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RESUMO

Solugdes hiperocgmdticas (SH) de NaCl vem szendo wutiliza-
das, com sucesso, no tratamento do chogue hemorrdgico, em substi-
tuigdo a transfusdo sanguinea. No presente trabalho, estudou—se o
efeito de tais solugdes sobre a forga contrdtil do tecido cardfaco
izolado de rato, estimulado elefricamente, em regime de contracio
igométrica. O objefivo principal foi caracterizar gqualitativa e
quantitativamente o efeito inotrdpico das solugdes de NaCl, procu-—
rando identificar fatores envolvidos em sua g&nese. Para isto,
realizou—=se andlise de varidncia trifatorial envolvendo solutos
(NaCl e sacarose), doses {(incrementos de 50,100,150 e 200 mOsm/1
na osmolalidade do lfquido de incubacio) e frequéncias estimulaté—
rias (4, 16 e 64 est./min.) para diversos parametros (Tmax, tTmax,
tD e 4dT/4t) do abalo contrdtil, estudou-se comparativamente o cur-
30 temporal do efeito inctrdpico de soclucfSes hiperosmdéticas de
NaCl, sacarose e cloreto de colina, na auséncia e na presenca de
bloqueio de receptores adrenédrgicos e colindrgicos muscarinicos e,
finalmente, determinou-se a influéncia da hipercosmolalidade sobre
a estequiometria da troca Na+/Cat+, fator de grande importancia
para a génese de tensdo no midsculo cardfiaco. Dos resultados obti-
dos foram tiradas as seguintes conclusdes: a) O efeito inotrdpico
das SH de NaCl é altamente complexo envolvendo a depend@&ncia da
fregquéncia, da osmolalidade e do tempo:; b) As SH de NacCl podem
produzir efeito inotrdpico negativo ou positivo, dependendo da
freguéncia estimulatdria e da osmolalidade da soluc3o, em contra-
posigdo ao efeito inotrdépico sempre positive das SH de sacarose,
nas mesmas faixas de freguéncia e osmolalidade; ¢) As SH de NacCl
produzem, inicialmente, rdpida e potente reducd3o ( de até 50% do
valor inicial), seguida de uma fase de recuperacdo, na tensdoc md-
xima desenvolvida (Tmax) pelo tecido cardfaco. A redugdo inicial
de Tmax é causada pelo aumento da concentracd3o de fons Na+ no 11~
guido de incubac¢doc. A fase de recuperacdo, por sua vez, tem sua o-
corré&ncia condicionada ao incremento de osmolalidade produzido
pela aplicacdo das SH de NaCl e; d) A hiperosmclalidade reduz a
estequiometria da troca Nat+/Ca++, o gue corresponde a uma reducao
no niumero de fons Na+t para cada fon Ca++, transportado através das
células cardiacas da preparacio estudada.
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1. INTRODUCAO

A dgua é o componente mails abundante no organismo humano,
constituindo cerca de 70%2 do peso corporal (Manervy, 1954, Pitts,
1974) e compondo o3 chamados l1fguidos orgdnicos num volume de aproxi-
madamente 45 litros. Esite volume total estd dividido em dois grandes
compartimentos, © intra e o extracelular, e em outro bem menor,
chamado de transcelular. Este Ultimo inclui os lfgquidos da drvore
traqueobronguial, o fluido cerebroespinhal e o humor aguoso do olho

{(Macknight & Leaf, 1977; Lassiter & Gottschalk, 1978; Mudge, 1980).

Cerca de 55% da dgua total do organismo enconftra—-sze no inte-—
rior das células e compfe o denominado fluido intracelular. Este
fluido tem constituic¢io semelhante nas diversas células e por essa
razdo considera—-se o conjunto dos trilhdes de células do organismo

como um grande compartimento, o intracelular (Lassiter & Gottschalk,

1978) .

No chamado compartimeﬁto extracelular, encontram—-se o 1fgui-
do gue se situa nos espacos entre as células (l{guido intersticial) e
a parte nio celular do sangue, o© p}asma. Estes fluidos gque comple o
fluido extracelular est3o em comunicacdo através da extensa rede de
capillares do sistema circulatério (Guyvton, 1873; Lassiter &

Gottschalk, 1978).

H& grandes diferencas enire as composicBes dos fluidos dos



compartimentos intra e extracelular. Verifica-se, por exemplo, gue no
fluido intracelular hi predomindncia de fons potdssio enquanto que no
extracelular , =zddio e cléreto 530 os fons presentes em maior concen-—
tracdao. A manutencdo desta concentragio eletrolftica é possibilitada
pela participacdo de um sofisticado mecanismo de transporte i6nico, o
transporte ativo de sédio-potdssio ( bomba de s6dio), que, a custo do
gasto de energia metabdlica, mantém elevadas as concentracdes intra-—
celular de potdssio e extracelular de sédio. Este mecanismo, aldm de
manter os gradientes de concenta¢do que constituem os substratos para
o processo de excitacdo e conducdo nas células excitdveis, & tTanmbém
parcialmente responsdvel pela regulacdo do volume celular (Mudge,
1980y .
)

O principal determinante da passagem de fluidos de m com—
partimento para o oculro no organismo &, contudo, o gradiente de pres-—
s8o0 osmbética: sempre gue uma membrana separadora de dois compartimen-—
tos ligquidos for permedvel ao solvente, mas impermedvel a alguns so-—
lutos nele dissolvidos (membrana semi-permedvel), e a concentracio de
substancias ndo difusiveis for malor em um dos lados da membrana, ha-—
verd fluxo de volume em diregéé ao lado de maior concentracdo. Este
fenbmeno, resultante da energia cindtica das moléculas em ambos os
lados da membrana, denomina-se osmose . Em sentido estrito osmose
significa transferéncia de dgua e outros elementos através de uma
membrana. A pressdo hidrostidtica necessdria para eguilibrar a osmose

¢ denominada de pressdo osmética (Pitts,1974; Hildebrand, 1979).

A capacidade dos solutos em provocar osmose & medida em os—



mdig. Uma moldcula grama de substincia n3c difusf{vel e nio ionizdvel
em zolugdo € igual a 1 osmol. A atividade osmética das substancias no
organismo costuma ser expressa em miliosmdis (1 miliosmol = 103 os-—
mol) . Sabendo-se, por exemplo, que o cloreto de sddio (NaCl) em d4gua
se dissocia nos fons Na e ¢l , uma molécula grama de NaCl em solugdo
correspondera feoricamente a 2 osmdis ou 2000 mOsm. Diz-se gue  uma
solugdo de 1 mOsm de soluto em 1 litro de solvente tem concentracio
de 1 mOsm/1 . A Tabela I ilustra as principais substéncias osmobica-
mente ativas no plasma, no lfiguido intersticial e no lfiguido intrace-—
lular, com o©s valores das contribuig¢fes em miliosméigs/litro de cada
uma delas. Pode-se verificar gue mails de 80% da osmclalidade total do
fluido extracelular € causada pelo NaCl, enquanto que 50% da ogmola—
lidade intracelular € determinada pelo fon poidssio. A osmolalidade

total dos fluidos intra e extracelular ¢é de aproximadamente 300

mOsm/1.

