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RESUMO

A capacidade de o miocardio memorizar foi estudada inicialmente por
Rosenbaum (1982), que, entre outros, relataram uma memdéria elétrica no
coracdo. Todavia, Rios e cols. (1975) e Moreira (1977) foram os primeiros a
descrever a existéncia de meméria contratil no miocardio de anfibio. Eles
propuseram um modelo matematico para representar esse fenébmeno. A
nossa proposta, contudo, visou caracterizar dois tipos de memoérias
contrateis. Uma delas inibe o inotropismo (memoria depressora, MD) e a
outra, o estimula (memoéria excitadora, ME). A hipdtese central deste
trabalho propde que, quando o coracao € desafiado por um novo ambiente
(nutrientes, quimicos, pH etc.), ele redefine sua atividade contratil para que
possa alcancar um novo estado de equilibrio. Para expressar tal
comportamento, o miocardio cria memdrias, visando ajustar a amplitude das
forcas geradas. Isto se da por meio do balango entre a carga de MD e de ME
de cada batimento. Neste trabalho, a expressdo e a acumulacado destas
memorias foram estudadas em atrio de cobaia, utilizando-se dois descritores
para cada uma delas — um estatico, o IKMDmax e IKMEmax, que
representam o incremento maximo de carga de MD e ME, respectivamente,
e outro dindamico — VmedAMD e VmedAME - que estd associado a
velocidade de apagamento de cada memorias. As preparagdes foram
ensaiadas com diferentes protocolos experimentais como os descritos por
Seed & Walker (1988), Shimizu, et al. (2000) e Conde-Garcia (nao
publicado). Os resultados mostraram que a memoéria contratil difere do
fenbmeno relativo a memoaria elétrica do miocardio, porque, elevando-se o
potassio externo de 2,7 para 7,0 mM, ndo houve variagdo significativa dos
descritores, pois, para n = 3, o IKMDmax passou de 82,09 + 1,58 para 81,56
+2,01% (p > 0,05), o IKMEmax passou de 83,36 = 0,56 para 90,12 + 17,92%
(p > 0,05), a VmedAMD variou de -1,36 + 0,67 para -1,13 £ 0,42¢gf/s (p >
0,05) e a VmedME foi alterada de -2,09 £ 1,65 para -1,56 + 1,41gf/s (p >

0,05). A expressdo e a acumulacdo das memorias sao fendmenos que
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dependem do transiente intracelular de calcio nas células miocardicas. A
elevacao do calcio extracelular de 1,37 para 5,47mM, para n = 3, alterou o
IKMDmax: de 87,56 + 2,33 para 63,83 £ 3,78% (p < 0,05); IKMEmax: 84,36 +
0,54 para 13,91 £ 0,11% (p < 0,05); VmedAMD: -2,58 * 0,71 para -1,20 *
0,37¢gf/s (p < 0,05) e VmedME: -0,90 + 0,13 para -0,34 £ 0,05 gf/s (p < 0,05).
A adicao de 5mM de cafeina a solucéao controle do banho fez o IKMDmax
variar de 79,88 + 3,48 para 56,68 * 6,62% (p < 0,05); o IKMEmax de 77,14
1,02 para 28,54 + 2,11% (p < 0,05); a VmedAMD de -1,78 + 0,50 para -0,60
+ 0,10 gf/s (p < 0,05) e a VmedME -1,74 + 0,64 para -0,33 = 0,14 gf/s (p <
0,05). Nas condi¢cbes experimentais deste estudo, uma dada contracéo
recebe informacgdes depressoras e excitadoras que foram geradas pelos

ultimos dez batimentos.

Palavras-chave: miocardio; contratilidade; meméria depressora; memdaria

excitadora; cobaia.
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ABSTRACT

In the heart, the existence of an electrical memory was firstly
reported by Rosenbaum et al. (1982), but Rios et al. (1975) and
Garcia Moreira (1977) were those that firstly described the
existence of contractile memories in the amphibian myocardium.
These authors developed a mathematical model for representing
such phenomenon. In the present study, we aimed to characterize
two kinds of contractiie memories occurring in the mammalian
myocardium. One of them, depresses the tissue (the depressant
memory, DM) and the other one acts by stimulating it (the
excitatory memory, EM). The pivotal rationale guiding this work
was: when the heart is challenged by changing the environment
sources like nutrients, chemicals, temperature, etc., its behavior
changes in order to optimize the energy expenditure associated
with its contractility. This adaptation process allows to be reached
a new state of dynamic equilibrium. In order to express such
behavior, the tissue creates contractile memories for adjusting the
amplitude of myocardial forces. This is provided by balancing the
load of DM and EM available at each myocardial beat. The
expression and accumulation of these memories were studied in
the guinea pig atria submitted to the experimental protocols
described previously by Seed & Walker (1988), Shimizu (2000),
and Conde-Garcia (not published). The expression and
accumulation of myocardial memories were described by
employing two static descriptors, LODMmax and LOEMmax. They
stand for the maximum load of depressant memory and the
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maximum load of excitatory memory, respectively. Furthermore,
another pair of dynamic descriptors was also used to measure the
maximum rate of erasing of the depressant memory (MREDM)
and the other one to measure the maximum rate of erasing of the
excitatory memory (MREEM). The static descriptors represent the
transference of load of both memories but the dynamic descriptors
were related to the rate of erasing of such memories. Our results
brought us onto the following conclusions: 1. contractile memories
are a phenomenon apart from the electrical memory because
rising the external potassium from 2.7 to 7.0 mM did not modify (n
n = 4) LODMmax that changed from 82,09 + 1,58 to 81,56 +
2,01% (p > 0,05), LOEMmax from 83,36 + 0,56 to 90,12 £ 17,92%
(p > 0,05), MREDM changed from -1,36 + 0,67 to -1,13 + 0,42¢f/s
(p > 0,05), and MREED from -2,09 + 1,65 to -1,56 = 1,41¢gf/s (p >
0,05). 2. However, the expression and accumulation of DM and
EM are affected by the intracellular calcium transient. The
increase of extracellular calcium from 1,37 to 5,47mM (n = 3)
reduced LODMmax: from 87,56 + 2,33 to 63,83 + 3,78% (p <
0,05); LOEMmax from 84,36 + 0,54 to 13,91 £ 0,11% (p < 0,05);
MREDM from -2,58 + 0,71 to -1,20 + 0,37gf/s (p < 0,05) and
MREEM from -0,90 + 0,13 to -0,34 = 0,05 gf/s (p < 0,05). Adding
5mM cafeine to the bath solution also reduced LODMmax from
79,88 + 3,48 t0 56,68 + 6,62% (p < 0,05); LOEMmax from 77,14 +
1,02 to 28,54 + 2,11% (p < 0,05); MREDM from -1,78 + 0,50 to -
0,60 + 0,10 gf/s (p < 0,05), and MREED from -1,74 + 0,64 to -0,33
+ 0,14 gf/s (p < 0,05); 3. In the experimental condition employed
in this work, a given beat receives both depressant and excitatory
information built by the last ten beats.



Keywords: Myocardium, contractility,

excitatory memory, guinea pig

depressant
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1 INTRODUCAO

Houaiss (2001) define memoéria como a “faculdade de conservar e
lembrar estados de consciéncia do passado e tudo quanto se ache
associado aos mesmos”. Todavia, nesta dissertacdo, este conceito sera
usado de modo mais abrangente. Aqui, o termo sera entendido como a
capacidade que tém os sistemas animados ou inanimados de reter
informacdo do presente para poder usa-la em eventos do futuro. Desta
forma, o processo de memorizacao deixa de ser um privilégio do sistema
nervoso central, podendo ser largamente encontrado em outros sistemas
organicos. Além de a memdria poder ser encontrada distribuida em varias
partes do tecido nervoso central, ela também pode ser encontrada, p.ex., no
sistema imunolégico (WANG et al., 2004; SEAMAN et al., 2004; VITETTA et
al., 1991) e no trato gastro-intestinal. Em 2000, Furness et al. sugeriram que
a hiperalgesia e a hiperreflexia intestinal que sao observadas em pacientes
com sindrome do colo irritavel, estavam associadas a uma memoria celular,
cuja génese envolvia uma excitacao pos-sinptica lenta e sustentada.

Rosenbaum et al., em 1982, usou a expressao “memoria cardiaca”
para definir as alteragdes genéticas ou moleculares que ocorrem na
repolarizacao ventricular, caracterizando mais apropriadamente os eventos
que haviam sido descritos por Chatterjee et al. (1969 a, b).

A Fig. 1 mostra os resultados obtidos por Yu et al. (1999) que,
estudando o ECG e vetorcardiograma em cées submetidos a estimulacéo
artificial, observaram que surgia no ECG uma onda T invertida e de
conformacédo aberrante. A alga vetorial correspondente a essa onda mudou
de posicado espacial, deslocando-se do quarto para o segundo quadrante
quando a estimulacdo foi mantida por cerca de 20 dias. Mesmo
interrompendo-se os estimulos externos por trés dias, a alga vetorial da onda
T manteve-se no quarto quadrante, expressando assim que o coracéo havia
memorizado o fato de ter sido submetido a estimulacgao artificial.
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Control entricular pacing 7 days 21 days Rec. 3 days

Lead aVF

Figura 5 - Tragados eletrocardiograficos e vetocardiograficos obtidos em
coragdo de cdo. Os registros foram feitos em animais anestesiados e
representam as formas de onda nas derivagbes D1 (Lead I) e aVF. O
vetocardiograma (registros inferiores) foi obtido em situagdo controle
(“control”), durante a estimulagdo artificial dos ventriculos (“ventricular
pacing”), uma hora apds o desligamento da estimulagédo ventricular aplicada
por 7 dias (“7 days”), uma hora apés o desligamento da estimulagéo
ventricular aplicada por 21 dias (“21 days”) e apoés trés dias do desligamento
da estimulacdo artificial que estava sendo aplicada ao coracdao durante 21
dias consecutivos (“Rec. 3 days”) (YU et al., 1999).

Além dos ventriculos (PATBERG e ROSEN, 2004; MOLEIRO, 2001,
RICHARD et al., 1999; KATZ, 1992; ROSENBAUM et al., 1982), também os
atrios podem manifestar o fenémeno de memoaria elétrica (CHANDRA et al.,
2003; HERWEG et al., 2001).

A capacidade de o miocardio armazenar informag¢des contrateis foi
descrita inicialmente por Rios et al. (1975) e por Moreira et al. (1977) que

chamaram a esta propriedade de “memdria inotropica”. Os autores,
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trabalhando em miocardio de anfibio, propuseram um modelo matematico
para simular situacdes, bem como o0s possiveis mecanismos de acao que
gerariam a capacidade de o coragao aprender.

O presente trabalho buscou contribuir para a caracterizacdo da
expressao e do processo de acumulacdo das memorias contrateis geradas
no miocardio de cobaia, bem como contribuir para o conhecimento dos

mecanismos de agao que suportam suas existéncias.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Organizacao estrutural do musculo cardiaco

O musculo cardiaco apresenta estrutura diferenciada entre os
tecidos excitaveis e € constituido por células individualizadas que estao
intimamente acopladas, permitindo que o 6rgéo funcione como um sincicio
(VAN BREEMEN, 1953 apud CONDE GARCIA, 1998). Os cardiomiécitos
sao estriados, ramificados, tém nucleo central e estao unidos por meio de
membranas juncionais dotadas de regides especializadas, tanto para a
fixacdo mecanica, quanto para a transmissao de corrente elétrica. Os discos
intercalares, como foram denominados por Engelmann (1877 apud CONDE
GARCIA, 1998), foram chamados por Rothschuh (1950 apud CONDE
GARCIA) de “barreiras elétricas transversais”. Eles sao compostos por
regides nao-diferenciadas e por regides especializadas (fascia adherens,
macula adherens e nexus) (Fig. 2). As fascia adherens e a macula adherens,
quando vistas a microscopia eletrbnica, mostram-se eletrodensas e
apresentam um pouco de espaco extracelular entre as membranas das
células. A macula adherens tem formato discéide de aproximadamente 0,2 a
0,5 um de diametro. Elas estdo envolvidas com o acoplamento mecanico
entre as células. Neste processo participam diversas proteinas, entre elas a
caderina, cateninas e alfa-actina.

Os nexi ou jungdes gap sdo segmentos curtos, densos e por nao
apresentarem uma separacao entre as membranas juncionais aparentam ser
uma membrana unica. Formadas por conexons, que sao arranjos protéicos
hexagonais, as jungdes representam ligacées diretas entre os citoplasmas
das células adjacentes, constituindo sitios de baixa impedancia que
possibilitam o acoplamento elétrico entre as células do coragdo. A reunido
de dois conexons possibilita o surgimento de um canal intercelular que
permite a livre difusdo de eletrdlitos e moléculas pequenas e impedem a
passagem de proteinas e acidos nucléicos (BERNE e LEVY, 2001; CONDE
GARCIA, 1998).
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Figura 6 - Micrografia eletrbnica dos discos intercalares
mostrando regides correspondentes a fascia aderens (FA),
macula aderens (MA) e nexus (N) (reproduzido por McNUTT e
FAWCETT, in Langer & Brady, 1974).

O mausculo cardiaco apresenta um padrao regular de estriacdes
transversais semelhantes as que existem nos muasculos esqueléticos
(MCNUTT e FAWCETT,1969). Ele é formado por células alongadas e
ramificadas (JUNQUEIRA e CARNEIRO,1999). A estrutura compreendida
entre duas linhas Z consecutivas € denominada de sarcémero e, cada um
deles apresenta microanatomia e fisiologia semelhantes, sendo considerado
a unidade funcional do sistema de miofilamentos geradores de forca
muscular (GUATIMOSIM et al., 2002)
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Na microscopia eletrénica (Fig. 3) esses filamentos aparecem como
regides claras e escuras denominadas respectivamente de banda A
(anisotrépica) e | (isotrépicas). A banda A é formada por filamentos grossos
(15 nm de didmetro) em superposicao lateral com os filamentos finos (7 nm
de diametro). Essa regido apresenta-se mais densa e com uma zona H, em
cuja parte central encontra-se o disco M. A zona H é formada por filamentos
grossos constituidos por miosina que se interconectam para formar o disco
M (CONDE GARCIA, 1998; MCNUTT E FAWCETT, 1969; VOET et al.,
2000). A banda | é formada por filamentos finos e pelas proteinas
formadoras da linha Z. Estudos sugerem que os filamentos grossos também
se ligam a linha Z, através de estruturas filamentosas de conexao
constituidas por uma proteina longa denominada titina, que se estende da
linha M a linha Z e funciona como mola para centralizar o filamento grosso

de miosina.
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| | 1
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Figura 7 - Micrografia eletrénica mostrando, em corte longitudinal, um
sarcébmero com suas bandas A e |, bem como os discos ou linhas Ze M
(Modificado de VOET et al., 2000, p.181).
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Os filamentos finos sdo compostos por moléculas protéicas de actina,
troponinas, tropomiosina e nebulina. A actina pode ser isolada sob duas
formas: a actina G (globular) e a actina F (filamentosa). A actina G é uma
proteina que se polimeriza para formar a actina F, que tem estrutura
filamentar e se apresenta em forma de dupla hélice. Cada cadeia de
monémeros globulares de actina G é ancorada a linha Z e possui uma regiao
que interage com a miosina. A topomiosina e o complexo das troponinas sao
essenciais para a regulacdo da ativacdo dos miofilamentos contrateis. A
troponina cardiaca (cTn) é uma proteina heterotrimérica composta por
produtos de trés genes distintos: troponina C (cTnC), que é o sitio de ligacao
para o calcio, troponina | (cTnl), que é a proteina inibitéria do complexo
cTnC/Ca®** e a troponina T (cTnT), proteina que se liga fortemente a
tropomiosina, que por sua vez constitui-se de uma molécula longa (40nm de
comprimento) que contém duas cadeias polipeptidicas formando uma hélice
(DE TOMBE, 2003; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999). A nebulina (750-850
kDa) é uma proteina cuja funcdo parece estar associada a regulacao do
comprimento dos filamentos de actina (KAZMIERSKI et al., 2003).

Os filamentos grossos sao formados pela associacdao de varias
moléculas de miosina. Esta é uma proteina com peso molecular de 450 kDa
composta por duas cadeias entrelagadas que terminam numa regido
globular. A hidrélise enzimatica da miosina promovida pela tripsina a divide
em duas partes: uma leve, formada por grande porcdo de sua cauda
(meromiosina leve — MML, 140 kDa) e outra mais pesada (meromiosina
pesada — MMP, 340 kDa), que contém a regido globular. A MMP, quando
hidrolisada, subdivide-se em duas subunidades a S1 (120 kDa) e a S2 (60
kDa). A regido S1 corresponde a regido globular propriamente dita,
possuindo atividade ATPasica, sendo portanto a ATPase miosinica, cuja
funcéo é hidrolisar o ATP, liberando a energia necessaria a contracdo. Essa
subunidade é formada por um par de estruturas globulares, cada uma
contendo uma cadeia polipeptidica pesada (200 kDa) e duas cadeias
polipeptidicas leves. A cadeia pesada constitui o corpo da enzima (ATPase
miosinica), posto que a sua remocao leva a perda da sua capacidade de
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hidrolisar o ATP. Também uma das cadeias leves é fosforilavel, o que pode
modular a velocidade de hidrélise do ATP (VASSALO e STEFANON,1999).

O arranjo espacial das moléculas de miosina é feito de tal forma que
as cabecas dessas moléculas ficam voltadas para a linha Z (DE TOMBE,
2003; VASSALO e STEFANON, 1999; PAES DE CARVALHO, 1969). As
regides da “cabecga” dos filamentos grossos formam as pontes cruzadas e
contém o sitio de ligagdo para a actina e para o ATP (BERNE e LEVY,
2001). A titina, uma grande proteina (2500 kDa) associada aos filamentos de
miosina, parece estar envolvida com a manutencdo do padrao das
estriacbes do musculo (LINKE e FERNANDEZ, 2002; GRANZIER e LABEIT
, 2002).

A complexidade entre a relagdo das propriedades biomecénicas do
sarcobmero cardiaco e do comportamento mecanico do coracdo €
determinada nao sé6 pela orientacao e densidade dos constituintes das fibras
musculares (parametros espaciais), mas também pelo ritmo de ativagéo e de
relaxamento das fibras cardiacas (parametros temporais) (DE TOMBE,
2003).

A geragédo de forga muscular esta relacionada com o numero de
pontes cruzadas que podem interagir com os filamentos delgados. A
principio, a ¢cTnC se liga ao célcio livre do citoplasma e com isto desloca a
tropomiosina do seu estado de repouso na goteira formada pela dupla hélice
da actina. Com isto, expde o sitio de alta afinidade existente nas moléculas
de G-actina e permite que a cabecga da miosina com ele interaja levando a
producdo de forca muscular. O desacoplamento do ADP da cabeca da
miosina leva ao estado de baixa energia livre promovendo uma mudanca
conformacional no filamento grosso, modificando a sua angulacéo e criando
a forca muscular. A fosforilacdo da cTnl e a ligagao de uma molécula de ATP
a cabeca da miosina fazem com que a afinidade da miosina pela actina seja
reduzida e, por isso, permite que as pontes cruzadas de actina e miosina se
desconectem dos filamentos delgados (HO, 2003; BERNE e LEVY, 2001),
levando ao relaxamento.

O mecanismo de Frank-Starling é uma propriedade intrinseca do

miocardio no qual um aumento do comprimento da fibra muscular até um
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determinado comprimento 6timo, resulta em aumento da forca (Fig. 4)
durante a contracdo subsequente. Essa relacdo € um fator importante para a
regulacdo da fungéo cardiaca, pois durante o aumento do retorno venoso
ocorre uma elevagdo do volume diastolico final dos ventriculos, propiciando
a ocorréncia de uma contracdo mais vigorosa. Com isto, vai haver uma
maior ejecdo do sangue, durante a sistole. Embora a significancia fisiol6gica
deste mecanismo seja amplamente conhecida, a sua base celular ainda nao
esta completamente esclarecida. Uma hipétese € que, com o estiramento do
sarcoOmero, mais pontes cruzadas interagem com a actina, devido a uma
sobreposicao mais efetiva entre os filamentos grossos e finos. Entretanto,
este ndo parece ser o unico fator responsavel pelo mecanismo de Frank-
Starling, pois também foi observado que, durante o estiramento, os
filamentos finos aumentavam sua sensibilidade aos ions célcio (MOSS e
FITZSIMONS, 2002). Além disso, o estiramento da fibra muscular propicia o
aparecimento de forcas que levam a compressao da matriz dos
miofilamentos, favorecendo assim a interacao entre eles e explicando, pelo
menos em parte, a alteracdo de sensibilidade dos miofilamentos ao ion
calcio (“lattice compression”) (BERS, 2002).

