - - - 16,1 (+0,7) 9B (+1,5)
90 18,2 (+3,3) - 7.8 (+1,6) - - - 12,8 (+1,2) 41 (+0,8)
100 18,3 (+2,8) - 7.7 (+1,5) - - - 10,1 (+0,3) 12,2 (+0,2)
110 17,5 (+3,3) - 6,9 (+1,6) - - - 8,6 (+0,7) 1B (+0,2)
120 17,1 (£3,3) - 7,0 (+1,7) - - - 72 (x0,6)  1J (+0,08)
Tabela 9: Fluxo (ml/min) médio (erro padrao) nos diferergespos durante o tempo (min) experimental.
Propranolol Isoproteren Isoproterenol
TEMPO  C. Aberto Fechado 100 ml Atropina  Fisostigmina  Carbacol g M P | e Atropina
i Iimin) (ml/min) (m/min)  (ml/min)  (ml/min) KV o 1pM
(min) (m (ml/min) (ml/min) (ml/min)
10 6,9 (+0,4) 6,8 (+1,0) 7.4 (+0,6) 84 (+x1,1) 6,1 (x0,1) 7,8 (x0,3) 8,1 (+0,3) 8,4 (+0,1)
20 6,0 (+0,2) 45 (:0.4) 8,4 (+0,5) 6,2 (x05) ,&B(+0,2) 6,7 (+0,7) 9,5 (+0,1) 10,1(x0,1)
30 5,6 (+0,1) 3,2 (+0,5) 7,6 (+0,7) 44 (+1,1) 24 (+0,3) 4.4 (+0,7) 8,7 (+0,1) 9,0 (+0,05)
40 5,2 (+0,3) 2,6 (+0,6) 7.4 (+0,9) 34 (+1,4) 0 1,0 (+0,1)  8,4(+0,09) 89 (+0,04)
50 4,6 (+0,1) 1,9 (+0,5) 6,1 (+1,0) 25 (*1,1) - 0 8,3 (+0,1) 8,9 (+0,03)
60 45 (+0,1) 0,9 (+0,4) 5,0 (+0,9) 22 (*0,7) - - 7,7 (x0,2) 8,8 (+0,04)
70 4.4 (+0,1) 0 4.4 (+0,9) 0 - - 7,2 (+0,08) 7(60,1)
80 43 (+0,1) - 34 (+0,7) - - - 6,2 (+0,1) 7(30,09)
90 4,1 (+0,07) - 28 (+0,7) - - - 55 (+0,1) 6(%0,3)
100 3,9 (+0.03) - 2,3 (+0,6) - - - 4,6 (+0,1) &(+0,2)
110 3,9 (+0.08) - 1,8 (+0,5) - - - 4,1(+0,2) %(+0,1)
120 3,9 (+0.03) - 15 (+0,4) - - - 39(+0,1)  5(x0,07)
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ANEXO B — média da resisténcia periférica cardiaca.
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Tabela 10:Média com erro padréo da resisténcia periféricdiaaa dos grupd#\berto”, “Fechado”,
“Atropina”, “Fisostigmina” e“Carbacol” durante todos os experimentos.

T(Er:\]/iIrI]D)O C. Aberto Fechado 100 ml  Atropina  Fisostigmina Carbacol
10 4.4 (+0,27) 3,5 (+0,95) 22 (x0,27) 28W60) 4,4 (x0,13)
20 4,1(+0,40) 3,3 (+0,76) 24(+x0,30) 16Q35)  4,0(+0,21)
30 4,6 (+0,33) 3,5 (+0,87) 2,8(+x0,40) 1%Q77) 4,0 (+0,16)
40 4,1(+0,44) 3,9 (+1,04) 2,8(+0,41) 3,1(+Pp 0
50 5,0 (+0,70) 4,7 (+1,30) 2,6 (£0,49) 2,0 (85) -

60 4,9 (+0,43) 3,5 (+0,36) 28 (+x057)  15Q,88) -

70 4,7 (+0,68) 0 2,9 (+0,57) - -
80 4,8 (+0,94) - 3,6 (+0,79) - -
90 4.4 (+0,83) - 3,8 (+0,82) - -
100 4,6 (+0,62) - 4,6 (+0,98) - -
110 4.4 (+0,75) - 41 (+0,79) - -
120 43 (+0,73) - 3,8 (+0,83) - -

Média 45 (+0,59) 3,7 (+0,88) 32 (+0,60) 2,1(+0,83)  4,1(+0,17)

Tabela 11: Média com erro padrdo da resisténcia periféricaliaaa dos grupo$Propranolol”,
“Isoproterenol”, “Isoproterenol e Atropina”, “DMPP” e “DMPP e Atropinal’ durante todos os

experimentos.

Dmpp e
TEMPO Propranolol Isoproterenole  Dmpp .
(min) 1uM Isoproterenol Atropina 1uM 1uM At;iﬂna
10 3,6 (+0,22) 2,9 (+0,27) 3,0 (+0,06) 34 (@) 32 (x0,20)
20 1,6 (+0,22) 3,6 (+0,12) 3,6 (+0,10) 45074) 4,2 (+0,18)
30 1,7 (+0,33) 3,8 (+0,14) 3,9 (+0,02) 39@47) 4,0 (+0,18)
40 2,4 (+0,49) 3,8 (+0,13) 3,9 (+0,02) 37@31) 4,0 (+0,19)
50 0 3,7 (+0,08) 3,7 (+0,03) 3,6 (x0,52) 39@20)
60 - 3,1 (+0,25) 3,4 (+0,07) 41 (+1,28) 3H0,21)
70 - 2,7 (+0,19) 3,1 (+0,02) 39 (+1,38) 3H0,21)
80 - 2,5 (+0,08) 2,7 (+0,19) 3,7 (+x1,23) 420,23)
90 - 2,3 (+0,21) 2,2 (+0,03) 34 (x1,01) 4+0,26)
100 - 2,1 (+0,11) 2,1(+0,04) 20 (*0,57) §20,29)
110 - 2,1 (+0,26) 2,1(+0,02) 20 (+051) 44012)
120 - 1,8 (+0,21) 3,2 (+0,02) 1,7 (+0,47) 3H1,65)
Média 2,3 (+0,32) 2,9 (+0,17) 30 (*0,05) 3,3(x0,77) 4,0 (+0,33)
OBSERVACAQO:

A resisténcia periférica média de todos os coragéeglados é (mmHgmin/ml): 3,31 + 0,47,
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ANEXO C - artigo publicado no IV Congresso Latino Americar®
Engenharia Biomédica (arquivo PDF).
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