O volume e a osmolalidade dos fluidos dos diversos compartfi-
mentos do organismo s3o parldmetros de extrema importadncia para a ma-—
nutenc3o do equilibrio do melc interno. Para garantir esse eguili-
brio, o organismo lanca mdo de'sofisticados e potentes mecanismos re-
guladores {( Macknigth & Leaf, 1977; Mudge, 1980) gue mantém estes pa-
rdmetros denitro dos limites que =530 compaltiveis com a vwvida. Apesar
disso, inumeras condi¢les patoldgicas (e. g. diabetes, desidratacdo,
hiponatremia e hipovolemia) podem perturbar drasticamente este equi-
librio e produzir consequéncias trdgicas para o individuo. Na tenta-
tiva de corrigir distidrbios de tal natureza, utiliza-se, hd mais de

um século (Latta, 1831), além de vdrios outros procedimentos terapdu-



TABELA I — Composicio dos fluidos plasmdtico, intersticial e intrace-
lular com as contribuic¢fes em mOsm/1 de cada um dos componentes na
formacdo da osmolalidade total (Modificado de A. C. Cuyton em Tratado

de Fisiologia Médica, Rio de Janeiro, Ed. CGuanabara — Koogan, 1973,
p. 369).
I ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~
FLUIDOS
PLASMATICO INTERSTICIAL INTRACELULAR

COMPONENTE (mOsm/1 H,0) (mOsm/1 H,0) (mOsm/1 H,0)
Nat 144 137 10
Kt 5 4,7 141
catt 2,5 2,4 0
Mgt+ 1,5 1,4 31
Ccl- 107 112,7 4
HCO3 27 28,3 10
HPOG, H,POg4 2 2 11
S0, 0,5 0,5 1
fosfocreatina - - 45
carnosina -~ - 14
aminodcidos 2 2 8
creatina 0,2 0,2 9
lactato 1,2 1,2 1,5
ATP - - 5
hexose - monofosfato - - 3,7
glicose 5,6 5,6 -
proteinas 1,2 0,2 4
uréia 4 4 4
Total (mOsml /1 de dgua} 303,77 302,2 302,12
I ____________________________________________________________________
I
Obs.:— Na realidade a atividade osmolar dos solutos em uma solugdo €

um pOouUCoO menor gue o valor total expresso mOsm/1. Costu-—

ma—-se apresentar entdo a atividade osmolar corrigida da solu-—
¢330 como sendo 932 do valor total em mOsm/1 da solugido.



ticos, da chamada terapia flufdica, que consiste na administrac¢do de
solucgfes em wvdrias osmolalidades e de diversos solutos, visando res-

tabelecer © eguilibrio do meio interno.

Solucgdes hiperosmdticas, ou seja, soluglez com osmolalidade
superior a dos fluidos corporais, sdo empregadas para fins terapéuti-
cos hd mais de 60 ancs. Penfield (1919) utilizou sclugles de sails  de
sédio, tendo obtido efeitos bendficos, no tratamento de pacientes em
hipotensdo hemorrdgica grave. Atualmente, solug¢des de vdrios tTipos de
aolutos s3c0 disponivels comercialmente e estd3oc liberadas para uso ro-
tineiro. 0 agente osmdélfico mais usado € o manitol. Solugbes de mani-
tol s3o extensivamente utilizadas na profilaxia da falé&ncia renal a-
guda em vdrias condi¢les, como cirurgias cardiovasculares, traumatis-
mos severos, cCcirurgias ng presenca de ictericia severa e no controle
de reacgBes hemolilicas em transfusfes. Nestes casos, o efeito osmdéti-
co exercido pelo manitol no tubulo renal inibe a reabsorcaoc de dgua,
tendendo a manter normal a taxa de fluxo urindrio (Mudge, 1¢80) . Em
guantidades suficientes, a administracdo de solugBes de manitol na
hipotensdao aumenta a osmolalidade extracelular, diminuindo o intume-—
cimento (aumento de volume) celﬁlar (Dibona & Powell Jr., 1980) e me-
lhorando o fluxo sanguineo renal (Flores et allii, 19723 . Solugdes
hiperosméticas de manitol e de glicerina s3o0 também wutilizadas para
reducdo da pressio intraocular na crise aguda do glaucoma congestivo
ou como procedimenio prévico a cirurgias oftdlmicas (Mudge, 1980). Ou-
tras aplicac8es das solucgBes hiperosmdéticas de manitol estdo na redu-

¢330 da pressd3o e volume do liguido cerebroespinhal e no tratamento do

edema cerebral, aplicacdes no entanto controversas e gue ainda vem



gsendo investigadas (Albright et allii, 1984).

Aleém das variacgles de osmolalidade dos fluidos corporais
causadas por um grande numero de patologias e/cu por tratamentos con
solugles de wvdrias osmolalidades, outras situag¢des podem alterar a
osmolalidade plasmdtica, como =30 o3 casos do aumento de osmolalida-
de provocado pela injecd3o de contrastes nogs exames radioldgicos do
coracido {(Guzman & West, 1959; Bassan et allii, 1975: Fischer & Thom—
son, 1978) e do aumento de osmolalidade induzida pelo exercicio
fisico intenso {(Lundvall, 1972; Lundvall et allii, 1972; HMellander,

1973; Jarhult et allii, 1975).