Pesquisas subsequentes demonstraram a relacdo entre o
comprimento do sarcomero e a capacidade de gerar forca. A capacidade
tensiogénica maxima ocorreu quando o0s sarcébmeros apresentavam
comprimento entre 2 e 2,2 um (Fig. 4). No musculo cardiaco, a tenséo
desenvolvida aumenta quase que linearmente, quando o comprimento do
sarcbmero varia de 1,9 a 2,4 um e cai abruptamente, quando ele se situa
entre 2,4 e 2,5 um. Esta queda se deve ao fato de que varios sitios ativos de
actina continuam cobertos pela tropomiosina, impedindo a formagao de
pontes com a miosina (CARVALHO et al.,1999).
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Figura 4 - Relacdo comprimento-tensdo de um sarcomero demonstrando
que a forca maxima da contragdo ocorre quando o seu comprimento esta
entre 2,0 e 2,2 um. O inserto superior representa as posicoes relativas dos
filamentos de actina e miosina nos diferentes comprimentos do sarcémero,
desde o ponto A até o ponto D (modificado de GUYTON & HALL, 1998).

Os cardiomidcitos apresentam um complexo sistema de tubulacées
transversais - os tubulos T — que s&o invaginagdes do sarcolema geralmente
situadas a altura dos discos Z e que fazem com que o meio intersticial possa
ficar mais préximo dos miofilamentos. Uma extensa rede de tubos
intracelulares, denominados de reticulo sarcoplasmatico (RS), pode ser
encontrada no interior das células miocardicas, envolvendo completamente
cada sarcédmero. Sua fisiologia esta intimamente relacionada aos eventos
que se passam nos tlbulos T. Devido a disposicdo morfolégica deste
tubulos, os canais de calcio tipo-L do sarcolema ficam préximos aos canais
liberadores de calcio existentes na membrana das cisternas dos RS. Estes
canais por serem bloqueados pela a rianodina sdo chamados de receptores
da rianodina (RyR) (BERS,2004; OGAWA, 1994).

O conjunto formado pelos tubulos T e pelas cisternas dos RS que
estdo a sua volta, € chamado de triade. Nas juncdes diddicas, representadas
pela membrana sarcolemal do tubulo T, pela fenda diddica e pela cisterna do
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RS, estdo os “couplons”, considerados serem as unidades funcionais do
processo excitacdo-contracdo do musculo cardiaco (SUN et al., 1995). Eles
sédo formados por 10 a 25 receptores de diidropiridina (DHPR) alojados no
sarcolema e posicionados estrategicamente a frente de 100 canais do tipo
RyR, que estdo na membrana do RS (GATHERCOLE et al., 2000). O maior
namero de canais RyR cria uma margem de segurancga para garantir que a
liberacédo de calcio em cada “couplon”, mesmo pequena, seja bastante para
induzir a liberacdo dos estoques desse ion contidos no RS (FRANZINI-
ARMSTRONG et al., 1999).

2.2 Acoplamento excitacao-contracao

Os mecanismos fisiolégicos que determinam a relacdo entre os
fenbmenos da despolarizagdo dos cardiomidcitos e a contracao que dela
decorre sdo genericamente chamados de acoplamento excitagdo-contragao.
Este processo se faz manipulando o céalcio como um segundo mensageiro
de forma que a despolarizacao celular se transforme em forca de contragao.
Esse evento se faz de forma muito organizada, permitindo que o
encurtamento dos sarcomeros possa ocorrer (SCOOTE et al.,, 2003). O
acoplamento se inicia com a despolarizacdo da membrana celular em virtude
do surgimento de um potencial de acdo. Com isto, ocorre a liberacdo do
célcio que esta estocado no RS (HAMILTON et al., 2000). Durante o
potencial de acdao, ha um aumento na probabilidade de abertura de canais
de célcio sensiveis a voltagem, o que gera uma corrente de entrada desse
cation (ICa) devido a um gradiente eletroquimico favoravel. Isso contribui
para a formacao do platdé do potencial de acdo do midcito cardiaco.

Os cardiomiécitos possuem duas classes de canais de calcio
sensiveis a voltagem: o canal do tipo L (Ca., “large depolarization”) e canal
tipo T (Car, “threshold”). O primeiro, com condutancia de 15 a 25 pS é
ativado em voltagens préximas a 0 mV e sofre regulacao de proteinas G,
exercendo importante funcdo no acoplamento excitagcdo-contragdo. O
segundo, com condutancia de 8 pS, € ativado por voltagens proximas a —50

mV, exercendo menor importancia no acoplamento excitacao-contracao das
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células cardiacas (DE PAOLI, 2002; TRAFFORD et al.,2001; CONDE
GARCIA, 1998). No entanto, vale ressaltar que Kitchens et al. (2003)
demonstraram que os canais do tipo T tém um papel significante no
acoplamento excitagao-contracdo de midcitos embrionarios, inclusive
participando do mecanismo de liberagdo de célcio que é induzida pelo
aumento do célcio citoplasmatico livre, conhecido pela sigla CICR ("calcium-
induced calcium release"). Com o CICR a concentracdo de calcio citosdlico
aumenta rapidamente, fato que ocorre durante o potencial de agao (NIGGLI,
1999, FABIATO, 1983). O célcio livre no citoplasma acaba por se ligar a
c¢TnC, ativando a maquinaria contratil. Para que o relaxamento ocorra, a
concentracdo de célcio intracelular livre deve diminuir, permitindo que haja
uma dissociagdo do complexo c¢TnC/ célcio. A reducdo do calcio
citoplasmatico livre se faz por quatro vias conhecidas: 1) acdo da Ca?*-
ATPase do RS, 2) acdo do trocador Na+/Ca?* sarcolemal, 3) acdo da Ca?*-
ATPase sarcolemal e 4) acdo do uniporte mitocondrial de Ca®*. Entre estes
mecanismos, os dois primeiros tém papel mais relevante (HOBAI et al, 2004;
REUTER et al, 2003; BERS, 2002; WIER et al., 1999) (Fig. 5). O principal
estoque de calcio dos cardiomiécitos encontra-se no RS. A alta
concentracéo deste ion no interior da organela ocorre gracas a um potente
sistema de bombeamento feito pela SERCA (“sarcoendoplasmic reticulum
calcium ATPase”) (EBASHI, 1962 apud POZZAN et al., 1994). Essa bomba
é fundamental para o esvaziamento do calcio livre. Existem varias isoformas
da SERCA, sendo que a predominante no musculo cardiaco é a SERCA 2
(CARAFOLI, 2002; POZZAN et al.,, 1994). O fosfolamban é um inibidor
enddégeno da SERCA, mas, uma vez fosforilado, deixa de inibi-la. Com isso,
a SERCA promovendo o bombeamento de calcio para o interior do RS,
levando a um rapido declinio do calcio livre no citosol (BRITTSAN e
KRANIAIS, 2000; JI et al., 1999, CHIESI, 1994).
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Figura 5 — Esquema dos mecanismos envolvidos no processo de
excitagdo-contragdo do cardiomiocito. No sarcolema o Ca2+ é trocado
pela bomba de Ca2+ (ATP) e pelo trocador sédio:célcio (NCX). Além
disso, o calcio pode entrar na célula por meio de canais de caélcio
acoplados ou nao a receptores de rianodina (RyR) existentes no RS (na
figura, SR). PLB: fosfolamban. A mitocéndria participa com o seu uniporte
para calcio. No inserto se mostra o curso temporal do: potencial de acédo —

P (preto), transiente intracelular de calcio - [Ca®]i (azul) e forca de
contracao (vermelho) (reproduzido de BERS, 2002).

O processo de acoplamento excitacdo-contracdo nas células atriais
apresenta-se de forma diferente do que ocorre nas ventriculares. Enquanto
que nos atrios o processo denominado de CICR envolve o sarcolema, nas
células ventriculares ele ocorre entre a membrana dos tubulos T e as
cisternas do sistema RS. Nestas unidades funcionais denominadas
couplons, a disposicado das estruturas ativas garante uma conexao entre os
canais do tipo-L e os canais RyR (BLATTER et al., 2003). Isto, todavia, ndo
ocorre nas células atriais porque estas ndo expressam tubulos T e as
cisternas dos RS interagem diretamente com o sarcolema. Assim, quando o

midcito atrial € despolarizado por um potencial de acdo, o aumento da
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concentragdo intracelular de célcio se faz de forma centripeta, isto é,
comeca pelas regides proximas ao sarcolema e progride para o interior da
célula (Fig. 6), enquanto que nos ventriculos essa liberacao se faz em todos
os niveis de profundidade no interior das células.
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Figura 6 — Comparacgao entre os mecanismos de acoplamento excitagao-
contragdo em ceélulas ventriculares e atriais. Em_A: fotomicrografias
obtidas por microscopia confocal de cardiomidcitos de gato estando o
atrial & esquerda e o ventricular a direita. As células foram marcadas com
substancia fluorescente. As estruturas regularmente espacadas,
apresentando um padréo do tipo sarcomero e vistas na célula ventricular,
representam os tabulos T. Em contraste, a célula atrial € desprovida deste
sistema tubular. Em B: esquema do acoplamento excitagdo-contragdo no
midcito ventricular. O influxo do calcio pelos tubulos T ativa a liberagéao de
célcio do RS, resultando num aumento mais uniforme do calcio no
sarcoplasma. Em C, esquema do acoplamento excitagdo-contragdo em
midcito atrial, mostrando que o influxo do Ca®* através do sarcolema, ativa
a liberacdo de Ca®* na regido subsarcolemal do RS, gerando uma onda de
CICR que se propaga centripetamente (reproduzido de TANAKA et al.,
2003).
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Estudos ultra-estruturais (MCNUTT e FAWCETT, 1969 apud
BLATTER et al., 2003; TANAKA et al., 2003) tém mostrado dois tipos de
membranas no RS, a saber, a membrana juncional (jRS), situada mais
perifericamente, isto € voltada para o sarcolema e em intima associagéo
com ele e a membrana nao juncional (njRS), esta localizada mais para o
centro da célula. Os RyRs estao ancorados nos dois tipos de membrana do
reticulo sarcoplasmatico, sendo porém predominantes na regido das

cisternas.

2.3 As funcoes mecanica e elétrica do coracao

Galvani e Volta, ha dois séculos atras, demonstraram que fenémenos
elétricos estavam envolvidos nas contragcées do coracdo (BERNE e LEVY,
2001). As células marcapasso existentes em todas as partes deste érgao,
porém preferencialmente nos seus nddulos sinusal e atrioventricular, sao
encarregadas de promover a auto-estimulacdo do corag&o, pois geram
espontaneamente e de forma repetitiva potenciais de acao que se propagam
por todo o érgdo. Essas ondas elétricas propagadas comandam a atividade
cardiaca. Normalmente, as ondas de despolarizacdo se originam no nédulo
sinusal, localizado no atrio direito, junto a desembocadura da veia cava
superior, com dimensdes em torno de 8 mm de comprimento e 2 mm de
largura (WEST, 1972). A partir do nddulo sinusal, a onda elétrica se propaga
rapidamente com uma velocidade entre 60 e 80 cm/s, em direcao aos atrios
direito e esquerdo, bem como ao septo interatrial (JOHNSON e SWARTZ,
1986).

O coracao funciona como um sincicio elétrico (WEIDMANN, 1966
apud CONDE GARCIA, 1998), pois nele o impulso elétrico encontra uma
resisténcia muito pequena para ser conduzido de célula a célula. O anel
valvular - regido onde se encontram ancoradas as véalvulas do coragéo - €
constituido por tecido elétrico nao excitavel. Deste modo, a Unica via normal
para que o impulso elétrico despolarizante alcance os ventriculos esta
localizado ao nivel do nodulo atrioventricular. No interior desta estrutura, a

onda elétrica se propaga a uma velocidade relativamente baixa (1 a 10
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cm/s). Isto se deve ao fato de que as células nodais apresentam menor
acoplamento, dificultando o fluxo de corrente elétrica entre elas. Por outro
lado, as células nodais geram potenciais de agdo de menor amplitude, o que
favorece a baixa velocidade da onda de despolarizagdo nessa estrutura. A
deficiéncia de acoplamento intercelular decorre de uma reduzida area de
juncdes gap, enquanto que a menor amplitude dos potenciais de acao
nodais se deve ao fato de que as células desta estrutura geram potenciais
de acdo do tipo lento. Os potenciais de agdo dos noddulos sinusal e
atrioventricular se despolarizam com velocidade menor do que a que ocorre
nas células de trabalho e de conducao (MENDEZ e MOE, 1972). O estimulo
elétrico despolarizante, apds atravessar o nédulo atrioventricular, segue pelo
feixe de His e por seus ramos, alcancando as fibras de Purkinje. Estas
estruturas se especializaram em conduzir potenciais de agdo com grande
velocidade (2 a 4 m/s), pois suas células apresentam poucas miofibrilas e

tém elevado grau de acoplamento entre si.
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3 OBJETIVOS

3.1- Geral

Descrever e caracterizar em tecido muscular atrial, os processos de

producdo e de armazenamento de informacdo que contribuem para a

geracao de memdrias inotrépicas neste tecido.

3.2- Especificos

v

Distinguir os tipos de memoria contratil (depressora e excitadora)
que se formam durante o trabalho do miocardio atrial de cobaia;
Caracterizar a dindmica temporal com que se expressa e se apaga
a memdéria depressora em miocardio atrial de cobaia;

Caracterizar a dindmica temporal com que se expressa e se apaga
a memoria excitadora em miocéardio atrial de cobaia;

Avaliar o comportamento da expressdo, da acumulagdo e do
apagamento das memdérias depressora e excitadora, em fungédo da
concentragcao extracelular de potéssio;

Avaliar o comportamento da expressdo, da acumulagdo e do
apagamento das memdérias depressora e excitadora, em fung¢édo do
bloqueio de receptores muscarinicos;

Avaliar o comportamento da expressdo, da acumulagdo e do
apagamento das memdrias depressora e excitadora, em fung¢do do
blogueio de canais de potassio;

Avaliar o comportamento da expressdao, da acumulacdo e do
apagamento das memdérias depressora e excitadora, em fungéo da
concentragao extracelular de célcio;

Avaliar o comportamento da expressdo, da acumulagdo e do
apagamento das memdérias depressora e excitadora, em fungéo da

liberagé@o de calcio intracelular induzida pela cafeina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas cobaias machos adultas (Cavia porcellus), com peso
entre 300 e 500 g, reproduzidas e criadas no Biotério da Universidade
Federal de Sergipe. Os animais foram alimentados com racao comercial
(NUTRICOBAIA, AGRIBRANDS DO BRASIL LTDA, Brasil) e estiveram
submetidos ao ciclo claro-escuro natural (12 h/12 h). A manipulacdo dos
animais, durante os experimentos, obedeceu as regras estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo o Projeto sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade
Federal de Sergipe e registrado sob o No. 05/2010.

4.2 Solucao nutritiva

Tabela 1 — Solucao de Tyrode

Substancias Concentragbes (mM)
NaCl 120,00
MgCl,.6H,0 0,90
NaHCO3; 11,90
NaH,PO4.H,0 0,40

KCI 2,70
CaCl,.2H0 1,37

Glicose 5,50

Segundo Dorigo et al. (1990)
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4.3 Montagem do experimento

4.3.1 Montagem do atrio esquerdo em cuba para 6rgao isolado

Os experimentos foram realizados em &trio esquerdo de cobaia
(Cavia porcellus) e foram executados entre as 8 h e 22 h. Para reduzir os
estoques adrenérgicos do miocardio, 0os animais receberam uma dose de
reserpina (5 mg/kg) administrada por via intra-peritonial, 24 h antes do
experimento. Os animais foram sacrificados por golpe aplicado na regiao
cérvico-cranial (VASCONCELOS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005;
NOTSU et al., 1992; DORIGO et al., 1990; ZAVECZ e LEVI, 1978). O térax
foi aberto e o coragado removido. O atrio esquerdo foi separado e montado
em solugcdo de Tyrode no interior de uma cuba para 6rgéo isolado (5 mL;
27,0 + 0,1°C), tal como estd esquematizado na Fig. 7. Sua extremidade
inferior foi fixada ao fundo da cuba e a superior conectada, por meio de um
fio de aco inoxidavel (0,3 x 95 mm), a um transdutor isométrico de forca
(FTA10 HP/SUNBORN, lllinois, Chicago, EUA). O transdutor foi montado em
um micromanipulador o que permitiu ajustar suavemente o estiramento do
musculo para uma tensao de repouso de 1 gf. Os sinais do transdutor foram
amplificados (HP 8805B) e entdo enviados para serem gravados (Fig. 7,
Saida 5). Uma vez na cuba, o atrio permaneceu imerso em solucao de
Tyrode que foi oxigenada e teve o seu pH equilibrado, borbulhando-se nela
uma mistura carbogénica (95 % de oxigénio e 5 % de CO,, White Martins
Gases Industriais do Nordeste, AirProducts Brasil, Incerteza: + 0,05
micromol/mol). A temperatura no interior da cuba foi medida
continuadamente com a ajuda de um termistor colocado no banho e o seu
controle foi feito fazendo-se circular agua aquecida (bomba termoestavel
HAAKE FJ, refrigerador IBBL, modelo FN2000) através de uma jaqueta
situada em volta da cuba. Os atrios foram submetidos a uma estimulacao de
campo de 1 Hz, usando-se, para isso, pulsos elétricos com intensidade de
400 V e duracéao de 0,5 ms aplicados com a ajuda de dois eletrodos de prata
(Fig. 7, conexdes 3 e 4). A baixa frequéncia de estimulagédo foi usada para
proteger a integridade das células, minimizando as chances de elas

desenvolverem metabolismo anaerdbico com consequente formacao de
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espécies reativas de oxigénio ou de nitrogénio (radicais livres). Esses pulsos
foram gerados por um estimulador DIGITIMER 3072 (DG3) (Digitimer
Limited, England), que trabalhou escravo dos Programadores de Pulsos
DG1 e DG2 (DIGITIMER D4030, Digitimer Limited, England), conforme, a

seqguir, se descreve.
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Figura 7 — Esquema geral da montagem do atrio esquerdo de cobaia
usada nos experimentos. Na cuba, mergulhado em solucédo de Tyrode, o
atrio, estirado a 10 mN, foi mantido sob estimulacéo elétrica através de
eletrodos de prata (conexao 3 e 4) pelo estimulador DIGITIMER 3072.
Uma mistura carbogénica garantiu a oxigenagéo e o equilibrio do pH. Por
uma jaqueta disposta em volta da cuba fez-se circular agua aquecida a
27,0 £ 0,1°C, a fim de manter sob controle a temperatura do banho. O
atrio estava ligado a um transdutor isométrico de forca (FTA10 HP
SUNBORN), cujos sinais foram amplificados (HP 8805B), digitalizados
(conexao 5 - DATAQ DI 400) e armazenados em computador (CPU).
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4.3.2 Arranjo logico dos equipamentos visando a adequada
estimulacado do miocardio para a execucao dos protocolos de
investigacao

4.3.2.1 Logica dos pulsos para estimular ritmicamente o atrio de cobaia

4.3.2.1.1 Exemplo esquematico

a00 mgf

Y

1000 ms

Figura 8 - Registros gravados em computador e obtidos durante a
estimulacao-controle do atrio esquerdo de cobaia. O canal superior mostra
curvas de for¢ca de contracdo, enquanto que o inferior refere-se ao ‘gate’
usado como mascara para determinar o0 momento da estimulacao
(Freqiiéncia de estimulagéo: 1 Hz; 27,0 + 0,1°C).

4.3.2.1.2 Objetivo: Manter a preparacao bioldégica contraindo-se com

freqUéncia regular de 1 Hz

4.3.2.1.3 Procedimento. A Fig. 9 mostra esquematicamente dois
programadores de pulsos (Digitimer 3040, DG1 e DG2) e um estimulador
(Digitimer Stimulator 3072, DG3). O DG3 (Saidas 3 e 4) foi responsavel pela
geracdo dos pulsos de estimulacao (0,5 ms, 400 V). Este estimulador
trabalhou em modo escravo, sendo comandado pelo DG1 - este responsavel
pelo ritmo-controle de 1 Hz - e pelo DG2, responsavel por gerar os pulsos
extrassistolicos com intervalos de acoplamento previamente determinados.
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Figura 9 - Equipamentos geradores de pulsos usados na montagem
experimental do atrio de cobaia. DG1 e DG2 sdo programadores de
pulso (DIGITIMER 3040), enquanto que o DG3 é o estimulador
(DIGITIMER 3072). O DG1 operou em modo escravo e ‘single’ e foi
responsavel pela geracdo do padrao ritmico da estimulagdo do atrio
esquerdo de cobaia (Saida 7), bem como pela geracdo da mascara
referente ao instante em que foi gerado o pulso de estimulacao (Saida
2). O DG1 teve sua atividade interrompida pelos sinais que chegaram a
sua entrada STOP (Entradas 8 e 10), provenientes dos WPI 2 e 4 (Saida
10 e 8, respectivamente). O sinal na Saida 2 do DG1 foi enviado como
‘trigger’ ao estimulador DG3 (Entrada 2, DIGITIMER 3072), enquanto
que o sinal da Saida 7 foi enviado para sincronizar o WPI 1 (Entrada 7
do contador de eventos). O DG3 foi encarregado de estimular a
preparacao biologica (Saidas 3 e 4) com pulsos de estimulagdo de 0,5
ms e 400 V. O DG2, por sua vez, também operou em modo escravo e
‘single’, recebendo ‘trigger’ (Entrada 6) proveniente do WPI 1 (Saida 6).
O DG2 (Saida 9) foi responsavel pelo disparo do DG3, a fim de produzir
um pulso extrassistélico (Entrada 9), cujo ‘delay’ em relagdo a
estimulacado normal precedente péde ser adequadamente controlado.
Ambos os pulsos 2 e 9 gerados por DG1 e DG2, respectivamente, foram
também enviados para gravacdo em computador (Entradas 2 e 9 do DI
205).

51
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O DG1 (Fig. 9) trabalhou em modo “Single” e escravo do WPI 0 (Fig.
10, WPI 1830, “Interval Generator”). Este equipamento operou em modo
“Internal Synchronization”, gerando um trem de pulsos com freqiéncia de
100 kHz (periodo de 10 us) (Fig. 10). Estes pulsos foram enviados para
sincronizar o DG1 (Saida 1). A cada ciclo do DG1, um “gate” de polaridade
negativa era gerado na Saida 2. Este sinal foi usado para disparar o
estimulador DG3 (Fig. 9, Entrada 2), responsavel final por todos os pulsos de

estimulacao aplicados a preparacao biologica.

Wwho WPl 1 WPl 2 WRI3 WPl 4
Interval Generator Frezet Cortrol Pulse Train Module Pulse Train Module Pulse Train Module
1830 1832 1831 1831 1831
Irterval g Preset Mode Extri Mode Extnd Mode manual
10us Reset
+l Exdernal Reset ——m Out 19 [ei——0 ut
W |ntermal Sync
1N
Ext Ext Ext Pulse Pulss
Sync Ou Syne 1M Out Syne Syne duration Out
S50ms w 50 ms ]
' : 0s |

l + I : f

Le ] ﬁ
Figura 10 — Esquema dos equipamentos eletrbnicos usados para criar a
l6gica de pulsos necessdria a execucdo dos protocolos de Seed & Walker —
Shimizu e de Conde Garcia. WPI 0: ‘clock’; WPI 1: contador de eventos
condicionantes no protocolo de Conde-Garcia; WPI 2: freio do DG1; WPI 3:
gerador de ‘trigger’ para produzir um alarme sonoro indicativo do momento
em que o pulso extrassitolico foi gerado; WPI 4: gerador de pulso de bloqueio

usado para o ‘reset’ do WPI 1 (Entrada 8) e para inibir o DG1 (Entrada 8)
paralizando a geracao do ritmo-base da estimulagao.

4.3.2.2 Ldogica de pulsos necessarios para produzir a sequéncia de
eventos do protocolo experimental proposto por Seed & Walker (1988)
conjuminado com a adicao da pausa pds-extrassistolica proposta por
Shimizu (2000)
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4.3.2.2.1 Exemplo esquematico
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Figura 11 — Exemplo representativo do tragado experimental da forgca de
contragdao atrial (tragado superior) e dos ‘gates’ correspondentes a
estimulacdo aplicada ao atrio esquerdo de cobaia (tracado inferior). O
padrdo de estimulagdo normal foi de 1 Hz (periodo de 1000 ms). Ex:
extrassistole; 1a.CPEx: Primeira contragdo poés-extrassistole; |AEx:
Intervalo de acoplamento extrassistolico; IKMD: Incremento de carga de
memoria depressora; IKME: Incremento de carga de memaria excitadora.

4.3.2.2.2 Objetivo: Determinar a Curva de Restituicio Mecéanica do
miocardio (CRM, amplitude da extrassistole vs. intervalo de acoplamento
extrassistolico - IAEx), bem como as variagées de amplitude da primeira
contracbes pods extrassistolica (1aCPEXx), obtida para cada IAEx.

4.3.2.2.3 Caracteristica do protocolo experimental. O que caracterizou a
execucdo dos protocolos conjuminados de Seed-Walker-Shimizu foi a
capacidade de a montagem experimental gerar extrassistoles com intervalos
de acoplamento variaveis, garantindo, no entanto, que a pausa
extrassistdlica fosse sempre igual ao periodo usado na estimula¢gdo normal
do miocérdio.

4.3.2.2.4 Procedimento. Para executar esta tarefa, o WPI 1 (Fig. 10) foi
ajustado para contar os primeiros 30 pulsos chegados a sua Entrada 7.
Estes eram provenientes do DG1 que enviava um pulso a cada 1000 ms
(DG1, Saida 7). Assim, uma vez contados os 30 pulsos, o WPI 1 gerava um
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sinal na Saida 6 que era entdo enviado para disparar o DG2 (Entrada 6). Isto
permitia que na Saida 9 deste equipamento fosse produzido um sinal
extraordinario, cujo retardo podia ser adequadamente ajustado. Este sinal foi
entdo enviado a Entrada 9 do DGS3, produzindo, assim, o pulso
extrassistolico (Ex) a ser aplicado a preparacgao biolégica.

O pulso gerado na Saida 9 do DG2 teve uma duracao de 50 ms. Ele
foi enviado para a Entrada 9 do WPI 2 que estava ajustado para operar em
“External Synchronization” (Fig. 10). Este equipamento, uma vez disparado,
gerava um pulso de 950 ms que, somados aos 50 ms do pulso de ‘trigger’,
perfazia um total de 1000 ms (Saida 10). Este sinal serviu para parar a
atividade do DG1 por 1000 ms (Entrada 10) apds a extrassistole ter sido
aplicada a preparacgéo. Esta pausa foi proposta por Shimizu et al. (2000) e é
referida neste trabalho como sendo a pausa de Shimizu (Fig. 11).

4.3.2.3 Légica usada na geracao de pulsos para produzir a seqliéncia
de eventos necessarios a execucao do protocolo experimental
proposto por CONDE GARCIA (ainda nao publicado)

4.3.2.3.1 Exemplo esquematico

Fase 1 Fase 3

—_ 67

U iR

Figura 12 — Sequéncia de contragcbes usada para o estudo das
memdrias. Fase 1: contragcdes controle onde se encontram em equilibrio
as memorias depressora e excitadora; Fase 2: pausa da estimulagao,
visando ao apagamento das memdérias acumuladas; Fase 3: contragdes
condicionantes variando de 1 a 10, visando reconstruir as memérias
contrateis; Fase 4: testes para avaliar a acumulacdo das memdrias
produzidas pelas contracbes condicionantes do miocardio. A
extrassistole numero 1 ndo aparece por estar embutida na contracao
anterior (27,0 + 0,1°C; Estimulagdo: 1 Hz; 400V; 0,5ms).
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4.3.2.3.2 Objetivo: Estudar a contribuicdo do funcionamento contratil do
miocardio para o processo de acumulacdo da memoria depressora
(expressada pela amplitude das extrassistoles) e da memdria excitadora
(expressada pela amplitude das 1a. CPEx a diferentes IAEX).

4.3.2.3.3 Caracterizacao do protocolo experimental de Conde Garcia. O
protocolo experimental de Conde Garcia caracterizou-se pelo o fato de que
0s pulsos extrassistolicos, usados no protocolo conjuminado de Seed-
Walker-Shimizu para obter as CRMs, somente eram aplicados a preparacao
biolégica, apdés um periodo de quiescéncia de 20 s e apds um numero

previamente determinado de contragbes condicionantes (CCond).

4.3.2.3.4 Procedimento. Para executar o protocolo de Conde Garcia, um
‘gate’ com duragéo de 20 s foi disparado manualmente no WPI 4 (Fig. 10,
Saida 8). Este sinal foi enviado para a Entrada 8 do WPl 1 (“External
Reset”), zerando o contador deste equipamento. Acabado o pulso inibidor
proveniente do WPI 4, o ‘plug in” WPI 1 reiniciava a contagem dos pulsos
chagados a sua Entrada 7. Quando a quantidade de pulsos se igualava ao
valor pré-determinado neste equipamento, um sinal era gerado na sua Saida
6 e este era enviado a Entrada 6 do DG2 (Fig. 9), disparando, assim, um
‘trigger’ extrassistolico (Saida 9) que entédo era enviado a Entrada 9 do DGS3.
Este, por sua vez, estimulava a preparacdao biol6gica, produzindo as
extrassistoles necessarias para determinar a CRM em funcao de diferentes
quantidades de CConds (contragbes condicionantes). O ‘trigger
extrassistolico foi também enviado a Entrada 6 do WPI 3 que, trabalhando
em ‘External Mode’, produziu um sinal na sua Saida 11. Este sinal foi entao
enviado a Entrada 11 do HP 3310B (gerador de ondas), produzindo assim
um trem de ondas na freqiéncia de audio que alimentou um auto-falante

gerando um sinal sonoro (Fig. 13, Auto).
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HF 3310B
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Figura 83 — Esquema do gerador de alarme sonoro. HP 3310B: gerador
de sinais de audio freqiéncia operado escravo do WPI 3.

4.3.2.4 Gravacao dos sinais de forca atrial e dos respectivos pulsos de
estimulacao

Os sinais elétricos, obtidos na Saida 5 do amplificador HP 8805B da
Fig. 7, foram enviados a um conversor analégico/digital (DATAQ DI 400 DI
205, Windaq Pro Acquisition, Ohio, EUA) que colheu dados a uma
freqiéncia de 512 amostras por segundo, permitindo que fossem gravados
em computador tal como esquematizado na Fig. 14. Ela mostra que, além
dos sinais entregues a Entrada 5, foram também digitalizados e gravados
dois outros, a mascara do estimulo (Entrada 2) e a mascara da extrassistole
(Entrada 9).

Ol 205 Ol 400

—m Mascara do
estirmulo narmal

?

Conversor AD

¥

—em Mdscara do =
estimulo extrassistdlico

¥

—ma Sinal de Forga

?

cPu

Figura 14 — Sistema de conversao analégico-digital constituido por uma
unidade de ‘input’ de sinais (DI 205, DATAQ) e uma placa conversora A/D
(DI 400, DATAQ) e um computador representado pela CPU. A Entrada 2
recebeu um ‘gate’ gerado no momento do estimulo normal, enquanto que
na Entrada 9 chegou um ‘gate’ gerado no momento no momento da
estimulacdo extrassitdlica aplicada a preparagédo biolégica. O conversor
A/D operou, normalmente, a 512 Hz.
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4.4 Avaliacao da expressao das memadrias contrateis

4.4.1 Memoéria depressora e seus descritores

Instrumento de avaliacao da MD. A memodria depressora (MD) foi estudada
a partir da Curva de Restituicdo Mecanica do miocardio (CRM), obtida
conforme descrito por Seed & Walker (1988). Resumidamente: em atrio
esquerdo estimulado, foram induzidas extrassistoles isoladas, cada uma
com diferentes IAEx (300-900ms), tendo sido suas amplitudes medidas e
plotadas contra os valores de IAEx. Esta curva esta relacionada com o
estado de prontiddo inotropica do tecido miocéardico, isto €, ela reflete o grau
de sensibilidade do mecanismo contratil celular para responder a um dado
estimulo elétrico. Desta forma, quanto maior for esta sensibilidade, menor
sera 0 tempo para que a curva alcance o seu valor maximo. No que
concerne a este trabalho, a CRM foi empregada para estudar a expresséo e
o apagamento de MD. Durante o controle, a carga de MD (KMD), associada
a cada contracdo, foi considerada ser de 100 unidades arbitrarias. Na
contracado extrassistélica, o Incremento de Carga de Memoria Depressora
(IKMD, Fig. 11), a ela associada, foi determinada pela diferenga percentual
entre a amplitude da forga no controle e a amplitude da extrassistole. Como
estas sdo menores do que a forga-controle, entdo é razoavel supor que,
nela, a quantidade de MD seja maior do que a que existe no controle. Deste
modo, a KMD presente na contracao extrassistolica sera maior que 100.

Descritor estatico para a MD. O descritor estatico foi denominado
IKMDmax, que representa o Incremento Maximo de Carga de Memoria
Depressora e cujo valor foi sempre obtido no IAEx mais curto. Este descritor
serviu para avaliar a quantidade méaxima de MD transferida para a contragéo

extrassistolica.

Descritor dinamico para a MD. A Velocidade Média de Apagamento da
carga de Memoria Depressora, observada ao longo do tempo — VmedAMD —
foi usada como descritor dindmico da MD. Para obté-lo, a amplitude de cada
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extrassistole produzida com diferentes IAEx, foi ajustada por regressao

linear e assim calculado o coeficiente angular médio.

4.4.2 Memoria excitadora e seus descritores

Instrumento para avaliar a ME. O Incremento de Carga de Memdbria
Excitadora (IKME, Fig. 11) foi avaliado com o protocolo de Seed & Walker
(1988) associado a pausa proposta por Shimizu et al. (2000). Com este
método, foi possivel avaliar a contribuicdo de extrassistoles, obtidas com
diferentes IAEX, para promover a variagdo da Carga de Memoria Excitadora

(KME) que ocorre na 1aCPEx, relativa a cada IAEX.

Descritor estatico para avaliar a ME. O Incremento Maximo de Carga de
Memoria Excitadora - IKMEmax - foi usado como descritor estatico de ME.
Ele foi determinado na 1aCPEx de maior amplitude, esta geralmente
observada com |AEx de 300 ou 400 ms. Para isto, a amplitude da maior
1aCPEx foi normalizada percentualmente em relacdo a amplitude da

contracao controle.

Descritor dinamico para avaliar a ME. O IKMEmax decresce com o tempo.
A velocidade média deste apagamento - VmedAME - foi determinada pela
inclinacdo da reta de regressao usada para o ajustamento das amplitudes da
1aCPEXx correspondente aos diferentes |IAEX.

4.5 Avaliacao do processo de acumulacao das memaorias contrateis

O miocérdio, ao trabalhar, gera MD e ME. A amplitude de cada
contragdo depende do balango entre elas. Para estudar o processo de
construcdo destas memérias foi empregado o protocolo experimental de
Seed & Walker (1988), porém aplicado a miocardio pré-condicionado com
um numero determinado de contragbes. Assim, o miocardio foi mantido sob
estimulacao elétrica regular com periodo de 1000 ms e entdo a estimulagéao
foi suspensa por 20 s com o intuito de estabelecer um tempo fixo para o
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apagamento das memdérias nos diversos protocolos experimentais. Este
tempo é muito longo Em seguida, a preparacgéo biolégica foi ressubmetida a
estimulacdo elétrica. Estas contragbes serviram para recondicionar o
miocardio e foram, por isto, denominadas de Contra¢cdes Condicionantes
(CCond). Assim, o protocolo de Seed-Walker-Shimizu foi aplicado apds pré-
condicionar o miocardio com um numero variavel de CCond (1 a 10). Com
isto, se pdde determinar a variagao da carga de MD, medindo-se a amplitude
das extrassistoles, bem como a carga de ME, esta determinada pela
amplitude da 1aCPEXx obtida apéds estimulacdes feitas com diferentes |IAEx.

Instrumentos para avaliar a acumulacao de MD e ME. A acumulagao de
MD e ME foi avaliada pelos descritores estaticos e dindmicos relativos a
cada uma delas, porém determinados apds submeter as preparacdes a
diferentes pré-condicionamentos, variando-se 0 numero de contracoes

condicionantes.

4.6 Protocolos para avaliar o mecanismo formador de MD e ME

Avaliacao dos mecanismos que levam a expressao e a acumulacao de
MD e ME. Para estudar os mecanismos de acdo que suportam a expressao
e a acumulacdo de MD e ME, o atrio foi estudado mediante diferentes
tratamentos como se relata a seguir:

1) Objetivo: Demonstrar que as memdérias contrateis diferem da
memoria elétrica; Procedimento: As memdérias inotrépicas foram
estudadas antes e apds o miocardio ser despolarizado pelo
aumento da concentracdo extracelular de potassio de 2,7 para 7,0
mM; Hipoétese: A elevacdo de potassio no meio extracelular
despolariza a célula miocardica, modificando a manifestacdo de
qualquer fendmeno do tecido cardiaco que dependa dos potenciais
elétricos celulares;

2) Objetivo: Averiguar se na formagdo das memoérias havia
participacdo de vias colinérgica; Procedimento: As respostas

contrateis foram avaliadas antes e ap6s o bloqueio de receptores
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muscarinicos, este feito com o sulfato de atropina (1,5 pM);
Hipoétese: E sabido que a acetilcolina abre canais de potassio no
musculo cardiaco e que isto promove redugdo na duragdo dos
potenciais de agéo, levando a diminuicdo da entrada de calcio nas
células, com consequente alteracao contratil;

3) Objetivo: Avaliar se as correntes de potassio contribuem para a
formacdo das memorias; Procedimento: Foram feitos testes
conduzidos antes e apdés o bloqueio de canais para potassio
usando-se para tal o bloqueador inespecifico, tetraetiiamonio (TEA:
20 mM); Hipétese: As variagbes das correntes de fuga
transportadas pelo potassio podem despolarizar ou hiperpolarizar o
potencial da membrana celular. Desta forma, todos os fenémenos
que dependem desse potencial sao alterados pelas manobras que
interferem com as correntes de potassio;

4) Objetivo: Avaliar a contribuicdo das correntes sarcolemais de calcio
nos mecanismos relacionados com as memdérias contrateis;
Procedimento: Foram realizados experimentos nos quais se variou
a concentracao extracelular de célcio desde 1,37 até 9,59 mM,;
Hipotese: O célcio é o elemento fundamental para o processo de
acoplamento excitagcao-contracdo, bem como para promover a
geracgao de forca nas células do miocardio;

5) Objetivo: Avaliar a contribuicdo da liberacao de calcio do reticulo
sarcoplasmatico nos fendmenos relativos as memarias contréateis;
Procedimento: Foram realizados experimentos nos quais se
comparou as manifestacdes das memdrias contrateis antes e apoés
incubar o tecido miocardico com cafeina (5 ou 10 mM); Hipotese: E
sabido que a cafeina é um alcal6ide capaz de promover a liberagéao
do célcio que se encontra estocado no reticulo sarcoplasmatico.
Este calcio € usado para promover todos os fen6menos relativos a
contracao celular podendo, assim, interferir com o fenébmeno das
mem©rias contrateis.
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4.7 Estratégia experimental para avaliar a acao de substancias sobre a

expressao e a acumulacao das memdrias

Para avaliar a acdo de substancias sobre 0s processos de expressao
e de acumulagcdo de MD e ME, a preparacdo foi submetida a um
procedimento experimental constituido por quatro fases, a saber:

1) Estabilizagdo: o atrio, inicialmente estirado para uma tensédo de
repouso de 10 mN, permaneceu na cuba para 6rgéo isolado, oxigenado e
estimulado ritmicamente a uma freqtiéncia de 1 Hz. Neste periodo, que
durou aproximadamente 1 hora, a preparacédo teve oportunidade para se
adaptar a condigbes de temperatura do banho (27 + 0,1 °C) e a composicao
da solugao nutritiva;

2) Controle: nesta fase foram executados os protocolos de Seed-
Walker-Shimizu, bem como o de Conde Garcia visando estudar os
processos de expressdao e de acumulagdo das memorias depressora e
excitadora do miocardio atrial de cobaia;

3) Intervencdo: nessa fase a preparagdo foi submetida a acdo do
agente estudado (drogas e substancias) e sua duracao variou de 10 a 20
minutos;

4) Teste: na presenca do agente estudado, foram repetidos os
protocolos Seed-Walker-Shimizu (S&W/SMZ), bem como o de Conde Garcia
(CG), a fim de estudar os processos de expressao e de acumulacdo das
memorias (Fig. 15).
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Figura 25 - Estratégia experimental usada para estudar a expressao e a
acumulacao das memoérias do miocardio atrial de cobaia. Apds o periodo de
estabilizacdo o atrio foi submetido ao protocolo de Seed-Walker-Shimizu
(S&W/SMZ) para determinar a expressao da MD e ME. Em seguida, o
miocardio foi submetido ao protocolo de Conde Garcia (CG) para determinar
a acumulacao (AC) das memoérias. Esses protocolos foram realizados tanto
na fase controle, como apds a intervengcdo sob estudo (27 +0,1°C;
Estimulagao: 0,5 ms, 400 V, 1 Hz)

4.8 Processamento e analise dos dados experimentais

4.8.1 Softwares utilizados

O pacote do Microsoft Office Professional 2003 foi usado para textos
(WORD), tabulacao de dados e confecgédo de graficos (EXCEL) e para criar
a apresentacao (POWER POINT).