A aplicacido terapéultica e o estudo dag =molug¢des hiperocsmdéii-
cas ganharam nova dimenséo e perspectivas a partir de 1977. Foli des-
coberto no Brasil gue a infusdo intravenosa de pegueno volume (10% do
volume perdido) de solucdo hiperosmética (2400 mOsm/1) de cloreto de
sédio reverte a condigdo de chogue hemorrdgico no cdo (Velasco, 1977;
Velasco et allii, 1980) e no homem ({(De Fellipe, 1980), dispensando a
transfusdo sangufinea. Para se compreender melhor a importa3ncia deste
tratamento basta lembrar gque, ée um individuo perde cerca de 1/3 de
seu volume sanguineo instala-se o chamado chogue hemorrdgico. A res-—
posta cardiowvascular, neste caso, incluil reducdo de fluxo sanguineo
para certos tTerritdérios orgdnicos (e.g. renal, hepdtico e cut@neo) em
proveito da manutencdo do fluxo para outros territdrios considerados
aparenfemente prioritdrios (e.g. cerebral, cardfaco e pulmcnar). Se

esta situagdo perdurar por um longo perfodo, os tecidos dos leitos

vasculares mal irrigados sofrem lesd3oc celular e se instala o chamado



chogque irrewversivel, do gual nenhuma terapia pode salvar o i1ndividuo
da morte. O= uYnicos tratamentos até entd3o conhecidos, para o choqgue
hemorrdgico, eram a reposicdo volémica com transfusdo ’Sanguinea, ou
com grandes wvolumes de soluc¢Bes cristaloides isotfnicas. O emprego de
solucdo hiperosméitica de clorefo de s6dio se constiftul em wuma nova
alternativa gue apresenta indmeras vantagens quando comparada a re-
posig3o isoiBnica de fluidos ou & transfusdo sangulnea: diminuigdao
do volume adminisiradoe ao paciente, reducdo dos riscos inerentes a
transfusdo (e.g. contaminacdo e incompatibilidade sangufnea), faci-
lidade de transporte e administracidoc e o baixo custo relativo do

cloreto de sdédio.

Mudangas de osmolalidade no organisme, tante locals quanto
generalizadas, podem afetar profundamente a hemodinfdmica cardiovascu-
lar por meio de influ&ncias marcantes no tono vascular, na distri-
buicdo de flwuidos entre compartimentos e no volume plasmatico (Mel-
lander, 1975). Os estudos experimentals {é&m possibilitado wvisualilzar
um quadro geral dos efeitos de infusdes de solug¢Bes hiperosmdéticas na
circulac3o. Este quadro inclul reducgd3oc de resisténcia ao fluxo san-
gufneo (Stainsby & Fregly, 196é; Gazitua et allii, 1969; Rowe et al-
1ii, 1972; Cerber et allii, 1979) com intensidade e persisté&ncia de-
pendentes do soluto infundido e da regido perfundida (Gazitua et al-
111, 1971), wenoconstri¢3o {(Bo et allii, 1970; Gazitua et allii,
1971; Hauge & Bo, 1971) e gueda da pressdo arterial sisiémica (Mui-
rhead et allii, 1947, Raizner et allii, 1973; Zhang et allii, 1983).

Permanece, contudo,nd3o entendido o mecanismo de ag¢ldoco envolvido na

producdo de tais respostas: se reflexo (Agarwall et allii, 1969; In—-



glesby et 21111, 1972; Raizner et allii, 1973; Ericseon & Sioguist,
1982), se mediado pelo efeito direto das solugdes hiperosméticas nas
estruturas do sistema cardiovascular (Gazitua el allii, 1969; Lund-
wall, 1972; Atikins et allii, 1973; Jarhult et allii, 1975),o0u, ain-
da, se causmado pela ac¢d3o das catecolaminas cuja liberacio seria au-
mentada a partir da infusdo das solugbes hipercosmdiicas (Wildenthal

et allii, 1969; Liang & Hood, 1978).

Se o entendimento do mecanismo gerador das respostas wvascu-
lares as solugbes hiperosmdéticas € um assunto pouco conhecido & con-
troverso, © efeito das solugBes hiperosméticas especificamente sobre
o coracioc, &€ ainda menos comprendido e tem o seu estudo particular-—-
mente dificultado por mais um problema: a inexisténcia de um indice

3

geral adeguado para gquantificar a contratilidade cardfaca

"in wvivo”
(Katz, 1977; Milnor, 1980). Apesar disso, utilizando medidas indire-
tags, vdrios autores tém afirmado gue solucdes hiperosmdéticas de di-
versos tipos de solutos (e.q.}glicese, manitol, sacarose, dexlirose,
urdia e NaCl) produzem efeito inotrdpico positivo (Wildenthal et al-
1ii, 1669; Gazitua et allii, 1971: Bowe et allii, 1972; Atkins et al-
1ii, 1973; Willerson et allii, 1975; Liang & Hood, 1978) desde que a
osmolalidade ndo seja superior a 400 mOsm/1 (Muirhead et allii, 1947;
Wildenthal et allii, 1969). AvaliacBes da atividade contrdtil tem si-
do feitas pela medicl3o da derivada mdxima de desenvolvimento de pres-
sdo ventricular (dp/dtmax). No entanto, em raras ocasides s3o contro-
ladas (Wildenthal et allii, 1969) ou monitoradas (Atkins et allii,

1973; Liang & Hood, 1978) ocutras wvaridveis gque afetam o desenvolvi-

mento da pressdo ventricular, como a freguéncia cardfaca e a pressdo



diastdlica final . Alguns autores consideram gue esse efeito inotrdé—
pico positivo seja causado, pelo menos em pérte, pela acdo das cate-
colaminas {(Wildenthal et allii, 1969; Liang'& Hood, 1978), mas=s ndo se
descarta, contudo, a existéncia de efeito inotrdpico direto das solu-
c8es hipercosmdélicas sobre a musculatura do coracdo (Atkins et allii,

1973).

Dados imporltantes sobre a atividade contratil cardfaca "in

vivo” na preseng¢a de solucgdes hiperosméticas vieram do trabalho de
Gazitua et a11ii1 (1971). Estes autores, acoplando um transdutor de
for¢a diretamente a musculaltura do corag¢ido, mostraram, em cd3es, que a
infusido de =o0lucg¢bes hiperosméticas de NaCl produzia, na realidade, e-—-
feito inotrdpico bifdsico, com uma gueda inicial (minimo em aproxima-
damente 2,0 min.) seguidé de aumento da forg¢a desenvolvida pelo mis-—
culo {(mdximo em aproximadamente 5,0 min.), ao contrdrio do efeito i-
notrépico smempre positivo de solucfes hiperosmdétiticas de dextrose. A
pesar de ndo terem sido controladas varidveils como a frequ@&ncia car-
dfaca e a pressdao diastdlica final,‘este trabalho trouxe uma contri-
buicdo importante, mostrando gue o efeito das soluglBes hiperosmdéticas

sobre a forga de contracdo do musculo cardfiaco pode depender do solu-

to utilizado e do tempo. .