O software para gerenciar o conversor analégico-digital foi o WINDAQ
PRO ACQUISITION (DATAQ, Akron, Ohio, EUA) e para reproduzir e auxiliar
na analise os dados experimentais gravados em computador foi o WINDAQ
EX (DATAQ, Akron, Ohio, EUA).

Para o processamento das forgas atriais, de forma a determinar suas
amplitudes, foram selecionados trechos de interesse do experimento. Os
arquivos foram salvos como arquivo com formato texto. Em seguida, esses
arquivos foram submetidos ao software PREPARATOR, a fim de estrutura-lo
de acordo com o padrao de entrada requerido pelo software CONEXON. O
CONEXON, ao operar sobre os arquivos gerados pelo PREPARATOR,

produziu uma tabela contendo, além das amplitudes das forgas, outros
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parametros contrateis. Com ela foi possivel construir os graficos referentes
aos protocolos de Seed-Walker-Shimizu e de Conde Garcia.

Os softwares PREPARATOR e CONEXON estdo registrados no
Cartério do 100. Oficio, Titulos e Documentos e Pessoas Juridicas, Aracaju,
Sergipe e esta depositado, sob o numero 00051104, no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial - INPI, Ministério do Desenvolvimento, Industria e
Comércio Exterior, Governo Federal, Brasilia, Brasil. Ambos sédo de autoria
do Prof. Dr. Eduardo Antonio Conde Garcia.

4.8.2 Analise Estatistica

A decisdo sobre a diferencga entre valores médios foi feita com o teste
ANOVA ‘one-way’ (“General Linear Model”, MINITAB), seguido do teste de
Tukey. O nivel de significancia para rejeitar a hipétese de igualdade entre as
médias, foi p < 0,05. Os dados apresentados estdo na forma de média +
desvio padrao. Onde coube, foi usado o Teste t de Student para dados

pareados, a fim de decidir sobre diferenca entre valores médios.
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5 RESULTADOS

5.1 O miocardio atrial aprende a trabalhar, trabalhando

5.1.1 — O miocardio atrial aprende: exemplo de resultado experimental

A Fig. 16 ilustra o comportamento do miocardio atrial de cobaia,
isolado do animal e mantido por 30 minutos em repouso e a temperatura de
27,0 £ 0,1°C. A preparagdo permaneceu imersa em solugdo de Tyrode que
foi oxigenada e teve o seu pH equilibrado por uma mistura carbogénica. Este
tempo foi dado ao atrio para que ele se adaptasse as novas condi¢cdes de
temperatura, osmolaridade e suprimento energético presentes no banho,
antes de iniciar o trabalho de contracdo sob estimulacdo elétrica artificial.
Com o inicio da estimulacdo a uma freqiéncia de 1 Hz, a forca atrial
aumentou o seu pico sistélico de 0 para 1122 mgf, em cerca de 60 s. Em
seguida, ela lentamente reduziu-se, até alcancar um equilibrio com
amplitude de 831 mgf, cerca de 20 minutos depois (Tabela 2). Durante o
periodo de adaptacao, a tenséo diastdlica da preparacao, isto é, a contratura
miocardica presente no estado de repouso, diminuiu progressivamente, até
alcancar um equilibrio, cerca de 20 minutos apds iniciada a estimulacao.
Quando isso foi alcancado, o atrio havia relaxado 72,6 mgf, em relagédo a
tensao de repouso inicial (Tabela 3).
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Figura 16 — Experimento representativo sobre a adaptacdo do atrio
esquerdo as condicoes experimentais a ele impostas. Em A: a
preparagdo permaneceu quiescente por 30 minutos, quando entdo a
estimulacéo elétrica do tecido foi iniciada. Observou-se que a forca
sistélica cresceu rapidamente, para decair até alcangar um equilibrio
cerca de 20 min depois. A tensdo diastolica minima ou relaxamento
maximo, por sua vez, diminuiu progressivamente, indicando um maior
relaxamento diastélico que se estabilizou 72,6 mgf abaixo da tenséo de
repouso original. Em B: estd mostrada a variacao da amplitude da forca
durante os primeiros segundos depois de ligada a estimulagéo (Tyrode;
27,0 £ 0,1°C; Estimulagédo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz)



5.1.2 Tabulacao dos resultados referentes ao experimento da Fig. 16

Tabela 2 — Evolugcdo temporal da amplitude
da forga sistolica durante a fase de adaptacéo
as condicbes experimentais

Tempo (s) Forca sistélica (mgf)
0 0
5 587
10 765
15 851
20 930
25 970
30 1003
35 1023
40 1049
45 1075
50 1089
55 1108
60 1122
65 1122
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Tabela 3 — Evolugéo temporal do relaxamento diastélico
durante a fase de adaptacdo do miocéardio as condicdes
experimentais

Tempo (s) Relaxamento diastolico (mgf)
0 0
50 26,4
100 46,2
150 52,8
200 59,4
250 59,4
300 59,4
1100 85,5
1150 85,5
1200 85,5

5.2 Ferramentas para avaliar as memdrias contrateis

5.2.1 Ferramenta para avaliacao da Memoria Depressora: Protocolo de
SEED & WALKER

5.2.1.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

A Fig. 17 mostra, no tracado superior, sete curvas de forca de
contracdo atrial. Elas estdo superpostas e contém, cada uma, contracdes
ritmicas denominadas de contragbes-controle, seguidas por extrassistoles,
cujos intervalos de acoplamento com a contracdo precedente foram
aumentados de 300 (tracado 1) para 900 ms (tracado 7). O experimento
mostra que a amplitude da forga da contragédo extrassistélica aumentou até
alcangcar um valor maximo. Este aumento ocorreu a medida que o IAEx se
tornou maior. Os tracados inferiores, numerados a esquerda de 1 a 7,
mostram o protocolo de estimulacdo usado para cada um dos registros.
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Neles, inicialmente, podem ser vistas apenas quatro estimulagdes-controle,
mostradas como pequenos tragcos orientados para baixo e distanciados
temporalmente por um periodo constante de 1000 ms. Nesta figura, apos o
quarto artefato de estimulo, veem-se o artefato correspondente a
estimulagéo extrassistélica. Eles se iniciam com um periodo de acoplamento
de 300 ms (curva 1) o qual, a cada teste, foi aumentado até alcancar 900 ms
(curva 7). O que esta mostrado nesta figura representa um conjunto tipico de
registros necessarios para que a Curva de Restituicdo Mecéanica (CRM)
atrial seja determinada. A CRM refere-se a curva de variacdo da amplitude
da contracao extrassistélica produzida por diferentes IAEXx.

1000 300
400
500

B s R N

800
700
800

300

Figura 17 - Esquema do experimental usado para determinar a Curva
de Restituicdo Mecéanica do miocardio de cobaia. O tracado superior
mostra sete curvas de forcas de contracdo superpostas. Elas foram
obtidas em étrio de cobaia estimulado ritmicamente e submetidos a
pulsos extrassistélicos com IAEx variavel de 300 a 900 ms. Os
tracados inferiores, referenciados pelos numero de 1 a 7, mostram o
esquema de pulsos de estimulagdo usado (27,0 + 0,1°C; Estimulag&o:
0,5 ms; 400 V; 1 Hz)
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5.2.1.2 Tabulacao dos resultados referentes ao tracado experimental
tipico mostrando na Fig. 17.

Tabela 4 — Tabulagdo dos dados referentes a evolucao da
amplitude das extrassistoles produzidas com diferentes |IAEx

IAEX (ms) Amplitude da Amplitude da extrassistole
extrassistole (mgf) (% do controle)

Controle 1404 100

300 390 28

400 717 51

500 904 64

600 1045 74

700 1185 84

800 1232 88

900 1294 92

5.2.1.3 Determinacao da Curva de Restituicao Mecanica média do atrio

Para que fosse determinada a CRM meédia do atrio esquerdo de
cobaia, foram realizados experimentos em diferentes preparagdes, usando-
se o protocolo experimental de Seed & Walker (1988). A Fig. 18 mostra o
resultado desses experimentos. Nela se pode ver que a amplitude da forga
extrassistolica aumentou a medida que o |IAEx cresceu de 275 ms para 925
ms. Este aumento reflete a redugcao progressiva do IKMD. Assim, no |IAEx
mais curto a quantidade de MD presente na contracdo era muito elevada e,
por isto, a amplitude da extrassistole foi pequena. Porém, com o passar do
tempo, isto €, a medida que o IAEx aumentou, o IKMD foi diminuindo

progressivamente.
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Figura 18 — Curva de Restituicao Mecanica média do atrio esquerdo
de cobaia para extrassistoles com intervalos de acoplamento entre
275 a 925 ms. A amplitude da forgca no controle foi normalizada
percentualmente (27,0 + 0,1°C; Estimulagdo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz; n =
4;*p < 0,0001).

5.2.1.4 Avaliacao da variacao temporal do Incremento de Carga de
Meméria Depressora, visando estudar a sua expressao e a velocidade

do seu apagamento

A Fig. 19 mostra o comportamento de como varia a carga de memoria
depressora em funcao do tempo dado pelos diferentes IAEx. O experimento
foi realizado em atrio mantido em situacdo-controle. Os valores
determinados para IKMDmax e VmedAMD foram, respectivamente: 83,00 +
3,25% e -1,65 + 0,35 gf/s, considerando que, no intervalo de 600 ms, a KMD
diminuiu de 1,111 £ 0,244 gf (IAEx = 300 ms) para 0,122 * 0,079 gf (IAEx =
900 ms).
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Figura 19 — Variacdo do IKMD em funcao do tempo (n = 4; p < 0,0001
para todas as comparacdes com o valor de IKMD no IAEx de 300 ms; 27,0
+0,1°C; Estimulacéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).

5.2.2 Ferramenta para avaliar a expressao da memoria excitadora:
Protocolo de SEED & WALKER / SHIMIZU

5.2.2.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

A Fig. 20 mostra, no tracado superior, oito curvas de forga de
contracdo que foram montadas de forma superposta. No inicio de cada
registro, os atrios de cobaia estavam se contraindo de forma ritmica, porque
foram comandados com estimulagédo supraliminar com periodo de 1000 ms.
As extrassistoles foram produzidas com estimulos extraordinarios com IAEx
variando de 200 a 900 ms (registros de 1 a 8). Este experimento, além do
classico fenbmeno do aumento da amplitude da extrassistole (Ex de 1 a 8)

observado com o aumento do IAEx, mostrou também que a amplitude da
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1a.CPEx sofreu variagdo. A Tabela 5 resume os valores numéricos
referentes a cada um dos tracados deste experimento. Nela se pode ver
que, nas condi¢cdes experimentais em que se encontrava o atrio, houve um
intervalo de acoplamento 6timo, aqui definido como sendo o intervalo de
acoplamento capaz de gerar a contracdo pds-extrassistlica de maior
amplitude. No caso mostrado na Fig. 20, este intervalo foi de 300 ms.
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Figura 20 - Esquema do protocolo experimental usado para avaliar as
variagcbes de amplitude da 1aCPEx decorrentes dos aumentos dos
intervalos de acoplamento extrassistolicos.O tracado superior mostra
curvas de forgas de contracdo obtidas em atrio esquerdo de cobaia, que
foi estimulado ritmicamente (1000 ms) até o momento em que foram
aplicados estimulos extrassistolicos com IAEx progressivamente
crescentes (200 — 900 ms, tragados de 1 a 8). Os tragados inferiores foram
montados para explicar o protocolo de estimulacdo usado. Note-se que o
aumento do intervalo de acoplamento produziu extrassistoles com
amplitudes crescentes (1 a 8) e gerou contragdes pds-extrassitolicas cuja
amplitude maxima foi alcancada no |AEx de 300 ms (protocolo 2)
(27,0 £ 0,1°C; Estimulagao: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.2.2.2 Tabulacao dos resultados referentes ao tracado experimental
tipico mostrado na Fig. 20

Tabela 5 — Tabulagdo dos dados referentes a evolugao da amplitude
da 1a.CPEXx produzida com diferentes IAEx (Fig. 20)
IAEx (ms)  Amplitude da 12 contragdo Amplitude da 12 contragéo

pds-extrassistolica pos-extrassistolica
(mgf) (% acima do controle)
200 2289 64
300 2657 90
400 2457 76
500 2263 62
600 2013 44
700 1855 31
800 1644 17
900 1420 08

Amplitude da forga controle: 1394 mgf

5.2.2.3 Avaliacao da variacao temporal do Incremento de Carga de
Memoria Excitadora, visando estudar a sua expressao e a velocidade
do seu apagamento

A Fig. 21 mostra o comportamento do incremento de carga de
memb©éria excitadora em funcdo do tempo. O experimento foi realizado em
atrio mantido em situacdo-controle. Os valores determinados para IKMEmax
e VmedAME foram, respectivamente: 87,00 + 4,91% e -1,81 £ 0,40 ¢f/s,
considerando que, no intervalo de 500 ms, a KME diminuiu de 1,078 + 0,299
(IAEx = 400 ms) para 0,172 + 0,117 gf (IAEx = 900 ms).
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Figura 21 - Variacdo do IKME em funcdo de diferentes IAEx. A
extrassistole correspondente ao IAEx de 350 ms elicitou uma contragao
pos-extrassistole com amplitude méaxima (27,0 + 0,1°C; Estimulagéo: 0,5
ms; 400 V; 1 Hz; n = 4; p < 0,0001 para todas as comparagdes com o
valor de IKME no IAEx de 300 ms).

5.2.3 Avaliacao da contribuicao de contracées condicionantes para o
processo de acumulacao das memdérias depressora e excitadora:
Protocolo experimental usado: CONDE-GARCIA

5.2.3.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

As Figs. 22 a 26 mostram tragados de for¢a de contracao obtidos em
atrios de cobaia submetidos ao protocolo experimental proposto por Conde-
Garcia. Este protocolo foi idealizado para avaliar a contribuicdo do ndamero
de contragdes que precedem a extrassistole para a formacdo da memoria
depressora e da memdéria excitadora no miocardio atrial de cobaia. Essas
contragdes precedentes serdo doravante denominadas de Contragdes
Condicionantes (CCond). A avaliacdo de MD e ME foi feita analisando-se as
respostas extrassistélicas (Ex) e a 1a.CPEXx, respectivamente, nos diferentes
IAEx (200 a 900 ms). As Tabelas 6 a15 mostram medidas de IAEx e forgas
referentes aos experimentos das Figs. 22 a 26.
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Figura 22 — Influéncia do numero de CCond (I-1l) sobre a acumulacéo
da MD e ME. Cada painel foi construido superpondo-se os tragados
experimentais correspondentes aos diferentes IAEx. Painel superior:
evolucao da amplitude da extrassistole e da 1aCPEx em funcéo de
cada |AEx condicionada por uma contragao condicionante (I). Painel
inferior: evolugdo da amplitude da extrassistole e da 1aCPEx, em
funcdo de cada IAEx, condicionada por duas contracoes
condicionantes (I e Il) (27,0 £ 0,1°C; Estimulagéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).

75



76

iy

500 mgf |
e
205 |
ctr
|
205

Figura 23 - Influéncia do numero de CCond (IlI-1V) sobre a acumulacéo
da MD e ME. Cada painel foi construido superpondo-se os tragados
experimentais correspondentes aos diferentes |AEx. Painel superior:
evolucado da amplitude da extrassistole e da 1aCPEx, em funcao de
cada IAEx, condicionada por trés contragdes condicionantes. Estédo
mostradas as CCond | e lll. Painel inferior: evolucdo da amplitude da
extrassistole e da 1aCPEx em func&o de cada |IAEx condicionada por
quatro contracbes condicionantes. Estdo mostradas as CCond | e IV
(27,0 £ 0,1°C; Estimulacgédo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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Figura 24 - Influéncia do numero de CCond (V-VI) sobre a acumulagao
da MD e ME. Cada painel foi construido superpondo-se os tragados
experimentais correspondentes aos diferentes |AEx. Painel superior:
evolucao da amplitude da extrassistole e da 1aCPEx, em funcao de
cada |IAEx, condicionada por cinco contragdes condicionantes. Estdo
mostradas as CCond | e V. Painel inferior: evolugcdo da amplitude da
extrassistole e da 1aCPEx em funcdo de cada |IAEx condicionada por
seis contracdes condicionantes. Estdo mostradas as CCond | e VI
(27,0 £ 0,1 °C; Estimulacgéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).



Figura 25 - Influéncia do numero de CCond (VII-VIII) sobre a
acumulacao da MD e ME. Cada painel foi construido superpondo-se 0s
tracados experimentais correspondentes aos diferentes |IAEx. Painel
superior: evolucdo da amplitude da extrassistole e da 1aCPEx, em
funcédo de cada IAEXx, condicionada por sete contracées condicionantes.
Estdo mostradas as CCond | e VII. Painel inferior: evolugdo da amplitude
da extrassistole e da 1aCPEx em fung¢éo de cada IAEx condicionada por
oito contragdes condicionantes. Estdo mostradas as CCond | e VIII (27,0
+ 0,1 °C; Estimulagdo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).

78



79

ctr
500 mgf [

205

| |
1

—
205

Figura 26 - Influéncia do numero de CCond (IX-X) sobre a acumulagéo da
MD e ME. Cada painel foi construido superpondo-se os tracados
experimentais correspondentes aos diferentes |IAEx. Painel superior:
evolucao da amplitude da extrassistole e da 1aCPEx, em funcao de cada
IAEX, condicionada por nove contragfes condicionantes. Estdo mostradas
as CCond | e IX. Painel inferior: evolucdo da amplitude da extrassistole e
da 1aCPEx em funcdo de cada IAEx condicionada por dez contracoes
condicionantes. Estdo mostradas as CCond | e X (27,0 + 0,1 °C;
Estimulagao: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.2.3.2 Tabulacao dos dados referentes aos tracados experimentais
mostrados como exemplo da variacao de amplitude da resposta
extrassistoélica em funcao do intervalo de acoplamento extrassistolico e
do numero de contracoes condicionantes: procedimento para avaliar a

acumulacao da memoria depressora

Tabela 6 — Tabulacdo dos dados referentes a amplitude das extrassistoles e
das 1as.CPEXx, induzidas com diferentes IAEx e com uma CCond.

CCond |IAEx  Extrassistole Extrassistole 1a.CPEXx 1a.CPEXx
(ms) (mgf) (% do controle) (mgf) (% do controle)
1 Contr 1825 100 1825 100
1 200 950 52
1 300 180 10 2200 120
1 400 325 18 2500 137
1 500 325 18 2375 130
1 600 425 23 2150 118
1 700 575 31 1900 104
1 800 625 34 1750 96
1 900 700 38 1550 85

Contr: controle

Tabela 7 — Tabulacao dos dados referentes a amplitude das extrassistoles e
das 1as.CPEx, induzidas com diferentes IAEx e com duas CCond.

CCond IAEXx Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do (mgf) (% do
controle) controle)
2 Contr 1875 100 1875 100
2 200 1675 89
2 300 250 13 3025 161
2 400 450 24 2700 144
2 500 700 37 2225 118
2 600 975 52 1875 100
2 700 1150 61 1575 84
2 800 1350 72 1400 75
2 900 1475 79 1250 66
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Tabela 8 — Tabulacao dos dados referentes a amplitude das extrassistoles
e das 1as.CPEXx, induzidas com diferentes IAEx e com trés CCond

CCond |AEx Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do controle) (mgf) (% do
controle)
3 Contr 2200 100 2200 100
3 200 1475 67
3 300 425 19 3275 149
3 400 450 20 3250 157
3 500 650 29 2950 134
3 600 750 34 2650 120
3 700 900 41 2350 107
3 800 1025 46 2100 95
3 900 1150 52 1975 89

Contr: controle

Tabela 9 — Tabulacao dos dados referentes a amplitude das extrassistoles e
das 1as.CPEx, induzidas com diferentes IAEx e com quatro CCond.

CCond |IAEx (ms) Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(mgf) (% do controle)  (mgf) (% do
controle)
4 Contr 2025 100 2025 100
4 200 1950 96
4 300 450 22 3525 174
4 400 600 29 3225 159
4 500 900 44 2800 138
4 600 1100 54 2375 117
4 700 1375 68 2025 100
4 800 1550 76 1775 87
4 900 1450 84 1625 80

Contr: controle
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Tabela 10 — Tabulacdo dos dados referentes a amplitude das extrassistoles
e das 1as.CPEx, induzidas com diferentes IAEx e com cinco CCond.

CCond IAEx Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do (mgf) (% do
controle) controle)
5 Contr 2350 100 2350 100
5 200 1825 77
5 300 525 22 3525 150
5 400 725 31 3600 153
5 500 950 40 3300 140
5 600 1100 47 2975 126
5 700 1275 54 2700 115
5 800 1425 60 2450 104
5 900 1550 66 2250 96

Contr: controle

Tabela 11 — Tabulacdo dos dados referentes a amplitude das extrassistoles
e das 1as.CPEx, induzidas com diferentes IAEx e com seis CCond

CCond IAEx Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do (mgf) (% do

controle) controle)
6 Contr 2350 100 2350 100
6 200 2325 99
6 300 550 23 3700 157
6 400 700 30 3525 150
6 500 1000 42 3075 131
6 600 1250 53 3625 154
6 700 1525 65 2300 98
6 800 1750 74 2050 87
6 900 1950 83 1900 81

Contr: controle
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Tabela 12 — Tabulacdo dos dados referentes a amplitude das extrassistoles
e das 1as.CPEXx, induzidas com diferentes IAEx e com sete CCond

CCond IAEXx Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do (mgf) (% do
controle) controle)
7 Contr 1575 100 1575 100
7 200 1400 89
7 300 350 22 2400 152
7 400 550 35 2450 156
7 500 750 48 2325 148
7 600 925 59 2150 136
7 700 1050 67 1975 125
7 800 1175 75 1800 114
7 900 1275 81 1650 105

Contr: controle

Tabela 13 — Tabulacdo dos dados referentes a amplitude das extrassistoles
e das 1as.CPEx, induzidas com diferentes IAEx e com oito CCond.

CCond IAEx Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do (mgf) (% do
controle) controle)
8 Contr 1700 100 1700 100
8 200 1775 104
8 300 475 28 2725 160
8 400 725 43 2675 157
8 500 975 57 2400 141
8 600 1150 68 2125 125
8 700 1300 76 1925 113
8 800 1475 87 1750 103
8 900 1575 93 1650 97

Contr: controle
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Tabela 14 — Tabulacao dos dados referentes a amplitude das extrassistoles
e das 1as.CPEx, induzidas com diferentes IAEx e com nove CCond

CCond IAEx  Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do (mgf) (% do controle)
controle)
9 Contr 1950 100 1950 100
9 200 1850 95
9 300 525 27 2950 151
9 400 800 41 2975 152
9 500 1050 54 2800 143
9 600 1200 61 2575 132
9 700 1400 72 2375 122
9 800 1550 79 2175 111
9 900 1650 84 2025 104

Contr: controle

Tabela 15 — Tabulacdo dos dados referentes a amplitude das extrassistoles
e das 1as.CPEx, induzidas com diferentes IAEx e com dez CCond.

CCond IAEx Extrassistole Extrassistole 1a.CPEx 1a.CPEx

(ms) (mgf) (% do controle) (mgf) (% do
controle)

10 Contr 2000

10 200 2125 106
10 300 650 32 3075 154
10 400 975 49 2900 145
10 500 1250 62 2625 131
10 600 1425 71 2425 121
10 700 1600 80 2225 111
10 800 1700 85 2025 101
10 900 1800 90 1900 95

Contr: controle
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5.2.3.3 Efeito das contracoes condicionantes sobre o processo de

acumulacao das memorias depressora e excitadora

5.2.3.4 Contracoes condicionantes versus acumulacao de memoria
depressora

Na Fig. 27 estédo representados os resultados obtidos com 1, 9 e 10
CCond. O grafico mostra que o IKMD presente na extrassistole gerada com
um IAEx de 400 ms sofreu uma diminuicdo com o aumento do numero de
CCond de 1 para 9. Assim, o IKMDmax foi reduzido de 82,22 + 0,68 para
63,07 £ 2,39 % (n = 4; p < 0,05). A VmedAMD n&o se modificou com a
elevacao de 1 para 9 no numero de CCond empregadas, posto que, com 1
CCond ela foi -1,07 £ 0,24 gf/s e com 9 CCond foi -1,58 + 0,30 gf/s (n =4, p
> 0,05). Nas condicbes experimentais do presente teste, ndo se podde
observar modificagdo significante nem no IKMD nem na VmedAMD, quando
o numero de CCond foi maior do que 9. Para maior clareza, foram
representados apenas os resultados extremos obtidos com 01 CCond e 9
CCond. Os dados com 10 CCond foram também mostrados na Fig. 27 para

ilustrar que, a partir de 9 CCond, ndo houve mais variagao.
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Figura 27 - Variagdo do IKMD e da VmedAMD em fung&o do IAEx e do
nuamero de CCond. A elevacao do numero de CCond de 1 para 9 reduziu
o IKMD (n = 4; p < 0,05), porém manteve constante a VmedAMD (n = 4;
p > 0,05). Um nudmero de CCond acima de 9 nao modificou
adicionalmente os descritores de MD (27,0 + 0,1°C; Estimulacéo: 0,5 ms;
400 V; 1 Hz).

5.2.3.5 Contracées condicionantes versus acumulacao de memoria
excitadora

Para avaliar a importdncia do numero de contracbes no
desenvolvimento de ME, a preparagéao biolégica foi pré-condicionada com 1
ou com 9 CCond, sendo entédo obtidos os valores dos descritores da ME. A
Fig. 28 mostra que o IKMEmax aumentou significativamente com a elevacao
do numero de CCond de 1 para 9, passando de 37,90 = 7,71 para 58,63 +
10,28% (n = 6, p < 0,05). O IKME nao se modificou com o pré-
condicionamento feito com um nuimero de CCond maior do que 9, sugerindo

que este incremento de carga € um fendmeno que admite saturacéo.
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A VmedAME, contudo, ndo se alterou com a elevagdao do numero de
CCond. Isto pode ser demonstrado pela inclinacado das retas de ajustamento
das amplitudes das 1a.CPEx correspondentes aos diferentes IAEx
empregados (400 — 900 ms), indicando que o apagamento da ME é um
fenbmeno que independe do pré-condicionamento contratil da preparacdo. A
Fig. 28 mostra que estas retas aplicadas a diferentes pré-condicionamentos,
tiveram a mesma inclinag&o, pois os coeficientes angulares médios foram -
0,96 £ 0,15 e -1,06 £ 0,21gf/s, respectivamente, para 1 e 9 CCond (n =6; p >
0,05). Nas condicbes experimentais do presente teste, ndo se pdde observar
modificacdo na VmedAME, quando o numero de CCond foi maior do que 9.
Para maior clareza, foram representados apenas os resultados extremos
obtidos com 01 CCond e 9 CCond. Os dados com 10 CCond foram também
mostrados na Fig. 28 para ilustrar que, a partir de 9 CCond, ndo houve

mais variagao.
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Figura 28 - Incremento de carga de ME em func¢édo do IAEx e do numero
de CCond. O IKMEmax foi determinado no IAEx de 400 ms e seu valor
aumentou de 37,90 + 7,71 para 58,63 + 10,28% com a elevagéo de 1
para 9 CCond (n = 6, p < 0,05). As retas de ajustamento apresentaram
inclinacdes que foram estatisticamente iguais (1 CCond: -0,96 = 0,15; 9
Ccond: -1,06 = 0,21 gf/s; n = 6; p > 0,05). Experimentos com CCond
acima de 9 nao modificaram adicionalmente os descritores (27,0 + 0,1°C;
Estimulagéo: 1 Hz; 0,5 ms; 400 V).
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5.3 Protocolo para avaliar o mecanismo de acao relativo as memoérias

5.3.1 Avaliacao do efeito do potassio extracelular na expressao e
acumulacao das memorias contrateis

5.3.1.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

A Fig. 29 demonstra o resultado de um experimento realizado em atrio
esquerdo de cobaia submetido a duas diferentes concentracdes de cloreto
de potassio. Nas concentragdes de 2,7 mM e 7,0 mM a resposta
extrassistolicas pode ser vista a partir do IAEx de 300 ms (resposta 2),
aumentando sua amplitude, progressivamente, de acordo com o aumento do
IAEx [400 (curvas 3), 500 (curvas 4), 600 (curvas 5), 700 (curvas 6), 800
(curvas 7), 900 (curvas 8)]. Porém, o estimulo aplicado no IAEx de 200ms
produziu manifestagbes na amplitude da primeira contragdo péds
extrassistolica, indicando sua eficacia, além de indiretamente mostrar que a
preparacao respondeu ao estimulo precoce, porém a resposta nao pbde ser
visualizada em virtude de estar embutida na contracdo controle. Sob tais
condigbes experimentais, a contracdo pos-exirassistdlica de maior
amplitude, nas duas concentracdes de cloreto de potassio estudadas, foi
registrada no IAEx de 300 ms (curvas 2).
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Figura 29 — Tracados referentes a resposta inotrépica do atrio em
diferentes concentracbes de potassio extracelular. Em cada
concentragdo de potassio, foram avaliadas as amplitude das
extrassistoles e da primeira contracao pos-extrassistole produzidas
com diferentes intervalos de acoplamento (em ms: 200 (resposta nao
visualizada); 300 (curvas 2); 400 (curvas 3); 500 (curvas 4); 600
(curvas 5); 700 (curvas 6); 800 (curvas 7); 900 (curvas 8). A resposta
extrassistolica, correspondente ao IAEx de 200 ms, ndo apareceu
como onda isolada. A 1aCPEx de amplitude maxima ocorreu em 300
ms para as duas concentracbes de potassio (27,0 +0,1°C;
Estimulagao: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.1.2 Tabulacao dos dados referentes as extrassistoles vistas na Fig.

29

Tabela 16 - Tabulagdo dos dados de amplitude das
extrassistoles obtidas com diferentes IAEx na presenca de
concentracdes variadas de potassio extracelular

IAEX (ms) 2,7 mM 7,0 mM
(mgf) (%) (mgf) (%)
200
300 200 12 325 20
400 475 29 600 38
500 750 46 825 52
600 925 57 1000 63
700 1150 71 1150 72
800 1275 79 1250 78
900 1425 88 1400 88
Controle 1625 100 1600 100

5.3.1.3 Tabulacao dos dados referentes as 1as. CPEx vistas na Fig. 29

Tabela 17 — Tabulacido dos dados de amplitude das 1as.CPEx
obtidas com diferentes IAEx na presenca de concentragbes

variadas de potassio extracelular

IAEX 2,7 mM 7,0 mM
(ms) (mgf) (%) (mgf) (%)
200 2000 123 1925 120
300 2650 163 2450 153
400 2625 161 2425 151
500 2475 152 2225 139
600 2200 135 2075 129
700 2050 126 1925 120
800 1850 114 1775 110
900 1725 106 1650 103
Controle 1625 100 1600 100
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5.3.1.4 Efeito da concentracao extracelular de potassio sobre a

expressao e o apagamento das memoria depressora

A Fig. 30 mostra o resultado final obtido em quatro atrios submetidos
a duas concentragdes distintas de cloreto de potassio (2,7 mM e 7,0 mM).
Para avaliar o processo de expressao da MD, os atrios foram submetidos a
protocolos visando determinar o IKMDmax e a VmedAMD nas diferentes
concentragdes. Todas as preparagdes bioldgicas estudadas apresentaram
respostas inotrépicas semelhantes nas concentracdes de 2,7 e 7,0 mM de
cloreto de potassio, além disso, a extrassistole somente foi visualizada como
uma contragéo isolada, quando o IAEx foi maior do que 300 ms (n =3, p >
0,05). A elevacéo do potassio no banho de 2,7 para 7,0 mM nao modificou
nem a expressao, nem o apagamento de MD. Com relacédo a expressao da
MD, o IKMDmax variou de 82,09 + 1,58 para 81,56 + 2,01% (n = 3; p > 0,05),
enquanto que os valores de VmedAMD diminuiram de forma n&o
significativa de -1,36 + 0,67 para -1,13 + 0,42 gf/s (n = 3; p > 0,05). Esses
dados mostram que as alteracdes do potencial de repouso das células
miocardica, induzidas por diferentes concentracdes de potassio extracelular,

nao modificaram a expressao das memorias contrateis.
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Figura 30 — Variacao do IKMD e VmedAMD em fungéo do IAEx e da
concentragdo extracelular de potassio. Nas concentragdes de 2,7 e
7,0 os descritores de MD n&o foram modificados (Estimulacdo: 0,5
ms; 400 V; 1 Hz; n = 4 atrios, p > 0,05).



92

5.3.1.5 Efeito da variacao da concentracao extracelular de potassio

sobre a expressao e o apagamento da memoria excitadora

A Fig. 31 mostra o efeito da variagdo da concentragédo extracelular de
potéassio (2,7 e 7,0 mM) sobre os descritores de ME correspondente aos
IAEx de 300 a 900 ms. A analise estatistica mostrou que dentro de um
mesmo |AEx, ndo houve diferenca entre os valores médios obtidos com 2,7
e 7,0 mM. No que diz respeito a expressdo e ao apagamento de ME, os
resultados com potassio 2,7 e 7,0 mM foram o seguinte: o IKMEmax variou
de 83,36 + 0,56 para 90,12 £ 17,92% (n = 3; p > 0,05), enquanto que a
VmedAME diminuiu, mas néo significativamente, de -2,09 + 1,65 para -1,56
+ 1,41 gf/s (n = 3; p > 0,05).
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Figura 31 - Variagcdo do IKME e VmedAME em fung¢do do IAEx e da
concentracao extracelular de potassio nas concentracoes de 2,7 e 7,0
mM. Os descritores da ME nao foram modificados (n = 3; p > 0,05; 27,0
+ 0,1 °C; Estimulagdo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.1.6 Efeito da concentracao extracelular de potassio sobre o

processo de acumulacao das memdrias

5.3.1.6.1 Concentracao de potassio versus memaoria depressora

A Fig. 32 mostra o IKMD e a VmedAMD em fungéo de trés elementos
variaveis: 1) o IAEx (300 a 900 ms), 2) o numero de contracoes
condicionantes (1 ou 9) e 3) a concentragéo extracelular de potassio (2,7 ou
7,0 mM). O efeito da variacdo da corrente de saida de potassio sobre os
descritores da MD, também foi estudado. Foram feitos experimentos nos
quais se comparou os valores de IKMDmax e VmedAMD obtidos no controle
([K*] = 2,7 mM) com aqueles medidos em elevada concentracdo de potassio
externo (K" = 7,0 mM). Com 1 CCond (Painel A) a elevacdo do potassio de
2,7 para 7,0 mM na solugdo do banho, ndo alterou significativamente estas
variaveis. O IKMDmax que era de 82,49 + 2,71 diminuiu para 77,97 + 2,17%
(n=3;p>0,05) eaVmedAMD variou de -0,51 £ 0,16 para -0,53 + 0,24¢f/s
(n =3, p>0,05). Com9 CCond (Painel B), a elevacao do potassio também
nao modificou significativamente essas variaveis, pois o IKMDmax que era
de 61,21 + 3,76 passou para 65,42 = 3,02% (n = 3, p > 0,05) e 0 VmedAMD
variou de -0,58 £ 0,24 para -0,53 + 0,15¢f/s (n = 3, p > 0,05).
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Figura 32 — Efeito da expressdo e da VmedAMD em fungéo do IAEx, do
namero de CCond e da concentragao extracelular de potassio (2,7 e 7,0
mM). A analise estatistica mostrou que o KCI ndo modificou os descritores
(n =3; p>0,05;27,0 + 0,1 °C; Estimulagdo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz)
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5.3.1.6.2 Concentracao de potassio versus memaria excitadora

A Fig. 33 mostra a variagdo da amplitude média da 1a.CPEx em
funcao de trés elementos variaveis: 1) o IAEx (400 a 900 ms), 2) o numero
de contracdes condicionantes (1 ou 9) e 3) a concentracado extracelular de
potéssio (2,7 ou 7,0 mM). O efeito da variacdo da corrente de saida de
potassio produzido por alteracdo na concentragdo extracelular deste ion
mostrou que, quando o potassio foi elevado de 2,7 para 7,0 mM, sob
condicionamento com 1 CCond, o IKMEmax variou de forma néo
significativa de 37,67 + 5,00 para 33,00 + 12,12% (n = 3; p > 0,05) e a
VmedAME mostrou variacdo de forma nao significativa de -0,84 + 0,32 e -
0,74 + 0,37 ¢f/s (n = 3; p > 0,05) (Painel A). Experimentos com 9 CCond
(Painel B) mostraram que o IKMEmax diminuiu, mas n&o significativamente,
de 36,00 + 5,56 para 31,00 £ 5,29% (n = 3; p > 0,05). Os estudos realizados
para avaliar se o potassio poderia interferir com a VmedAME mostraram que
as inclinagbes das retas de regressao também variaram de forma nao
significativa de -0,94 + 0,25 para -0,69 + 0,11 gf/s (n = 3; p > 0,05).
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Figura 33 - Efeito da expressédo e da VmedAME em funcéo do IAEx, do
numero de CCond e da concentracao extracelular de potassio (2,7 e 7,0
mM). A andlise estatistica mostrou que a variacdo de potassio nao
modificou os descritores de ME (n = 3; p > 0,05; 27,0 * 0,1°C;
Estimulacéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.2 Avaliacao do efeito produzido pelo bloqueio dos receptores
muscarinicos sobre a expressao e o apagamento das memdrias

contrateis
5.3.2.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

A Fig. 34 exemplifica tragados experimentais obtidos em atrio
esquerdo de cobaia antes e ap6s a incubacao com 1,5 uM de sulfato de
atropina. Tanto na situagcado controle, como na presenca do bloqueador
muscarinico, a resposta extrassistolica apresentou-se como uma onda
distinta a partir do IAEx de 300 ms (curva 2), aumentando sua amplitude,
progressivamente, a medida em que o |IAEx cresceu de 400 (curva 3) para
900 ms (curva 8). A resposta inotropica pos-extrassistole, avaliada em
ambas as condigcbes experimentais, apresentou amplitude de forgca maxima
no IAEx de 400 ms (curva 3, 1a. CPEXx).

[500 mgf
1
400 ms )

gl

Figura 34 — Avaliagdo do bloqueio muscarinico sobre a amplitude das
extrassistoles e da 1a.CPEx. A amplitude das respostas inotropicas
foram avaliadas nos intervalos de acoplamento de 200 ms (1), 300 ms
(2), 400 ms (3), 500 ms (4), 600 ms (5), 700 ms (6), 800 ms (7) e 900 ms
(8) (27,0 + 0,1°C; Estimulagdo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.2.2 Tabulacado dos dados referentes as extrassistoles vistas na Fig.