Face aoc elevado numero de problemas prdticos a serem contor-
nados e de wvaridvels a serem controladas para a avaliacdo da forga
contridtil cardfaca "in vivo”, os investigadores tém procurado estudar
o efeito da hiperosmolalidade em tecido cardfaco isolado {("in vi-

tro”). Desta forma s30 eliminados inumeros fatores gue dificultam a
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andlise "in vivo”, como a influ@ncia do sistema nervoso cenfral e  de
agentes humorails. Além disso, o estudo em tecido 1isolade permite a
medicgdo direta da forga contr&til por transducd3c mecano-eldétrica =ob
controle precigo do comprimento do misculo, da frequéncia das contra-
cbes e do ambiente externo, fatores de grande importincia para estu-
dos de tal matureza (Blinks 8 Koch-Weser, 1963; Koch-Wesger & Blinks,

1963) .

E fato conhecido e aceito hd mais de 20 anos (Koch-Weser,
1963; Wildenthal et allii, 1969; Crie et allii, 1976; Willerson et
allii, 1978) gque o aumento moderado (de até 250 mOsm/1) da osmolali-
dade do fluido de perfusdo com solutos como a sacarose, a glicose , O
manitol e a dexirose , produz efeito inotrdpico positivo em musculo
cardfaco isclado de mamféeros, em contraposic¢do ao conhecido efeito
depressor da forga contrdtil produzido pela hiperosmolalidade em mus-—
culo esquelético (Howarth, 1958; Godt, 1984) e em musculo cardfaco
(Nayler, 1961) de anfibio. Permanece, contudo, pouco estudado o efei-

to inolrdpico produzido por solucgdes hiperosméticas de cloreto de s6-

dio.

Diferentemente do qgue cocorre no musculo esqguelético, um ter-—
co do cdlcio necessdrio para a conirac¢d3o do musculo cardiaco provem
do ambiente extracelular, transportado por meio do chamado mecanismo
de "troca sddio—cdlcio” (Mullinsg, 1981). Este mecanismo tem também,
por outro lado, papel especifico (Lutftgau & Niedergerke, 1858) no
processo de relaxamento do musculo cardfacg transportando grandes

guantidades de cdlcio de dentro para fora da célula {(Mullins, 1981,



Blaustein & HNelson, 1982 )i Aparentemente, sddio e cdlcio compelen
por sitios especificos de membrana (Niedergerke & Luttgau, 1957: Phi-
lipson et allii, 1980), fo;mando compoztos que s3o transportados para
dentro e para fora da célula utilizando como energia © gradiente ele~
troguimico do fon sédio (Reuter & Seitz, 1968; Mullins, 1981y . Egte
processo € dependente do potencial de membrana (Vm), de modo que a
direcdo do transporte {(para dentro ou para fora da célula) fica de-
terminada por uma relacdo entre Vm e os potenciais de cquilibrio dos
{ons sédio e cdlcio (Horackova & Vassort, 1979; Mullins, 1979; Mul-
iins, 1981 : Blaustein & Nelson, 1982). A estequiometria deste trans-—
porte nidoc estd totalmente esclarecida (Blaustein & Nelson, 1982). Em—
bora nio se possa invalidar totalmente a idéia inicial de que sejam
transportados dols fons éédio para cada fon cdlcio (Wilbrandt & Kol-
ler, 1948; Reuter & Seitz, 1968; Glitsch et allii, 1970; Jundt et al-
1ii, 1975; Chapman & Ellis, 1977), inumeras evidéncias apontam para o
fato de que, para cada fon cdlcio, tré&s ou mais fons sédio sejam
transportados ( Philipson et allii, 1980; Nishimoto, 1980; Kadoma et
allii, 1981; Mullins, 1981; Reever & Hale, 1984) através da membrana
da célula cardfaca. Do ponto de vista termodin&mico, se o movimento
de fons sé6dioc a favor do seu gradiente eletroguimico fornece energia
para o transporte de cdlcio contra-gradiente de concentracdao wvia um
sistema de contratransporte pode—se esperar que o gradiente de po-

tencial eletroguimico do cdlcio seja dado (Blaustein & Nelson, 1982)

por:

Aycd™= nhApnat (1)
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onde ApNs & o gradiente eletroguimico do {fon adédio e n € a esteguio-

metria da reag¢do de fransporte. Expandindo a expressdao (1) obten-se:

I b exp( - ((n-2) . Ym . F) / RT) (2)

onde [Caﬁ'}o e [Na*lo representam as concentracgdes extracelulares e
[Ca**}i e [Nat 11 as concentracdes intracelulares dos fons cd&lcio e
addio, respectivamente., F, R e T possuem seus significados usuails e

Um & o potencial de membrana.

s

No c<aso simples de n = 2, a expressdo (2) seria reduzida a:
[cat"lo [(NatJo 2
~~~~~~~~ = T {3}
[cat™ii [Nat1i

aAplicando este resultado ao comportamento mecdnico do tecido cardfaco
(Blaunstein & Nelson, 1982), conclui-se gque, se a concentracao extra-—
celular de sdédic € aumentada e =me cdlcio nd3o &€ adicionadoe aoc melo,
para que seja valida a eguacdoc (3), deverd ocorrer redugio da guanti-

dade intracelular de cdlcio, ocasionando consequentemente redugdoc da



forca contra&til.

Apesar do a&ango relativo de conhecimento sobre o papel do
fon sddio no transporte de cdlcio através da membrana celular e, por-—
tanto, do seu papel na contrag¢do do misculo cardfaco, os estudes fi-
gioldégicos gue procuram mostrar diretamente a resposta muscular car-—
dfaca 3 acdoc de solug¢les hiperosmdticas de NaCl 830 bastante escassos
na literatura. Tillish & Langer (1974) encontraram gue o aumento da
concentracd3co extracelular de NaCl produz em tecido cardfaco de coe-
itho, uma resposta oscilante no tempo, composta por efeito inotrdpico
negativo, seguido de efeito inoirdpico positivo e finalmente retorno
da atividade contrdtil ao nivel inicial. Estes aultores mostraram ain-
da que a recuperagdo da atividade contrdtil ndo era causada pela hi-
perosmolalidade, mas sim‘por um aumento da concentracgdo intracelular
de fons Na© que, ocasionando reducdo do efluxo de cdlcio, aumentava a
tensdo desenvolvida pelo tecido a cada contracd3o . Roberts et allii
(1977), nc entanto, estudando o tecido cardfaco de cobaia encontra-
ram efeito inotrdépico positive para solugles hiperosméticas de clore-—
to de sédio. Por outro lado, a maior parte dos autores apciam, com
base no mecanismo de troca sédio~célcio,a idéia de gue o aumento da
osmolalidade por adicgdo de cloreto de sdédio produz redugao da forga
contrdtil do tecido cardfaco de r& (Luttgau & Niedergerke, 1958}, de

rato (McDhowall et allii, 1955) e de gato (Coethals et allii, 1975;

Lee et allii, 1985).

Contudo, as enormes diferencas entre os procedimentos expe-

rimentais adotados pelos pesguisadores {(e. g. uso de diferentes espé-
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cies animais e/ou de tecides de diferentes regifies do coracdo, empre-
go de diferentes solutos em solugBes de osmolalidades diversas e § u-
so de diferentes freqguéncias estimulatdrias) dificuliam concluir se
o efeitos inotrdpicos registrados sd3o na realidade expressfes de di-
ferencas temporais na tomada das medicdes, se estes efeitos estariam
ou nso sendo influenciados significativamente pela freguéncia estinu-
latdéria, pela acio de neuroirangsmisgcores liberados do tecido em  es-
tudo, ou ainda, em que medida o efeito inotrdépico negativo do aumento
da concentracio extracelular de s6dio estaria sendo influenciado pelo

34 conhecido efeito inoirdpico positivo da hipercsmolalidade.

0 presente trabalho foi motivado pelo interesse no entendi-
mento do mecanismo de acgdo envolwvido no tratamento do chogue hemorrd-
gico com scluctes hiperoéméticas de cloreto de s6dic e foi definido a
partir da aparente inexisténcia de um estudo sistemdtico scbhre o e
feito direto de tais solucgBes sobre o tecido cardfaco. Neste sentido,
o seu objetivo geral foi caracterizar qualitativa e quantitativamente
o efeito de solucBes hiperosméticas de cloreto de s6dio scbre a ati-
vidade ceontrdtil do tecido cardfiaco isolado de rato. Para isto procu-
rou-se comparar os efeifos de éolugﬁes feitas hipercocsméticas por adi-
c3o de diferentes solutos (NaCl, sacarose e cloreto de colina), veri-
ficar a possivel participagd3c dos neurotransmissores na g@gé&nese das
respostas, estudar a influéncia da freguéncia de contracgbes do tecido
na resposta as solugdes hipercsmdéticas e ainda, obter separadamente

oz efeitos produzidos pela hipercsmolalidade e pelo aumento da con-—

centracdoc extracelular de NaCl.



2. OBJETIVOS

A osmolalidade plasmdtica pode aumentar em condigdes fisio—
l16gicas, como no exercicio fisico intenso {Lundval et allii, 1972;
Lundvall, 1972; Mellander, 1973; Jarhult et allii, 1975), ou em con-
' Ses patoldgicas, como no diabetes e na desidratacdo (Mudge, 1980).
. itras condictes podem também elevar a osmolalidade plasmdtica local-
mente, como & o caso na injecdo de contrastes em exames radiocldgicos
do coracao {(RBassan et allii, 1975), ou de modo generalizado, <Como a-—
contece apds infusdo de solugdes hiperosméticas na profilaxia da fa-
18ncia renal aguda (Flores et allii, 1972) ou no tratamento do alau-—

coma congestive (Mudge, %980).

Atualmente, solucdes hiperosméticas de NaCl vem sendo utili-
zadas, com sucesso, no tratamenio do chogue hemorragico, om substi-
tuicdo a transfusdo sangiifnea (Velasco, 1977; De Fellipe et allii,
1980:; Lopes et allii, 1980; Velasco et alliil, 1980), trazendo nova
perspectiva para o tratamento do paciente grave e motivagdo para o

eatudo das solugles hiperosméticas.

aumentos locais ou generalizados de osmolalidade plasmatica
podem produzir efeitfos asobre a dinamica cardiovascular por afetarem o©
tono vascular e a distribuic3o de fluidos nos diversos compartimentos
organicos (Mellander, 1975), além de produzirem efeltos sobre a ati-
vidade bombeadora do coracdo (Gazitua et allii, 1969; Wwildenthal et

allii, 1969; Atkins et allii, 1973).



O interesse pelo conhecimento do mecanisme de acgdo envolvido
no tratamento do choque hemorrdgico com solugdes hiperosméticas de
NaCl e a falta de sistematizacdo dos dados da literatura guanto a in-
fluéncia direta de tais solugdes sobre a atividade contrdtil cardfaca

motivaram © presente trabalho com ¢o seguinte objetivo especifico:

Caracterizar gualitativa e guantitativamente o efeito de so-
lucdes hiperosméticas de NaCl sobre a forga contrdtil do tecido car-
dfaco isclado de rato, procurando verificar a existé&ncia de inoctro-
pigsmo positivo ou negativo e identificar fatores envolvidos na génese

do efeifto inoitrdpico.
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3. MATERIAL E METODOCS

3.1- ANIMAIS

Foram utilizados ratos ("Rattus norvergicus” Berkenhout,
var. albina) Wistar, machos, pesando de 250 a 300 gramas e provenien-