34

Tabela 18

— Tabulagdo dos dados de amplitude das
extrassistoles obtidas com diferentes IAEx, na auséncia e na
presenca do bloqueio dos receptores muscarinicos

IAEX Controle Sulfato de atropina (1,5 uM)
(ms) (mgf) (%) (mgf) (%)
200

300 325 20 329 32
400 434 26 846 43
500 651 40 1085 55
600 868 53 1302 67
700 1063 65 1497 77
800 1215 74 1627 83
900 1345 82 1736 89
Controle 1627 100 1953 100

5.3.2.3 Tabulacao dos dados referentes as 1a.CPEXx vistas na Fig. 34

Tabela 19 — Tabulacédo dos dados de amplitude das 1as.CPEXx,
obtidas com diferentes IAEx, na auséncia e na presenga do

blogueio dos receptores muscarinicos

IAEX Controle Sulfato de atropina (1,5 uM)
(ms) (mgf) (%) (mgf) (%)
200 1671 102 1975 101
300 2886 177 3016 154
400 2929 180 3081 158
500 2756 169 2908 149
600 2517 155 2647 135
700 2278 140 2474 127
800 2061 126 2257 115
900 1756 108 2105 108
Controle 1627 100 1953 100
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5.3.2.4 Efeito do bloqueio muscarinico sobre a expressdo e o

apagamento da memoria depressora

A Fig. 35 mostra duas curvas relativas ao IKMD e a VmedAMD antes
e apdés o bloqueio de receptores muscarinicos. Os terminais nervosos
parassimpaticos do miocardio isolado contém acetilcolina estocada que pode
ser liberada durante a estimulacdo elétrica do tecido. Para anular a
possibilidade de a acetilcolina interferir no resultado, o sulfato de atropina a
1,5 uM foi adicionado ao banho, a fim de bloquear os receptores colinérgicos
muscarinicos. Desta forma, se péde observar que o bloqueio colinérgico nao
modificou a expressdo, nem a velocidade de apagamento de MD. Com
relagéo a expressao de MD, o IKMDméax variou de 79,51 + 4,42 para 77,33 +
12,32% (n = 3; p > 0,05), enquanto que os valores VmedAMD diminuiram de
forma nao significativa de -1,56 + 0,30 para -1,41 £ 0,44 gf/s (n = 3; p >
0,05).
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Figura 35 — Variagéo do IKMD e da VmedAMD em func¢éo do IAEx e
do bloqueio muscarinico. O bloqueio (atropina, 1,5 pM) nao modificou
os descritores (n = 3; p > 0,05; 27,0 + 0,1 °C; Estimulacdo: 0,5 ms;
400 V; 1 Hz).
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5.3.2.5 Efeito do bloqueio de receptores muscarinicos sobre a

expressao e o apagamento da memdria excitadora

A Fig. 36 mostra que o bloqueio de receptores muscarinicos feito
pelo sulfato de atropina (1,5 uM) néo produziu efeito significativo nem na
expressdao, nem na velocidade de apagamento da ME. O antagonista
colinérgico foi adicionado ao banho 20 minutos antes do inicio das
medidas. Os resultados demonstraram que o IKMEmax variou de forma
nao significativa de 73,18 = 23,76 para 67,61 £ 22,083% (n = 3; p > 0,05) e
a VmedAME, de -1,57 + 0,64 para -1,43 + 0,69 gf/s (n = 3; p > 0,05).
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Figura 36 - Variagdo do IKME e da VmedAME em funcgéo do IAEx e do
bloqueio muscarinico. O bloqueio (atropina 1,5 uM) ndo modificou os
descritores de ME (n = 3; p > 0,05; 27,0 + 0,1 °C; Estimulagdo: 0,5 ms;
400 V; 1 Hz).
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5.3.2.6 Avaliacao do bloqueio dos receptores muscarinicos sobre o
processo de acumulacao das memorias

5.3.2.6.1 Bloqueio dos receptores muscarinicos versus a acumulacao
de memoéria depressora

A Fig. 37 mostra a variagdo da expressdo e da velocidade de
apagamento da MD, em fungéo de trés elementos variaveis: 1) IAEx (300 a
900 ms), 2) numero de contracdes condicionantes (1 ou 9) e 3) bloqueio dos
receptores muscarinicos (1,5 uM de atropina). Nos experimentos feitos com
1 CCond, a atropina nao alterou significativamente as varidveis IKMDmax e
VmedAMD. O IKMDmax que no controle era de 76,97 * 3,14 passou para
72,01 £3,92 % (n = 3; p > 0,05) e o VmedAMD variou de -0,98 + 0,25 para -
1,02 = 0,26¢9f/s (n = 3, p > 0,05). Com 9 CCond a atropina também néao
modificou significativamente essas varidveis, pois o IKMDmax que era de
66,39 * 8,23 passou para 62,35 + 1,65% (n = 3, p > 0,05) e 0 VmedAMD
variou de -1,28 + 0,34 para -1,07 + 0,45¢f/s (n = 3, p > 0,05).
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Figura 37 — Efeito do IAEx, do numero de CCond e do bloqueio
muscarinico sobre o IKMD e a VmedAMD. O bloqueio (atropina 1,5 uM)
nao modificou os descritores (n = 3; p > 0,05; 27+ 0,1°C; Estimulagéo: 0,5
ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.2.6.2 Bloqueio dos receptores muscarinicos versus a acumulacao
de memoéria excitadora

A Fig. 38 resume os experimentos realizados para avaliar o efeito do
bloqueio de receptores muscarinicos sobre o processo de acumulacao da
ME. Os experimentos foram realizados em situacdo controle e apéds
incubagdo da preparagao biolégica por 20 minutos, sob a agdo do
bloqueador colinérgico. Os resultados mostraram que a adicao de 1,5 uM de
sulfato atropina ao banho ndo modificou significativamente o processo de
acumulacdo de ME. Nos experimentos feitos com 1 CCond, ndo houve
alteracao significativa do IKMEmax, que variou de 37,36 + 1,26 para 34,07
1,33%, com a adi¢cdo da atropina (n = 3; p > 0,05). Quando o miocardio foi
pré-condicionado com 9 CCond, o IKMEmax também nao variou
significativamente, pois passou de 48,00 + 7,94 para 43,47 + 4,37% (n=3; p
> 0,05). A VmedAME também ndo se modificou, posto que os resultados
mostraram que no miocardio pré-condicionado com 1 CCond, a adigdo de
atropina ao banho fez variar a inclinacdo da reta de regressao de -1,33 +
0,38 para -1,10 £ 0,31 gf/s (n = 3; p > 0,05) e com 9 CCond a variacao foi de
-1,56 £ 0,74 para -1,27 £ 0,45 gf/s (n = 3; p > 0,05).
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Figura 38 — Efeito do bloqueio muscarinico sobre o IKME e a VmedAME
em fungédo do IAEx, do numero de CCond. O bloqueio (atropina, 1,5uM)
nao modificou os descritores (n = 3; p > 0,05; 27,0 *+ 0,1°C; Estimulacéo:
0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.3 Avaliacao do efeito produzido pelo bloqueio de canais de potassio

sobre a expressao e a acumulacao das memorias contrateis

5.3.3.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

A Fig. 39 registra um tracado experimental realizado em atrio
esquerdo de cobaia ensaiado antes e ap6s a adicdo de 20 mM de
tetraetilaménio (TEA) ao banho. Tanto na situagdo controle, como na
presenca do bloqueador, a resposta extrassistdlica péde ser vista com um
IAEx maior ou igual a 300 ms. A amplitude desta resposta aumentou
gradativamente a medida em que o IAEx cresceu de 400 (curva 3) para 900
ms (curva 8). A 1a CPEx em ambas as condi¢cdes experimentais teve
amplitude maxima no IAEx de 300 ms (curva 2).
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Figura 39 — Exemplo de experimento representativo para avaliar a
amplitude da extrassistole e da 1a.CPEx antes e apds o bloqueio de
correntes de potassio com a adicdo de TEA (20mM) ao banho
(27,0 £ 0,1°C; Estimulacdo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.3.2 Tabulacao dos dados referentes as extrassistoles vistas na Fig.

39

Tabela 20 -

blogueio de correntes de potassio

Tabulacdo dos dados de amplitude das
extrassistoles, obtidas com diferentes IAEx, antes e apo6s o

IAEX Ctr TEA

(ms) (mgf) (%) (mgf) (%)
200

300 249 27 222 20
400 458 47 528 49
500 611 63 708 65
600 708 74 819 75
700 792 82 930 86
800 847 88 1000 92
900 902 94 1055 97
Controle 958 100 1083 100

5.3.3.3 Tabulacao dos dados referentes as 1a.CPEXx vistas na Fig. 39

Tabela 21 - Tabulacdo dos dados de amplitude das
1as.CPEx, obtidas com diferentes IAEx, antes e ap6s o

blogueio de correntes de potassio

IAEX Controle TEA

(ms) (mgf) (%) (mgf) (%)
200

300 1500 156 1500 138
400 1444 150 1472 136
500 1333 139 1403 129
600 1236 129 1292 119
700 1111 116 122 113
800 1055 110 1180 109
900 1000 104 1125 104
Controle 958 100 1083 100
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5.3.3.4 Efeito do bloqueio de canais de potassio sobre a expressao e o

apagamento da memoria depressora

A Fig. 40 mostra o efeito do bloqueio de canais de potassio promovido
por TEA na preparagao experimental sobre a expressao e a velocidade de
apagamento da MD, em atrio esquerdo de cobaia. A adicao de 20 mM de
TEA ao banho ndo modificou, nem a expresséo, nem o apagamento de MD,
pois 0 IKMDmax variou de 78,13 + 0,56 para 80,03 + 1,78% (n = 3; p > 0,05),
enquanto que a VmedAMD variou de -1,87 + 0,26 para -1,91 £ 0,58 gf/s (n =
3;p >0,05).

100-
)
2 75 °
c
S
% o 501
x'c
-
£ 25- i
'S 2
(1+]
o\o 0 I I I <3
= 300 500 700 900
-25- IAEX (ms)
o Controle A TEA 20mM

Figura 40 - Variagcdo do IKMD e da VmedAMD em funcédo do IAEX e
do blogueio de correntes de potassio. A adicdo de TEA (20 mM) ao
banho ndo modificou os descritores (n = 3; p > 0,05; 27,0 + 0,1°C;
Estimulagao: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz)
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5.3.3.5 Efeito do bloqueio de canais de potassio sobre a expressao e o

apagamento da memoria excitadora

A Fig. 41 mostra que o bloqueio inespecifico dos canais de potassio
produzido pelo tetraetilamonio (TEA, 20 mM) alterou de forma significativa (n
= 3, p < 0,05) a expressao e o apagamento da ME. Isto se verifica porque o
IKMEmax variou de 57,16 + 9,08 para 28,50 + 14,06% (n = 3; p < 0,05) e a
VmedAME reduziu de -1,97 £ 0,37 para -1,46 + 0,26 gf/s (n = 3; p < 0,05).
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Figura 41 — Variacdo do IKME e da VmedAME em funcdo do IAEx e
do bloqueio de correntes de potassio. A adicao de TEA (20 mM) ao
banho modificou os descritores (n = 3; p < 0,05; 27,0 + 0,1 °C;
Estimulagéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.3.6 Avaliacao do bloqueio de canais de potassio sobre o processo
de acumulacao das memorias

5.3.3.6.1 Bloqueio de canais de potassio versus acumulacao da
memoria depressora

A Fig. 42 mostra a variacao da expressao e do apagamento da MD
em funcdo de trés variaveis: 1) IAEx (400 a 900 ms), 2) numero de
contracbes condicionantes (1 ou 9) e 3) bloqueio de canais de potassio
(TEA, 20mM). Nos experimentos feitos com 1 CCond e na presenca de TEA
ndo houve alteracdo significativa das variaveis IKMDmax e VmedAMD. O
IKMDmax que, no controle, era de 85,86 + 3,61 passou para 88,33 + 4,51 %
(n=3;p>0,05) e o VmedAMD variou de -0,98 + 0,19 para -1,96 £ 0,56 ¢f/s
(n=3; p>0,05). Com9 CCond e na presenca de TEA, também ndo houve
alteracao significativa dessas variaveis, pois o IKMDmax que era de 68,61 +
7,97 passou para 66,58 + 1,42% (n = 3, p > 0,05) e o VmedAMD variou de -
1,75 £ 0,34 para -1,99 + 0,44¢gf/s (n = 3, p > 0,05).
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Figura 42 - Efeito do bloqueio de correntes de potassio sobre o IKMD e
da VmedAMD, em funcao do IAEx e do numero de CCond. O bloqueio
dos canais de potassio (TEA, 20 mM) nao modificou os descritores (n =
3;p > 0,05; 27,0+ 0,1 °C; Estimulagéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.3.6.2 Bloqueio de canais de potassio versus acumulacao da

memoria excitadora

A Fig. 43 mostra o resultado produzidoo pela adigdo de TEA (20 mM)
ao banho, sobre a expressao e o apagamento da ME. Os resultados
mostraram que a redugdo das correntes de potassio ndo modificou
significativamente o processo de acumulacdo de ME. Isto péde ser deduzido
pelo fato de que, nos experimentos feitos com 1 CCond com ou sem a
presenca de TEA, o IKMEmax variou, mas nao significativamente, de 20,00
*+ 5,00 para 17,33 + 2,08% (n = 3; p > 0,05). Tampouco houve variagcao de
IKMEmax, quando o miocardio foi pré-condicionado com 9 CCond. Neste
caso, o valor de IKMEmax variou de 31,93 + 2,41 para 33,13 + 4,85% (n = 3;
p > 0,05). O bloqueio das correntes de potassio também nao alterou a
VmedAME, uma vez que os resultados mostraram que, no miocardio pré-
condicionado com 1 CCond, a adicdo de TEA ao banho fez variar a
inclinagcao da reta de regresséo de -1,72 0,24 para -1,25 £ 0,71 gf/s (n = 3;
p > 0,05) e com 9 CCond a variacao foi de -2,11 + 0,31 para -1,30 £ 0,13 gf/s
(n=3;p>0,05).
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Figura 43 - Efeito do bloqueio de correntes de potassio sobre o IKME e da
VmedAME, em funcédo do IAEx e do numero de CCond. A adigédo de TEA
(20mM) ao banho ndo modificou os descritores (n = 3; p > 0,05; 27,0+ 0,1
°C; Estimulagéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.4 Avaliacao do efeito produzido pelo calcio extracelular sobre a

expressao e acumulacao das memorias contrateis

5.3.4.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

As Figs. 44 e 45 mostram o resultado de um experimento realizado
em atrio esquerdo de cobaia submetido a quatro concentragbes
extracelulares de cloreto de calcio (1,37; 2,05; 5,47 e 9,59 mM). A Fig. 44
representa os tracados obtidos com 1,37 e 2,05 mM de calcio. Nestas
concentracdes, as extrassistoles correspondentes aos IAEx de 200 ms e 300
ms ndo apareceram como curva isoladas. No entanto, p6de-se comprovar,
através da alteracdo de amplitude da 1a.CPEx, que tais extrassistoles
encontravam-se embutidas na contragdo controle. A partir de um IAEx de
400 ms, a resposta extrassistélica passou a se apresentar como uma onda
distinta, cuja amplitude aumentou progressivamente acompanhando o
crescimento do |AEx. Sob estas condigdes experimentais, a resposta
inotrépica poés-extrassistélica que mostrou maior amplitude foi registrada
com um |IAEx de 400 ms (curva 3). A Fig. 45 representa os tracados nas
concentracbes de 5,47 e 9,59 mM de calcio extracelular. Nelas, a
extrassistole correspondente ao IAEx de 200 ms ndo se manifestou como
resposta isolada. A partir de um IAEx de 300 ms, a resposta extrassistélica
passou a se apresentar como uma onda distinta, cuja amplitude aumentou
progressivamente, acompanhando o crescimento do IAEx. Sob as condi¢des
experimentais do teste, a resposta contratil pés-extrassistélica mostrou maior

amplitude no IAEx de 300 ms (curva 2).
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Figura 44 - Exemplo de experimento representativo para avaliar a amplitude
da extrassistole e da 1a.CPEx, em funcdo do IAEx e da concentracdo
extracelular de calcio (1,37 e 2,05 mM). O estudo foi feito com IAEx 200 a
900 ms. Os tracados mostram curvas de forcas de contracdo obtidas em
atrio esquerdo de cobaia estimulado ritmicamente (1000 ms) até o momento
em que foram aplicados estimulos extrassistélicos com diferentes |AEx.
Note-se que o IAEx correspondente ao surgimento da primeira extrassistole
visivel (3) também produziu uma 1a.CPEx de amplitude méaxima (3)
(27,0 + 0,1°C; Estimulagao: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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Figura 45 - Exemplo de experimento representativo para avaliar a
amplitude da extrassistole e da 1a.CPEx, em funcédo do IAEx e da
concentragcao extracelular de célcio (5,47 e 9,59 mM). O estudo foi
feito com IAEx 200 a 900 ms. Os tracados mostram curvas de
forcas de contracdo obtidas em atrio esquerdo de cobaia que foi
estimulado ritmicamente (1000 ms) até o momento em que foram
aplicados estimulos extrassistélicos com intervalos de
acoplamentos progressivamente crescentes. Note-se que o IAEXx
correspondente a primeira extrassistole individualizada produziu
uma 1aCPEx de amplitude méaxima (27,0 + 0,1°C; Estimulagdo: 0,5
ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.4.2 Tabulacao dos dados referentes as extrassistoles vistas nas Fig.

44 e 45

Tabela 22 - Tabulacdo dos dados referentes a amplitude das
extrassistoles obtidos com diferentes IAEx e com concentracdes
diversas de cloreto de calcio extracelular (1,37; 2,05; 5,47 e 9,59 mM)

|IAEX 1,37 mM 2,055 mM 5,47 mM 9,59 mM
(ms) (mgf) (%) (mgh (%) (mgh) (%) (mgh (%)
200

300 464 44 649 57
400 193 33 350 46 678 64 871 76
500 271 47 457 60 799 75 978 85
600 343 59 535 70 885 84 1035 90
700 393 68 607 80 949 90 1085 95
800 464 80 657 87 992 94 1099 96
900 921 90 728 96 1006 95 1106 97
Contr 577 100 757 100 1056 100 1142 100

Contr: controle

5.3.4.3 Tabulacao dos dados referentes as 1a.CPEx vistas na Fig. 44 e

45

Tabela 23 - Tabulacdo dos dados referentes a amplitude da 1a.CPEx
obtidas com diferentes IAEx e com concentragdes diversas de cloreto de
calcio extracelular (1,37; 2,05; 5,47 e 9,59 mM)

IAEX 1,37mM 2,05 mM 5,47 mM 9,59 mM
(ms) (mgf) (%) (mgf) (%) (mgf) (%) _(mgf) (%)
200 1099 104 1156 101
300 657 114 871 115 1285 121 1306 114
400 971 168 1142 151 1249 118 1263 110
500 893 154 1071 141 1199 113 1235 108
600 793 137 985 130 1156 109 1192 104
700 707 122 921 121 1128 107 1171 102
800 650 112 849 112 1092 103 1142 100
900 586 101 814 107 1063 100 1128 98
Contr ~ 577 100 757 100 1056 100 1142 100

Contr: controle
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5.3.4.4 Efeito do calcio extracelular sobre a expressao e o apagamento

da memoéria depressora

A Fig. 46 mostra o incremento da carga de MD transferida para a
contracdo extrassistélica e a velocidade de apagamento de MD avaliada em
funcédo da concentracao extracelular de célcio e do IAEx. Os experimentos
foram conduzidos inicialmente com calcio de 1,37 e depois 5,47 mM. A
elevagao do célcio diminuiu o IKMDmax de 87,56 + 2,33 para 63,83 + 3,78%
(n =3, p < 0,05) e também reduziu de modo significativo a VmedAMD que
diminuiu de -2,58 + 0,71 para -1,20 £+ 0,37 gf/s (n = 3, p < 0,05). Isto mostra
que o calcio interfere com a expressédo e com a velocidade de apagamento
de MD.
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Figura 46 - Variacdo do IKMD e da VmedAMD em fungéo do IAEx e da
concentracao extracelular de célcio. A elevacao da concentracao de
calcio reduziu o IKMD (n = 3; *p < 0,05) e a VmedAMD (n = 3, p < 0,05)
(27,0 £ 0,1°C; Estimulacgdo: 1 Hz, 400V, 0,5ms).
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5.3.4.5 Efeito do calcio extracelular sobre a expressao e a apagamento

da memoria excitadora

A Fig. 47 mostra o efeito da concentragédo de célcio no banho sobre o
IKMEmax e a VmedAME do atrio esquerdo de cobaia. Pode-se perceber que
a elevacao do calcio de 1,37 para 5,47 mM reduziu significativamente o
IKMEmax de 84,36 + 0,54 para 13,91 £+ 0,11% (n = 3, p < 0,05) e também a
VmedAME de -0,90 + 0,13 para -0,34 £ 0,05 ¢gf/s (n = 3, p < 0,05). Isso
mostra que, em alta concentracdo, o calcio extracelular reduziu o IKME e a
VmedAME.
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Figura 47 - Variagédo do IKME a da VmedAME em funcgdo do IAEx e da
concentracdo extracelular de célcio (n = 3; *p < 0,05; 27,0 + 0,1 °C;
Estimulacéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.4.6 Avaliacao do efeito produzido pelo calcio extracelular sobre o

processo de acumulacao das memoérias

5.3.4.6.1 Concentracao do calcio extracelular versus acumulacao da

memoria depressora

A Fig. 48 mostra a variacdo do IKME e da VmedAMD obtida em
funcao de trés variaveis: 1) IAEx (400 a 900 ms), 2) nimero de contragdes
condicionantes (1 ou 9) e 3) concentracdao externa de calcio (1,37 ou 5,47
mM). A KMD presente na extrassistole relacionada com o IAEx mais curto
(400 ms) variou tanto com a concentracdo de calcio extracelular, quanto com
o numero de CCond. Assim, quando se empregou apenas 1 CCond e o
célcio do banho foi elevado de 1,37 para 5,47mM, o IKMDmax diminuiu de
88,00 * 2,00 para 55,33 £ 9,02 % (n = 3; p < 0,05). A VmedAMD variou com
a elevagéao do calcio extracelular (1,37 para 5,47mM) em preparacéo pré-
condicionada com 01 CCond. Nesta situacdo, a VmedAMD aumentou de
-0,43 £ 0,15 para -1,32 £ 0,16 gf/s (n = 3; p < 0,05). No entanto, quando o
experimento foi realizado com 9 CCond, o IKMDmax nao variou
significativamente, pois passou de 47,46 + 1,07 para 58,99 + 4,46 % (n = 3,
p > 0,05). A VmedAMD também n&o foi afetada pelo calcio, pois apresentou
um valor médio de -0,96 + 0,36, em baixo calcio, e de -0,96 * 0,32 gf/s, em
alto calcio (n = 3, p > 0,05).
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Figura 48 — Efeito da concentragdo extracelular de calcio sobre o
IKMD e a VmedAMD, em funcdo do IAEx e do numero de CCond.
Painel A: 1 CCond; Painel B: 9 CCond. Os testes foram feitos com
diferentes concentragdes de calcio (n = 3; *p < 0,5; 27,0 + 0,1 °C;
Estimulagcédo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz)
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5.3.4.6.2 Concentracao do calcio extracelular versus acumulacao da

memoria excitadora

A Fig. 49 mostra o resultado do efeito produzido pela elevagcédo da
concentracdo de célcio externo de 1,37 mM para 5,47 mM, sobre a
amplitude média da 1a.CPEx, em funcao de duas variaveis, a saber: 1) o
IAEx (400 a 900 ms) e 2) numero de contragdes condicionantes (1 CCond ou
9 CCond). A quantidade de ME presente na 1a.CPEx (400 ms) variou tanto
com a concentracdo de calcio, quanto com o numero de CCond. Assim,
quando se empregou apenas 01 CCond e o célcio do banho foi elevado de
1,37 para 5,47 mM, o IKMEmax diminuiu de 25,50 * 6,50 para 17,00 *
1,00% porém de forma nao significativa (n = 3; p > 0,05). Também, nao
houve alteracdo na VmedAME, pois a inclinacdo das retas de ajustamento
variou de -1,12 + 0,30 para -0,67 + 0,06 gf/s (n = 3; p > 0,05).