tes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S30 Paulo. Os animais eram alojados em gaiolas coletivas receben-
do &dgua e racdo "ad libitum” e n3o sofriam qualquer manipulagdo expe-

rimental até o dia de serem utilizados.

3.2~ PRODUTOS QUIMICOS

Foram utilizados os seguintes sals, todos de padrdao analiti-
co: Cloreto de sédio, Cloreto de colina, cloreto de potdssio, cloreto
de cdlcio bihidratado, fosfato'écido de potdssio, sufato de magnesio
heptahidratado (todos fabricados pela Merck A. G.). Além disso uti-
lizou-se glicose e sacarose (Fabricac¢do Quimibrds Inddstrias Quimicas
S/A - Brasil) e os seguintes fdrmacos: Fenoxibenzamina (base livre),
cloridrato de propranolol e sulfato de atropina (fabricacdo Sigma

Co., USA).

3.3- SOLUCOES FISIOLOGICAS



a) Solucd3o nutriente control

Como solucgdo

Krebs—Henselell com a segulr

KC1 4,748 mM, CaClg. H,O

25,0 mM, KH,FO, 1,183 mM e

como todas as outras soluglfes nulrientes utilizadas

era saturada com mistura car

lizacdo de Todos ©s experime

t uma osmolalidade

7,4= 0,2,

e era mantida, como todas as

trabalho, a temperatura de

b) Solucgdes hiperosméticas d
As solucgbes hiperos
cido nutriente controle da qu

carose) para produzir a osmc

©

p

uma curva padrido para cada s
incremento de osmolalidade

eixo dasg ordenadas, a guanti

-3

a 100 ml da solugdo controle

tencd3oc das solugdes hiperosn

presentadas na Tabela IIa.

e

controle foi utilizada a solugao de

te composicd3oc quimica: NacCl 118,07 oM,

2,33 mM, MgSOs. HpO - 1,193 mM, NaHCO;

glicose 11,101 mM. Esta solucgio, assim

neste trabalho,

bogénica (95% 0,, 5% CO,) durante a rea-

ntos. Esta solucdo apresentava um pH de

atividade osmolar medida) de 288%5 mOsm/1

solucgtes figioldgicas

utilizadas neste
36,5° C.
e NaCl e de Sacarose
méficas foram obtidas por adicdo a solu~—
antidade necessdria do soluto (NacCl, sa-

lalidade (medida) dese3jada. Construiu-se

cluto, contendoc no eixo das abscissas, o

AmOsm/1) gue se desejava produzir, e no

dade de soluto (gramas) a ser adicionada

as concentracdes dos solutos para ob-

6ticas utilizadas neste trabalho estio a-
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TABELA II (a)-Concentragdes, de cada soluto, utilizadas na producdo
de solugbes hiperosmdéticas de NaCl e de sacarose. 0s  incrementos de
csmelalidade produzidos na osmolalidade da solucdo nuitriente controle
(300 mOsm/1} foram de 50, 100, 150 e 200 mOsm/1.

Incremento de osmolalidade Incremento na csmnolalidade
da solucdo controle concentragdo do final aprox.
(mOsm/1) soluto (mM) (mOsm/1)
NacCl Sacarose
50 31,25 50,0 350
100 57,14 100,0 400
150 97,83 150,0 450
200 113,31 200,3 500

(b) Composicdao das solucles de estogue gue adicionadas ao fluido do
banho produziam um aumento de osmolalidade de 150 mOsm/l. As concen-—
tractes apresentadas nesta tabela representam o8 incrementos nas con-
centracgdes das solugles com relacgd3c a solucgdo de Krebs—Henseleit.

Solute concentracdo na vol.adic./ incremento
sol. estogue {(mM) vol.final final no
' banho (mM)

NacCl Q78,3 2/20 97,83
CH C1NO 489,15 4/20 97,83
Sacarose 750,01 4/20 150,00
NaCl + Caclz 978,3 (NaCl) 2/20 87,83

47,17 (CacCl2) 4,2
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c) Solugdo hiperosmdética de NaCl com cdlcio aumentado

Esta solucdo foi obtida por adicdo de cloreto de cdlcio bi-
hidratado & soluc¢d3o hiperosmética de NaCl (AmOsm/1 = 150). A concen-
tracdo final de cloreto de cdalcio (7,22 mM) foi calculada de modo gue

2

o valor da relagdo {Ca++}o/{Na+]o fogsse idéntico ao da solugdo con-

-4
trole (1,276 x 10 ).

[

d) Solugdo hiperosmética de cloreto de colina

Esta solucgdo foi obtida adicionando-se a solucgdo controle
67,83 mM de cloreto de colina (Q§WC1NO) para produzir uma solu¢ido com
osmolalidade final de 450 mOsm/1 (AmOsm/1 = 150). Foi adicionado ain-
da a esta solucgdc, sulfato de gtropina, na concentracdo de 1 uM, para

blogueio de receplores colinérgicos.

e) Solucdo com baixa concentrac¢doc de sdédio e de cdlcio.

Para obtencdo desta solucdo, reduziu-se em 97,8 mM a concen-—

trac3o de cloreto de sdédio e em 2,27 mM a concentracdo de cloreto de
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cdlcio da solugdo controle, de modo a manter constante a re}acéo
[ca’tt lo /({Na*}éf A esta solucgdo foram adicionados 97,8 mM de cloreto
de colina para manter constante a osmolalidade total (aprox.‘ 300
mOsm/1) e 1 3M de sulfato de atropina para blogueio colindrgico. A
concentracdo final de cdlcio nesta solucgdo era ajustada (aumentada),
no entanto, de modo gue a Tmax ficasse 1déntica aguela obtida na so-
lucdo controle. Em experimentos efetuados para deftermina¢ac da eagte—
quiometria do transporte de zsddio e cdlcio adicionou—se sacarose, ao
invés de cloreto de colina, na concenitrac¢do de 150 mM para manutencdo
da osmolalidade e de 300 mM para obteégéo de hiperosmolalidade (A

mOsm/1 = 1503 .

f) Solugdoc com baixa concentracdc de cdlcio.

Esta solucgdo foi obtida a partir da scluc¢dc controle, redu-
zindo-se em 2,27 mM a concentragéo de cloreto de cdlcio e adicionan-—
do-se sulfato de atropina na dose de 1 uM para blogqueio colinérgico.
A mesma quantidade de cdlcio adicionada, para manter Tmax, na solu-
¢330 com baixa conceniracaco de sdédioc e de cdlcio {vide item 3.3 e,

deste trabalho) era também adicionada para confecgdo desta solucgdo.

- = - ++ .
g) Solucgd3o com concentracdo de Na' normal, concentracd3o de Ca baixa e
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alta osmolalidade.

Idem a solucioc do ftem anterior (f), exceto pela adicdo de

150 mM de sacarose para obiengaoc de hiperosmolalidade.

3.4~ INSTRUMENTACAO

Descreve—se a seguir a instrumentacgdo utilizada, com deta-
lhes técnicos sobre cada instrumento:
a) "BANHO” PARA TECIDO ISOLADO: constituia-se de uma cldmara de vidro
(fabr. Instituto de Quimica - USP, Sdo Paulo) composta por dois com-
partimentos, um externo, para circulagdo de dgua aquecida, e outro
ijnterno, com volume de 20 ml, para conten¢do da solugdo nutriente e
do tecido cardfaco em estudo. O compartimento 1interno possuia uma
safda e uma entrada, a qual sevencontrava ligado um trocador de calor