No entanto, quando o experimento foi pré-condicionado com 9
CCond, o IKMEmax diminuiu de forma significativa de 60,88 + 0,39 para
11,67 =+ 624 % (n = 3, p < 0,05 e a VmedAME também diminuiu
significativamente de -1,11 £ 0,21 para -0,45 £ 0,16 gf/s (n = 3, p < 0,05).
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Figura 49 - Efeito da concentracao extracelular de calcio sobre o IKME e
a VmedAME, em funcgéo do IAEx e do numero de CCond. Painéis A e B:
01 e 09 CCond, respectivamente, empregando-se baixo e alto calcio
externo (n = 3; 27,0 £ 0,1 °C; Estimulagéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz)
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5.3.5 Avaliacao do efeito produzido pela cafeina sobre a expressao e a

acumulacao das memorias contrateis

5.3.5.1 Exemplificacao de um resultado experimental tipico

As Figs. 50 e 51 mostram curvas de forga atrial, bem como
extrassitoles e as 1a.CPEx, obtidas em atrio esquerdo de cobaia. O
experimento foi realizado com diferentes IAEx (200 a 900 ms) antes e depois
da adicao de cafeina ao banho (1, 5 e 10 mM). A Fig. 50 mostra os tracados
obtidos em situacao controle e também com 1 mM de cafeina. No controle,
as extrassistoles comegaram a aparecer com um IAEx de 300 ms. Quando a
cafeina foi adicionada ao banho, a resposta contratil apareceu ja no IAEx de
200 ms. A 1a.CPEx atingiu sua amplitude maxima tanto no controle quanto
com cafeina 1 mM, no IAEx de 300 ms.

Na Fig. 51 estédo os tracados obtidos com cafeina de 5 e 10 mM. Com
5 mM a extrassistole apareceu individualizada aos 200 ms, porém, com 10
mM, essa resposta surgiu somente no IAEx de 300 ms. Nos experimentos
realizados (n = 3), a amplitude da forca de contragdo atrial apresentou
reducdo com a elevacao da concentracao de cafeina no banho (1 para 10
mM).
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Figura 50 - Exemplo de experimento representativo para avaliar a amplitude
da extrassistole e da 1a.CPEx, em funcdo do IAEx e da adi¢cdo da cafeina
(1ImM). Tracados experimentais superpostos mostrando trés curvas de
contracdo atrial obtidas com a preparagdo estimulada em ritmo regular,
seguidas por respostas extrassistélicas e pela 1a.CPEx, ambas produzidas
por diferentes IAEx (200 a 900 ms). No painel superior, estdo os tracados
obtidos no controle, enquanto que no inferior estdo os que foram registrados
com a adicdo de 1 mM de cafeina ao banho. A cafeina (1 mM) néo
modificou o comportamento das 1as.CPEx (27,0 + 0,1°C; Estimulagédo: 0,5
ms; 400 V; 1 Hz; IAEx: 200 a 900 com incrementos de 100 ms)
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Figura 51 — Exemplo de experimento representativo para avaliar a
amplitude da extrassistole e da 1a.CPEx, em funcéo do IAEx e da adigédo
da cafeina (5 ou 10 mM). Tracados experimentais superpostos
mostrando trés curvas de contragdo atrial obtidas com a preparacéo
estimulada em ritmo regular, seguidas por respostas extrassistélicas e
pela 1a.CPEx, ambas produzidas por diferentes IAEx (200 a 900 ms). No
painel superior estdo os tragados obtidos com a adicdo de 5 mM de
cafeina ao banho, enquanto que no inferior estdo os tracados registrados
com 10 mM de cafeina. A cafeina nao alterou o valor do menor IAEx
capaz de induzir uma resposta contratil (200 ms). Todavia, a resposta
extrassistolica com 5 mM de cafeina foi maior do que aquela com 10
mM. Apesar de ter reduzido as amplitudes das 1as. CPEXx, a cafeina ndo
modificou o comportamento destas contragées (27 + 0,1°C; Estimulagao:
0,5 ms; 400 V; 1 Hz; IAEx: 200 a 900 com incrementos de 100 ms).
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5.3.5.2 Tabulacao dos dados referentes as extrassistoles vistas nas Fig.
50 e 51

Tabela 24 - Tabulacdo dos dados referentes a amplitude da
extrassistole obtida com diferentes IAEx na auséncia e na

presenca da cafeina (1; 5; 10 mM)

IAEX Controle 1 mM 5 mM 10 mM
(ms) (mof) (%) (mgf) (%) (mgf) (%) (mgf) (%)
200 220 13

300 420 19 262 14 480 28 540 40
400 700 32 500 27 900 53 920 68
500 1040 48 820 45 1120 66 1040 77
600 1280 59 1100 60 1280 76 1140 85
700 1520 70 1340 74 1380 82 1180 88
800 1780 83 1540 85 1440 86 1220 91
900 2080 96 1740 96 1520 90 1240 92
Contr 2150 100 1810 100 1680 100 1340 100

5.3.5.3 Tabulacao dos dados referentes as 1a.CPEx vistas nas Fig. 50 e

51

Tabela 25 - Tabulacdo dos dados referentes a amplitude da 1a.CPEx
obtida com diferentes IAEx na auséncia e na presenga da cafeina (1;

5; 10 mM)

IAEX Controle 1 mM 5mM 10 mM
(ms) (mgf) (%)  (mgf) (%)  (mgf) (%)  (mgdf) (%)
200 3140 146 2580 142 2280 124 1360 101
300 3740 174 3620 200 2700 160 1700 127
400 3700 172 3560 196 2500 149 1580 118
500 3540 164 3120 172 2240 133 1480 110
600 3040 141 2640 146 2000 119 1420 106
700 2680 124 2360 130 1860 110 1360 101
800 2440 113 2120 117 1720 102 1320 98
900 2000 93 1880 104 1680 100 1280 95
Contr 2150 100 1810 100 1680 100 1340 100

Contr - controle
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5.3.5.4 Efeito da cafeina sobre a expressao e o apagamento da memoria

depressora

A Fig. 52 mostra o IKMD em fungédo do IAEx a da concentragédo de
cafeina adicionada ao banho. Nela se pode ver que a cafeina a 5 mM
reduziu o IKMDmax de 79,88 + 3,48 para 56,68 + 6,62% (n = 3, p < 0,05) e
diminuiu a VmedAMD de -1,78 + 0,50 para -0,60 + 0,10 gf/s (n = 3, p < 0,05).
Este resultado mostra que a cafeina € capaz de modificar a expressao e o

apagamento da MD.
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Figura 52 — Variacdo do IKMD e da VmedAMD em fung¢édo do IAEx e
da adicdo de cafeina ao banho (n = 3; *p < 0,05; 27,0 + 0,1 °C;
Estimulacéo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.5.5 Efeito da cafeina sobre a expressao e o apagamento da memoria

excitadora

A Fig. 53 mostra que a cafeina (5 mM) reduziu o IKMEmax de 77,14 +
1,02 para 28,54 + 2,11% (n = 3, p < 0,05) e também diminuiu a VmedAME
de -1,74 £ 0,64 para -0,33 + 0,14 gf/s (n = 3; p < 0,05), indicando que a
cafeina trabalha negativamente para o desenvolvimento e apagamento do

processo da memoria excitadora.
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Figura 53 - Variacdo do IKME e da VmedAME em funcéo do IAEx e da
adicdo de cafeina ao banho (n = 3; *p < 0,05; 27,0 + 0,1 °C;
Estimulagédo: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.5.6 Avaliacao do efeito produzido pela cafeina sobre o processo de
acumulacao das memorias

5.3.5.6.1 Cafeina versus acumulacao da memoéria depressora

A Fig. 54 mostra que o efeito da cafeina sobre o IKMDmax foi
dependente do numero de CCond empregadas. Nos experimentos com
apenas 01 CCond, a adigdo de 5 mM de cafeina ao banho ndo modificou
estatisticamente o IKMDmax, que variou de 76,69 + 5,37 para 66,36 +
4,84%, (n = 3, p > 0,05). Contudo, quando o miocardio atrial foi condicionado
por 09 CCond, o IKMDmax sofreu uma reducgéo estatisticamente significante
de 79,27 £ 4,95 para 47,50 + 4,04% (n = 3; p < 0,05). O efeito da cafeina (5
mM) sobre a VmedAMD foi dependente do niumero de CCond empregadas
no experimento. Quando o miocardio foi submetido a 01 CCond a VmedAMD
apresentou reducao que néo foi estatisticamente significativa, tendo variado
de -1,32 £ 0,54 para -0,75 = 0,18 gf/s (n = 3; p > 0,05). Todavia, quando o
experimento foi feito em miocardio pré-condicionado com 09 CCond, essa
VmedAMD diminuiu significativamente de -1,39 + 0,26 para -0,49 + 0,08 gf/s
(n=3,p<0,05).
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Figura 54 — Efeito da concentragdo de cafeina sobre o IKMD e a
VmedAMD, em funcdo do IAEx e do numero de CCond. Painel A: 01
CCond; Painel B: 09 CCond. Os estudos foram feitos em situacao
controle e apés adigcdao de 5 mM de cafeina ao banho (n = 3; *p < 0,05;
27,0+ 0,1 °C; Estimulagao: 0,5 ms; 400 V; 1 Hz).
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5.3.5.6.2 Cafeina versus acumulacao da memoria excitadora

A importdncia da liberacdo do calcio intracelular para o
desenvolvimento da ME foi avaliada medindo-se o descritor IKMEmax antes
e depois da adicdo de cafeina ao banho (Fig. 55). Os resultados mostraram
que, quando se empregou apenas 01 CCond, a adicao de cafeina (5 mM) ao
banho reduziu o IKMEmax de 35,65 + 6,27 para 19,26 + 5,74% (45,97%, n =
3, p < 0,05). Com a preparagdo pré-condicionada com 09 CCond, o
IKMEmax diminuiu drasticamente de 79,84 + 3,72 para 20,33 + 2,89%
(74,53%, n = 3, p < 0,05). Quando o experimento foi realizado com apenas
01 CCond, a adicao de 5 mM de cafeina ao banho néo alterou a VmedAME,
pois, apesar de a inclinagdo da reta de regresséao ter sido reduzida de -1,13
+ 0,41 para -0,54 + 0,22 ¢f/s, este resultado ndo foi estatisticamente
significativo (n = 3; p > 0,05). Todavia, nos testes em que o miocardio esteve
pré-condicionado com 09 CCond, estas potencializaram o efeito da cafeina,
promovendo uma redugdo da inclinagdo da reta de regressao relativa ao
apagamento de -1,89 + 0,44 para -0,56 £ 0,21 (70,37%; n = 3, p < 0,05).
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Figura 55 - Efeito da concentracdo de cafeina sobre o IKME e a
VmedAME, em fungédo do IAEx e do numero de CCond Painel A: 01
CCond; Painel B: 09 CCond. Os estudos foram feitos em situacéao

controle e apés adigdo de 5 mM de cafeina ao banho (n = 3; *p < 0,05
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6 DISCUSSAO

Consideracoes gerais. Nos experimentos realizados neste trabalho,
0 coracdo, ao ser retirado do térax da cobaia, deixou de ser nutrido e
oxigenado pelo fluxo coronariano. O sangue, com a riqueza dos seus
componentes, era, a principio, responsavel pelo suprimento energético, pelo
equilibrio hidro-eletrolitico e acido-basico, bem como pelo equilibrio osmético
entre 0 meio externo e as células do miocéardio (BERNE e LEVY, 2001,
BERS, 2006). Ao ser transferido para a solucao de Tyrode contida na cuba,
0 miocardio passou a receber apenas sais, glicose e oxigénio. Este
carboidrato foi a unica fonte de energia disponivel para que o tecido atrial
pudesse executar suas tarefas elétricas e contrateis. Por outro lado, a
oxigenacao e a eliminagdo de gés carbbnico do tecido deixou de ser feita
através da hemoglobina e dos capilares para depender apenas das
propriedades difusionais dos gases no tecido miocardico. No banho, o atrio
trocou gases e nutrientes com o meio extracelular apenas por difusao. Este
fenbmeno depende de fatores entre os quais estdao: a diferenca de
concentracao dos gases, a temperatura do meio etc. Deve ser considerado
que na cuba, sob superfusdo com Tyrode, o atrio permaneceu a 27°C. Esta
temperatura € cerca de 11 graus menor do que a temperatura do érgao,
quando estava situado no interior do térax do animal. Além disso, por néo
haver proteina na solu¢cdo de Tyrode, o tecido cardiaco apresentou uma
tendéncia para a formacao de edema tissular. Em sintese, a nutricao por
difusdo, a baixa temperatura e a auséncia de pressdo oncoética na solucao
de Tyrode representam fatores estressantes para o miocardio e exigem dele
uma adaptacdo adequada ao novo meio a fim de continuar a desempenhar
com eficiéncia as suas fungdes elétricas e mecénicas.

O exemplo mostrado na Fig. 16 deixa claro que o atrio de cobaia,
removido do animal e colocado em solugdo de Tyrode a 27°C, apresenta
sinais de adaptacdo ao novo meio. Inicialmente, a preparacao foi mantida
quiescente por 30 minutos. Durante este periodo esperou-se que ela se
adaptasse a nova temperatura, osmolaridade, fonte de energia e a auséncia
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de pressao oncética. Passada esta fase, o atrio foi estimulado eletricamente
para contrair-se de forma ritmica com freqiéncia de 1 Hz. O que se
observou a partir dai foi que a preparacdo comecou a gerar forca de
contracdo, cuja amplitude aumentou progressivamente até alcangar um valor
final de equilibrio. Isso somente foi atingido cerca de 20 minutos apés o
inicio da estimulagéo, tendo a amplitude da forca se estabilizado num valor
aproximadamente 30 % menor do que a for¢ca maxima desenvolvida logo no
inicio da estimulacdo. Paralelamente ao aumento da forga sistdlica, a
preparagao apresentou um relaxamento diastélico progressivo que alcangou
cerca de 100 mgf. A interpretacdo que oferecemos para esse
comportamento € a de que o miocardio, ao trabalhar, aprendeu a otimizar o
seu sistema de bombeamento de calcio citoplasmatico, de forma a reduzir a
concentracao desse ion no citoplasma, ap6s cada contracdo. Com menos
célcio livre no citoplasma, as células puderam relaxar mais intensamente do
que relaxavam, quando o tecido esteve quiescente (BERS, 2002, CHEMLA
et al., 2000). Assim, de certa forma o miocardio ‘aprendeu’ a operar 0 seu
sistema de bombeamento de calcio. Semelhante aprendizado também se
manifestou na amplitude da forca sistdlica. Ao se adaptar a realidade do
novo meio externo, a preparagdo bioldégica ‘aprendeu’ a regular sua
contratilidade da forma a adequa-la a quantidade de energia disponivel.
Talvez, por isso, a grande magnitude das primeiras contracdes, vistas logo
apos o reinicio da estimulagédo, ndo se mantiveram.

Este trabalho pressupdée que o ato de aprender subentende
implicitamente a capacidade de o sistema reter informacao, a fim de poder
usa-la para tomar decisbes ou para conseguir desenvolver estados de
equilibrios que sejam adaptados a realidade das condicdes operacionais de
que dispde. Atualmente, é aceito que ha memdrias distribuidas nas diversas
partes dos sistemas bioldégicos complexos, tal como ocorre no ser vivo.
Assim, processos de memorizagdo podem ser encontrados no sistema
imunoldégico (WANG et al., 2004; SEAMAN et al., 2004; VITTETA et al,,
1991;) e no sistema digestivo (FURNESS et al.,, 2000). Estas memorias,
contudo devem ser entendidas como memorias operacionais que retém

informacao para permitir que, a nivel local, algum grau de decisao possa ser
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tomado. Este tipo de meméaria difere, contudo daquela que existe no sistema
nervoso central, pois esta permite que as decisdes sejam alcangadas,
mesmo fora da dimenséo objetiva, permitindo a deducgéo e previsdo de fatos
esperados para o futuro ou entdo proporciona condicbes para o
desenvolvimento de pressupostos de natureza filoséfica (ZOGHI, 2004;
ZOGHlI et al., 2004; ROSEN, 2001).

Para examinar a MD, usamos o classico conhecimento de que as
extrassistoles, por serem prematuras, surgem com pequena amplitude,
interpretando este evento como decorrente da expressédo da acumulagao de
MD. Para avaliar a capacidade tissular de construir e apagar a MD,
empregamos um protocolo experimental baseado na producdo de
extrassistoles, estas obtidas com diferentes IAEx (Seed e Walker,1988). Por
sua vez, o exame dos processos de construcédo e de apagamento da ME foi
realizado através da andlise do comportamento da 1a.CPEXx, esta produzida
apds uma pausa de duragéo igual ao periodo controle (1s). Esta pausa foi
concebida, inicialmente, por Shimizu et al. (2000) e foi inserida no protocolo
original de Seed e Walker para permitir o miocardio ter tempo para apagar a
carga de MD gerada pelo batimento extrassistolico. Com isso, favoreceu-se
a expressao da ME, esta traduzida pelo fato de que, ap6s a pausa de
Shimizu, a amplitude da 1a.CPEx apresentou-se maior do que a amplitude
das contragbes controle. O ‘overshoot’ de forga criado na 1a.CPEXx reflete a
carga de ME transferida para este batimento e formada, tanto pelas
contragdes controle (neste caso operando como condicionantes), quanto
pela contracdo extrassistolica precedente.