{(serpentina) com capacidade para 40 ml, onde se efetuava o aguecimen-

to da soluc3o nutriente gue entrava no reservatério interno;

b) SISTEMA DE BOMBEAMENTO DE AGUA: este sistema era composto por um
reservatério de dgua (vol. 10 1), de PVC, no gual se encontravam um
aquecedor (poténcia de 1000 Watts), bem como um termistor para dete-
cdo da temperatura da 4dgua. Acoplada ao reservatdrio de &dgua, encon-—

trava—-se uma bomba (fabr. Sermar Ind. Com. - 530 Paulo) gqgue produzia
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circulacio de dgua aguecida a parte externa do banho para tecido 1so-
lado. O controle de temperatura era feito por meio de um circuito e-
letrénico ( fabr. Instituto de Fisica, USP, S3o0 Paulo - S5P) especial-
mente desenvolvido para este fim. Deste modo a temperaltura era manti-

da em 36,5%0,2°C;

c) ELETRODCS (fabr. Centro de Engenharia Biomédica, UNICAMP, Campi-—
nas — 8p): foram utilizados, para estimulacdo elétrica do tecido car-
dfaco, eletrodos de platina montados em uma das exiremidades de uma
haste acrilica, qué possuia, na’outra extremidade uma barra metdlica
para fixag¢3c & um micromanipulador, e tferminails para acoplamentio dos
eletrodos ac estimulador elétrico;

d) MICROMANIPULADOR: adaptado (Instituto de Ciéncias Biomédicas,
USP, 830 Paulo - 8P) a partir de um microscdpio. Este instrumento
possuia uma haste vertical mével, a gual se fixava o eletfrode. A mo-
vimentacdo desta haste possibilitava ajustes micrométricos do compri-
mento inicial do tecido cardfaco em egstudo e conseguentemente da ten-

s30 inicial gue se aplicava a toda a preparacgao;

e) TRANSDUTOR DE FORCA * (Fabr. Narce Bio - Systems, Houston, T -
USaA, mod. F60): Instrumentc adequado para a medigdo de forga sob rve-
gime de contracdo isométrica, com as seguintes caracteristicas bdsi-
cas: faixa de linearidade de 0 a 60 gramas, deslocamento linear (m&~
ximo) 2um/g, sensibilidade de 0,02g/cm, linearidade maior gque 99,5%

do fundo de escala;
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f) POLIGRAFO * (Fabr. Narco Bio - Systems, Houston, TX - Uusa, mod.
MK - IV ): Inmstrumento de regismtro de 4 canais, todos com eXCursao
retilinea e resposta plana de O a 60 Hz, qgue foil utilizado para docu-

mentacio dos experimentos realizados;

g) OSCILOSCOPIO ** (Fabr. Tektronix, Beaverton, Oregon — USA, mod.
5111A, com memdéria): Este instrumento fol utilizado para medigao dos

parametros da coniragdo do musculo cardfaco;

h) CAMERA FOTOGRAFICA ** (Fabr . Tektronix, Beaverton, Oregon — usa,
mod. 5C5 - polaroid): Esta c&mera era acoplada esporadicamente a te-
1a do osciloscépio para obtencdo de fotografias para documentacio de

experimentos tipicos;

i} OSMOGMETRO (Fabr. Fisk —~ USA, MOD. OM): este instrumento foi usado

para medi¢3o da osmolalidade das solugies hiperosmétiicas;

3) ESTIMULADOR ELETRICO (Fabr. Narco Bio - Systems, Houston, %, -
Usa, mod. SI - 10): este estimulador podia fornecer pulsos retangula-
res de tensd3o, mono e bipolares, em frequéncias de 0,1 a 1000 Hz por
meio de gerador interno, com duracdo de pulsos variando de 0 a 100 ms
e amplitude de OalOO Yolts. Além disso o instrumento permitia conitro-

le temporal do fornecimento dos pulsos por diparo externo.

k) DISPARADOR PROGRAMAVEL (Fabr. Centro de Engenharia Biomédica - U~
NICAMP, Campinas, SP, mod DPl.1): Este instrumento, baseado no micro-

processador Intel 80852, fornecia pulsos para conftrole do processo
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de estimulagéo e registro das contrac¢les do tecido cardfaco. O dispa-
rador programidvel foil especialmente construido (vide apé&ndice para
maiores detalhes sobre o instrumento) para disparar (regular ou alea-
toriamente) o estimulador elédtrico e o osciloscdépio e ainda fornecer
um pulso para gravacao, marcando o instante de aplicacao dos estimu-
los elétricos a preparacgdo bioldgica. No presente frabalho a princi-
pal aplicacdo do disparador programdvel fol na determinaci3o da rela-
cido forga—frequéncia gue exige controle rigoroso na mudanca de uma

frequéncia para outra.

Na figura 01 apresenta—se um esguema da instrumentacgido uti-
lizada na mailor parte dos experimentos realizados para medig¢gd3oc da
forgca desenvolvida pelo tecido cardfaco isclado de rato sob efeito de

solucBes hipercosmdétiicas.

3.5— PREPARACAO BIOLOGICA

Foram utilizadas preparac¢des com aurfculas esquerdas isola-
das de ratos. O método empregado para montagem experimental foi adap—
tado a partir da técnica de preparacdo da aurfcula direita isolada de

cobaia, para estudo da frequéncia espontinea (Hawkins, 1962).

Os animais eram sacrificadoes com um forte golpe na cabeca e
imediata seccgdo dos vasos sanguineos cervicails para rdpido escoamento

do sangue do interior das cavidades do coragd3o. Em seguida, o tdérax
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SISTEMA DE
BOMBEAMENTO
DE KGUA
} f CONTROLADOR DE
; i i TEMPERATURA
BANHO/ v/ dt
TEMPERATURA
CONTROLADA
| T
miscuro B TRANSDUTOR ’
CARDIACO DE FORGA POLIGRAFO
ESTIMULADOR DISPARADOR >,~\._/k..
ELETRICO 1 PROGRAMAVEL ]
GRAVADOR 0SCILOSCOPIO
Fid

Fig.0l—- Esguema da instrumentac3o utilizada para captacdo e registro
da atividade contrdtil em tecido cardfiaco isolado de rato. A linha
tracejada indica acoplamento mec&nico e as linhas continuas indicam
as ligacBes elétricas.
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do animal era abertlo, o corag¢doc era removido e colocado em um reci-
piente (volume 50 ml) contendc solucgdo fisgsioldgica (Krebs - Hense-
leit) a temperatura ambiente, mantido sob forte borbulhamento com
carbogénioc (95% 02, 5% C02). Nestas condigdes, o coragido permanecia
contraindo—=se esponiflnea e ritmicamente até gque (em 1 a 2 min.) todo
sangue residual fosse bombeado fora dos veniriculos e dirios. Em  se-
guida, © coragiao era colocado em placa de Petri, onde a aurfcula es-—

querda era dissecada e removida.,

Um fio de algoddo era amarrado em uma das extremidades da
auricula e a extremidade oposta era fixada a doisg eletrodos de plati-
na para estimulacdo do tecido cardiaco. Todo o conjunfto composto pelo
fio de algodao , auricul@ e eletrodos era , entao, colocado em banho