No coracédo, é conhecido que toda vez que uma extrassistole ocorre,
segue-se uma pausa pos extrassistélica que permite as camaras cardiacas
se encherem com maior volume de sangue, estirando mais as suas fibras e
gerando uma primeira contragdo pos-extrassistdlica mais forte. Este
fenbmeno foi bem explicado por Frank (1895, apud BERNE et al., 1979) e
por Starling (1918, apud BERNE et al., 1979) e est4 baseado na Teoria dos
Filamentos Deslizantes (GORDON et al., 1966). A lei de Frank & Starling,
contudo, nao explica convenientemente a potenciacdo pds-extrassistolica

observada nos experimentos realizados neste trabalho, pois toda medida de
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forca de contracdo foi tomada em atrios que se contrairam em situacao
isométrica. Assim, a potenciacdo das primeiras contracbes pos-
extrassistolicas (YUE, 1985) exige que se encontre uma outra explicagéo
que esteja baseada nos conhecimentos atuais a respeito dos mecanismos
basicos envolvidos com a contracao do musculo cardiaco.

A semelhanca de outros tipos de musculos, o musculo cardiaco gera
forca em virtude da formacao de pontes de ligagdo entre os filamentos finos
de actina e a cabecga dos filamentos grossos de miosina (MacINTOSH,
2003). Isso acontece quando a tropomiosina é deslocada de sua posicao
natural na goteira existente no duplo filamento de actina, deixando livres os
sitios que tém afinidade para se ligarem a miosina. A tropomiosina é uma
proteina longa que se move toda vez que se forma ou se desfaz o complexo
Troponina C/célcio (TnC/Ca?*). A formagdo do complexo TnC/Ca?* ocorre
quando o concentracdo de calcio livre no citoplasma aumenta (VOET et al;
2000) A principal fonte deste calcio €, no musculo cardiaco, o reticulo
sarcoplasmatico (RS). Nesta organela, o célcio se acumula gracas a acao de
um sistema de bombeamento altamente eficiente denominado de SERCA
(“Sarcoendoplasmic reticulum calcium ATPase”) (HUKE et al, 2003). O calcio
contido no RS sai através dos canais liberadores de calcio, também
conhecidos como canais receptores de rianodina. A abertura desses canais
€ promovida pelo célcio proveniente do meio extracelular, passando pelos
canais de calcio tipo L existente no sarcolema. Os canais da rianodina se
localizam na cisterna do RS, em frente a membrana dos tubulos T
(ARVANITIS et al., 2010). O conjunto formado pela membrana do tabulo T,
pelo estreito espacgo intracelular contido entre ela e a membrana do RS, e
pela prépria membrana do RS, é conhecido como diade. Assim, a diade se
compde pelas duas membranas e pela fenda diadica (MARBAN, 2002,
GATHERCOLE et al., 2000; NIGGLI, 1999). Nas diades estdo situados os
couplons formados por cerca de 100 canais de calcio tipo L e 20 canais de
rianodina. Quando o calcio do meio extracelular ingressa na célula, através
dos canais tipo L, ele induz a abertura dos canais de rianodina da membrana
do RS, permitindo a liberacdo de célcio ali estocado (BERS, 2004;
DULHUNTY et al., 2002; MARX, 2001; ZHANG et al., 1997). Este fendmeno,
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conhecido como “liberagdo de calcio induzida por calcio” (CICR, “calcium-
induced calcium release”) é responsavel pelo calcio citoplasmatico livre que
vai promover a contracdo muscular (BERS, 2002, KITCHENS, 2003).

A geragdo de forca no miocardio €, como nos demais tecidos
musculares, um fendmeno de natureza complexa. Os mecanismos basicos
envolvidos com este processo incluem agentes estruturais e funcionais
pertencentes ao patriménio celular, bem como fatores externos que
independem da célula, tais como composicdo e osmolaridade do meio
extracelular, temperatura, campos elétricos etc. Deste modo, a amplitude e
demais caracteristicas da forca de contracdo miocardica, antes de alcancar
um dado equilibrio, exige que a célula regule os seus préprios mecanismos,
equilibrando-os com os fatores que Ihe sdo externos. Por isso, 0 mesmo
tecido miocardico pode, em situacbes experimentais ou fisiolégicas diversas,
contrair-se de modo também diverso. Se o miocardio quiescente for
colocado em situagdo experimental diferente da fisiologica em que estava
acostumado a trabalhar e for desafiado a contrair-se por estimulagao elétrica
adequada, ele demandara algum tempo para alcancar as caracteristicas do
seu novo perfil mecanico. Isto exigird que alcance um novo estado de
equilibrio inotrépico. Para isso, informacdes devem ser acumuladas a cada
batimento, de forma a construir - e em certa propor¢cdo também desconstruir
- sua atividade mecanica, visando alcancar um rendimento otimizado. Cada
um destes eventos, deve variar em proporcées adequadas, de modo que,
por fim, quando tais processos se tornarem equivalentes, a amplitude das
contracbes passara a ser a mesma para todos o batimentos do miocardio
sob experimentacdo. Nesta situacdo, o musculo tera, assim, alcancado o
seu equilibrio contratil, atendendo as condicdes de trabalho a ele oferecidas.

O presente estudo fixou os agentes externos (temperatura,
oxigenacao, frequéncia de estimulacdo, acesso e disponibilidade a
nutrientes etc.) e também o grau de estiramento do tecido miocardico
estudado (1 gf), permitindo, assim, que a preparacao biolégica respondesse
apenas ao elemento experimental testado.

O processo de reducdo da forca contratii do miocardio foi aqui

interpretado como a expressdo de uma MD, enquanto que o aumento da
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forca de contragdo foi avaliado como sendo a capacidade de o tecido gerar
uma ME.

Para sistematizar o presente trabalho, comegaremos por analisar os
resultados obtidos sobre a expressao das memaorias em fungéo de diferentes
tratamentos impostos a preparacdo biolégica. Por fim, discutiremos o
processo de acumulacao de MD e ME e os mecanismos que possam, por

ventura, estar a elas associados.

Avaliacao da expressao e dos mecanismo formadores da MD e ME.
Uma questéo crucial que se levanta € identificar a sede de cada uma das
memdrias contrateis. Esta sede pode estar situada numa dada estrutura da
anatomo-fisiologia celular ou pode estar distribuida entre estruturas
anatdmicas e mecanismos fisiolégicos, dando a ela uma sede virtual. Os
caminhos para investigar os mecanisnos basicos que suportam a MD e a ME
devem incluir os tratamentos experimentais que sejam largamente

conhecidos.

Memoria contratil nao é memoria elétrica: variacdao da concentracao de
potassio extracelular foi usada para distingui-las. Chatterjee (1969 a,b),
Rosenbaum (1982), Alessandrini et al. (1997), Yu et al (1999), Herweg et al.
(2001), Rosen (2001), Kolb, (2002), Libbus (2002), Petberg e Rosen (2004),
Chandra et al. (2003), Rosen e Plotnikov (2002), Moss (2004), Sosunov et al.
(2008), Kooshkabadi et al. (2009) propugnaram pela existéncia de uma
mem©éria de natureza elétrica no miocardio de mamiferos. A expresséo desta
mem©éria estava associada ao deslocamento da alga vetorial da onda T do
vetocardiograma de caes, apos terem sido mantidos sob estimulagao elétrica
artificial.

Para distinguir o objetivo deste trabalho daqueles referentes a
memb©ria elétrica, as MD e ME foram testadas alterando-se os potenciais de
repouso das células miocardicas. Isto foi feito submetendo-se o musculo
cardiaco a diferentes concentracdes de potassio (Figs. 30 e 31). Os
resultados mostraram que os descritores destas memoérias ndo foram

modificados, indicando que elas representam um fenémeno miocardico
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diverso daquele relativo & meméria elétrica. E sabido que o miocardio,
mesmo em coracdo isolado de animal, contém terminacdes nervosas
capazes de liberar estoques de acetilcolina e, assim, de modificar o
comportamento contratil por aumentar a condutancia da membrana celular
ao potassio. Este efeito pode contribuir para alterar o potencial de repouso
das células. Para suprimi-lo, experimentos foram conduzidos em presenga
de atropina, a fim de bloquear os receptores muscarinicos (Figs. 35 e 36).
Os resultados mostraram que, em preparagdes incubadas com atropina, nao
houve qualquer modificacdo na expressao ou no apagamento de MD ou ME,
sugerindo, assim, que a memoria contratii seja um fenémeno diferente

daquele relativo a memoria elétrica.

Avaliacao do papel do potassio nos mecanismos relativos a MD e
ME. Para complementar os resultados obtidos com concentrac¢des diferentes
de potassio no meio extracelular, bem como os que foram vistos
submetendo-se as preparagdes a atropina, investigamos o comportamento
das memorias, ap6s o0 bloqueio inespecifico de canais para potassio. A
adicdo de TEA ao banho ndao modificou os descritores de MD (Fig. 40),
porém alterou os descritores de ME. Com TEA, tanto o IKME quanto a
VmedAME foram reduzidos (Fig. 41). Este pode ser um efeito decorrente
apenas do bloqueio dos canais de potassio, mas pode, por outro lado, refletir
a alteracdo na duragdo do potencial de acdo (DPA). E sabido que durante a
fase de platd, quando a célula miocardica permanece despolarizada, ha um
aumento da condutancia de sua membrana para o célcio. E nesta fase que
ocorre a principal entrada de célcio nas células, o que se faz via canais de
célcio do tipo L. Este calcio é fundamental para promover a contracao
muscular, mas se, além disso, ele também tiver papel ativo nos processos
de construcéo e de desconstrucao de ME, entdo seria esperado que o TEA
produzisse um efeito semelhante aquele visto com o aumento do calcio
extracelular. Esta hipotese foi confirmada, tal como se vera adiante.

O fato de o TEA ter alterado os descritores de ME, porém néo ter
modificado os de MD sugere que os niveis de calcio intracelular necessarios
para promover MD devem ser maiores do que aqueles que constroem ME.
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Influéncia do calcio sobre as memdrias contrateis. A contribuicao do
calcio para o mecanismo da contracdo muscular tem sido largamente
estudada (GUERRERO-HERNANDEZ et al., 2010; COOPER et al., 2010;
LAVER, 2007; RICHARD et al.,, 2006; BLATTER et al., 2003). Em se
tratando de fendmenos contrateis, é justificavel que se estude a possivel
influéncia que este ion possa exercer sobre o desenvolvimento e o
apagamento das memdrias contrateis.

As correntes sarcolemais de calcio promovem a liberacao do célcio
estocado no RS (BERS et al., 2004). A elevacao do célcio livre intracelular
induz a interacdo deste ion com a troponina C, levando ao processo de
contracdo muscular. Os resultados vistos na Fig. 46 mostraram que a
elevagéo do calcio externo reduziu tanto o IKMDmax, quanto a VmedAMD.
Isto indica que esta manobra experimental dificulta a transferéncia de MD,
gerada batimentos precedentes, para a extrassistole, bem como dificulta o
apagamento desta memoria.

No que se refere a acao da concentracao de calcio extracelular sobre
os descritores de ME, os resultados, sumarizados na Fig. 47, mostraram que
0 aumento do calcio promoveu uma reducdo do IKMEmax, indicando que
este ion dificulta a expressao da ME. Além disso, o célcio elevado diminuiu a
VmedAME, sugerindo que ele atua no sentido de estabilizar as informacdes
que levam a construcao de ME.

Influéncia da cafeina sobre as memdrias contrateis. A cafeina é o
alcaléide 1,3,7-trimetilxantina. Ela promove, em dose adequada, um
pronunciado efeito estimulante sobre o musculo cardiaco (Si, et al., 2010).
Na sua presenga, a forgca de contragdo miocdardica € aumentada estando
este efeito relacionado a liberacdo de calcio dos estoques intracelulares,
principalmente, daqueles existentes no RS. Com isto, a concentracdo
citoplasmatica de célcio livre se torna maior e a forca de contracdo aumenta.
Isto pode se passar sem que haja alteragdo nas correntes sarcolemais de
célcio. O estudo do efeito da cafeina sobre as memorias contrateis mostrou
que ela reduz tanto a transferéncia de MD, posto que o IKMDmax diminuiu,
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quanto a VmedAMD, uma vez que este descritor também foi reduzido pela
acao do alcal6ide (Fig. 52). No que tange a ME (Fig. 53), a cafeina também
reduziu o IKMEmax e a VmedAME. Estes resultados mostram que o efeito
da cafeina sobre a expressdo e o apagamento das memdrias contrateis
muito se assemelha aquele visto com a elevacao do calcio extracelular
(Figs.46 e 47) e se assemelha parcialmente com o efeito produzido pelo TEA
sobre a ME (Fig. 41).

Estudo dos processos de acumulacao das memorias contrateis

Prospeccao guiada pelo numero de Contracoes Condicionantes. A
amplitude da forca de contracdo miocardica, gerada em cada batimento,
depende da expressao simultdnea de ambas as memorias MD e ME. O
protocolo de Conde-Garcia permitiu que fosse conhecido que, nas condicdes
experimentais empregadas neste trabalho, tanto a expressao, quanto o
apagamento destas memdrias somente foram afetadas pelos ultimos 10
batimentos (Figs. 27 e 28). Assim, batimentos que ocorram num passado
mais longinquo, nao contribuem para a amplitude da forca de uma dada

contracdo miocardica.

Propeccao guiada pelo potassio, atropina e TEA. Manobras
experimentais que visaram alterar os fluxos de potassio através do
sarcolema, nao produziram efeito sobre os descritores de MD ou de ME. Os
estudos foram realizados em atrios submetidos a diferentes concentracoes
de potassio (Figs. 32 e 33), ou a incubacédo com atropina (Figs. 37 e 38. ) ou
TEA (Figs. 42 e 43). Isto sugere que as correntes de potassio na exercem
um papel importante nos mecanismo de acumulagdo nem de apagamento
de MD ou ME.

Prospeccao guiada pelo efeito do calcio e da cafeina sobre a MD.
Nossos resultados mostraram que nos experimentos em que se empregou
01 CCond, o aumento do calcio externo de 1,37 para 5,47 mM reduziu o
IKMDmax, porém, em preparagdes pré-condicionadas com 09 CCond a

elevagdo do célcio externo ndo modificou esta variavel. Para compreender
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este resultado, alguns experimentos foram realizados visando mobilizar os
estoques intracelulares de calcio, ao invés de alterar as correntes
sarcolemais deste ion. Isto foi feito adicionando-se cafeina ao banho. Na
presenca deste alcaldide e em preparagdes pré-condicionadas com 01
CCond, a IKMDmax nao foi modificada. NO entanto, quando 09 CCond
foram empregadas para pré-condicionar o miocardio, a cafeina reduziu de
forma significativa o IKMDmax. Como pode o caélcio influenciar o processo
de acumulagdo, a fim de gerar MD? Para responder a esta questao nés
consideraremos dois mecanismos de célcio nas células miocardicas. O
primeiro refere-se a corrente de calcio que entra nas células cardiacas via
canais de calcio do tipo L. O segundo, esta relacionado a liberagéo de calcio
dos estoques intracelulares, principalmente do RS. Ambos 0os mecanismos
contribuem para aumentar o calcio livre no citoplasma e, por esta razao,
promover a forca de contragdo miocéardica. Para compreender estas
questdes, nds fizemos experimentos variando a corrente de entrada de
célcio pelo canais tipo L, o que pode ser realizado elevando-se a
concentragdo de calcio no meio externo. Em outros experimentos, noés
modificamos a liberacdo do calcio estocado no RS, usando cafeina. Estas
abordagens foram feitas em atrio pré-condicionado com 01 ou com 09
CCond. Nossos resultados mostraram que em preparagdes pouco
condicionadas (01 CCond), o aumento do caélcio externo promoveu um
aumento da amplitude das extrassistoles, sugerindo que, neste caso, a
transferéncia de MD tenha sido reduzida. Todavia, quando os atrios foram
fortemente pré-condicionados (09 CCond), a elevagéo do célcio externo ndo
alterou as amplitudes das extrassistoles, indicando que a transferéncia de
MD é, sem duvida, um fendbmeno que depende da carga de calcio
intracelular, mas é também um fen6meno que admite saturagdo. Por esta
razdo, o pré-condicionamento do miocérdio com 09 CCond transfere para as
células uma carga de calcio que é suficiente para maximizar suas forcas de
contragdo, o que equivale a dizer que o forte pré-condicionamento minimiza
a transferéncia de MD. Este efeito ocorre de forma independente da

concentracao de célcio no meio extracelular ser alta ou baixa.
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A contribuicdo dos estoques intracelulares de célcio para o processo
de acumulacdo de MD foi estudada usando-se a habilidade de a cafeina
liberar o calcio contido no RS. Os resultados surpreendentemente
mostraram que a contribuicao do célcio livre intracelular para a transferéncia
de MD depende de onde se originou o calcio, isto é, se ele veio do meio
extracelular ou se veio do RS. Esta observagao pode ser justificada porque
quando o calcio se originou do RS (adigao de cafeina, p.ex.) a transferéncia
de MD se comportou de forma diferente daquela observada quando a fonte
de célcio havia sido o meio externo. Quando a cafeina foi usada em atrio
fracamente condicionado (01 CCond) ndo se observaram alteracdes nas
amplitudes das extrassistoles. Isto sugere que a transferéncia de MD
independe da liberagcédo de célcio a partir do RS nas preparac¢des que foram
pré-condicionadas com apenas 01 CCond. Tal comportamento pode ser
entendido se aceitarmos que um “pool” minimo de calcio seja construido
pelo pré-condicionamento com 01 CCond. Entretanto, em atrios fortemente
pré-condicionados (09 CCond) a adicdo de cafeina pdde mobilizar uma
quantidade maior de célcio do RS. Este “pool” extra foi construido durante o
longo periodo de condicionamento (09 CCond). Tal hipbtese explica o
aumento na amplitude das extrassistoles observadas nestes casos. O
aumento na amplitude das forca é um sinal direto da diminuicdo da
transferéncia de MD entre os batimentos.

Prospeccao guiada pelo efeito do calcio e da cafeina sobre a ME. A
elevagdo da concentragdo de calcio no meio extracelular ndo modificou os
descritores de ME em preparagdes pré-condicionadas com 01 CCond.
Entretanto, quando elas foram pré-condicionadas com 09 CCond a elevacao
do célcio externo reduziu o IKMEmax e também a VmedAME. Nas
preparacdes pré-condicionadas com 01 CCond, a adicdo de cafeina ao
banho reduziu o IKMEmax, mas n&o alterou a VmedAME. Quando as
preparacoes foram pré condicionadas com 09 CCond a cafeina reduziu
drasticamente o IKMEmax e também a VmedAME.

Com respeito a ME avaliada em atrios pré-condicionados com 01
CCond, o aumento do calcio externo de 1,37 para 5,47 mM nao modificou a



134

1a.CPEXx, indicando que a transferéncia de ME nao foi afetada por tal
manobra experimental. Contudo, quando os estoques de célcio
intracelulares foram saturados com 09 CCond, a elevagdo do calcio
extracelular reduziu a amplitude da 1a.CPEx, sugerindo que a ME foi
negativamente afetada por esta manobra. Assim, nés podemos concluir que,
em preparagdes pré-condicionadas com 09 CCond, a transferéncia de ME
foi reduzida.

A cafeina adicionada ao banho promoveu uma redugéo do IKMEmax
tanto em preparacdes pré-condicionadas com 01 quanto com 09 CCond. Isto
sugere que a ME é mais influenciada pelo calcio proveniente do RS do que

aquele que vem do meio extracelular.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho descreveu a capacidade de o miocardio construir e

desconstruir memarias que atuam sobre a sua contratilidade, sugerindo que

elas tém papel relevante na busca de equilibrio do tecido biolégico com as

demandas de trabalho e as fontes de energia e nutricdo disponiveis no meio.

Foram investigados mecanismos que estao relacionados com 0s processos

de acumulacao e de expressao tanto da memoéria depressora, quanto da

memb©éria estimuladora. Deste estudo pdde-se concluir que:

1.
2.

As memorias contrateis sdo de dois tipos: depressora e excitadora;

As memodrias contrateis representam um fenémeno novo e diferente
da memodria elétrica descrita por outros autores;

A amplitude da forca de contracdo do miocardio, que esta em
equilibrio com as demandas e com o0s recursos nutricionais e
energéticos, depende do balango entre ambas as memarias;

Um dado batimento cardiaco expressa um conteudo de memoria que,
nas condicdes experimentais empregadas neste trabalho, €
construido durante os ultimos 10 batimentos;

Os processos de construgdo e desconstrucdo (apagamento)

envolvem mecanismos associados a carga intracelular de célcio.
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