para tecido isolado contendo 20 ml da solucdo controle. A haste a-
crilica do eletrodo era fixada ao micromanipulador e o fio de algo-
dio era amarrado a barra sensora do transdutor de forga sob tensd3o i-
nicial de aproximadamente 0,2¢f (Fig. 02). Nestas condigées o tecido
cardfaco permanecia estimulado na fregquéncia de 64 est./min. para es-—

tabilizacao.

3.6—- CAPTACAO, REGISTRO E MEDICAQO DA FORCA CONTRATIL

Produziam-se contragles no tecido auricular esguerdoc isolado
de rato por estimulacdo elétrica. 0s estimulos eram pulscs bipolares
de tensdo, fornecidos pelo estimulador elétrice, sob comando do dis-
parador programdvel. A intensidade dos estimulos {tipicamente 1,2
volts) era ajustada para 20% acima do valor limiar (minima tens3o ne-

cessdria para produzir uma contracdo da preparacdo), visando minimi-
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Fig.02- Esguemna da montagem experimental com aurfcula esquerda isola-
da de rato. {(a) transdutor de forga, (b) fio de algodio, (c) termi-
nais dog eletrodos, (d) micromanipulador, (e) haste acrilica dos ele-
trodos, (f} solucdo fisioldgica, (g) tecido cardiaco, (h) eletrodos
de platina, (i) cé&mara de vidro, (3) d&dgua a temperatura de 36,5 C(C,
(k) vista frontal do par de eletrodos de platina utilizados para es-
timulacdo eleétrica do tecido cardiaco.
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zar a liberacio de neuroiransmissores do tecido (Blinks, 1965) e a
duracdo era de 5 ms. A frequéncia dependia, em particular, do experi-

mento a ser execulado.

As contragdes auriculares eram detetadas por transdugdoe me-
cano - elétrica de forga sob regime de contragio isoméirica {contra-—
cio sem variac¢do do comprimento do misculo). O sinal elétrico corvreg-
pondente era alimentado ao poligrafo onde era filtrado (filtro passa
baixas, fc = 100 Hz) e diferenciado com relag¢do ao tempo. O =sinal
correspondente a tensio mecanica (T) desenvolvida e sua primeira de-
rivada temporal (dT/dt) eram gravados em fita magnética e registrados
continuamente em papel. Aldm disso eslfes sinails eram alimentados ao
osciloscdpio para monitoracdo e medicd3o durante o8 experimentos. 0]
controle temporal da aplicacg3o dos estimulos, e o disparo externo do

osciloscdépio eram efetuados pelo disparador programdvel.

As medigBes de forga eram efetuadas com o tecido contrain-
do-se a partir de um comprimento final (1f) igual a 95% do compri-
mento dtimo (lo) para desenvolvimento de forca (Katz, 1977). ¢  com—
primento lo era determinado aumentando-se o comprimento inicial {11}
do tecido, estabelecido no infcio da montagem, até gque a tensdo ativa
desenvolvida atingisée um valor mdximo. A figura 03 ilustra a relacao
entre o comprimento e a tens3o obtida em seis auriculas esguerdas 1i-

soladas de rato.
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Fig.03- Relagdo comprimento—-tensd3o em tecido cardfaco isclado de ra-—
to. {(A) Ordemnadas: tensdo ativa (a) e tensdo de repouso (b). Abscis-
sas: Incrementos de comprimento a partir do comprimento inicial 1i=
Smm. (B) Médias e desvios para o grdafico em (A). Frequéncia de esti-
mulacdo de 64 egtinulos/minuto. Peso médio dos tecidos (auriculas es-
guerdas): 17,78% 4,41 mg.
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O comprimento final (1f) médio dos tecidos foi de 5,72 % 0,01
mm. Neste comprimento o tecido ficava submetido a uma fensdc de re-
pouso de 0,5 a 0,6gf e desenvolvia tensfes na faixa de 0,8 a 1,0 gf
sob estimulac¢do em torno de 1 Hz de fregquéncia. A figura 04 ilustra a
"forma de onda” (tipica) da tensdo desenvolvida pelo tecido auricular
eaquerdo isolado de rato , no comprimento "1f” sob regime de contra-
cdo isométrica. Nesta figura estdo apresentados também os parametros
gue foram wutilizados, no presente trabalho, para avaliacdo da forca

contrdtil do tecido cardiaco.

3.7— PERIODO DE ESTABILIZACAC E DE PRE-TRATAMENTO DO TECIDO CARDIACO

apds o estabelecimento do comprimento dtimo para a prepara-
cd3o, o tecido atrial era deixado estabilizar na solug3c controle
(Krebs - Henseleif) por um perfodo de 40 minutfos sob estimulacio elé-

trica na frequéncia de 64 est./min.

Em tTrés grupos experigentais (18 animals), apdés o periodo de
estabilizagdo, realizou-se pré-tratamento do tecido com fenoxiben-
zamina (10pM) para bloqueio irreversivel de receptores colinérgicos
(Furchgott, 1967) e adrenoceptores alfa e com propranoclol {30 nM),
para bloqueioc dos adrenoceptores beta. A fenoxibenzamina era deixada
em contato com ¢ tecido durante 20 minutos, apdés o gque, era removida,
voltando-se a solucdo controle. O propranolol era entd3c adicionado e
deixado estabililizar com o tecido por 40 minutos. Propranolol era tam-

bém adicionado as solucgles hiperosméticas a serem aplicadas ao tecido
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Fig.04- Tens&o desenvolvida pelo Tecido cardfaco (aurfcula esguerda)
igsolado de rato, sob regime de contragdo isométrica, no comprimento
"1£” (vide Texto para detalhes) e sob estimulagdo elétrica na fre-
guéncia de 4 est./min. Tracgados: (a)- Tensdo,T (gf); (b)- derivada
temporal de T, 4dT/dt (gf/s); (c)— estimulo elétrico, {(volts) . Para-
metros utilizados para avaliagdo da atividade contrdtil: Tmax— tensdo
médxima desenvolvida pelo tecido; dT/dtmax e 4dT/dtmin— mdxima e minima
derivadas temporais de T; {Tmax— tempo em milissegundos para T atin-
gir Tmax; tD— tempo total de duragdo do abalo contrdtil expresso em

milissegundos.
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auricular. Este blogueador era mantido em contato com o tecido duran—

te todo o experimento.

Fm experimentos que envoelveram O U=0 de soclugbes de cloreto
de colina adicionou-se sulfato de atropina, 100 nM, para blogueio de
receptores <olinérgicos (Luttogau & Niedergerke, 1958). O tempo de es-—

rabilizacgdo para estle blogueio era de 40 minutos.

0 blogueio de receptores alfa e beta adrendrgicos e recepto-
res colinérgicos muscarinicos fol efetuado com o objelivo de Celimi-
nar uma possivel atuacdo,nestes receptores, de neurotransmissores
passiveis de serem liberados do tecido cardfaco, pela acgdo das solu-
cdes hiperosmdlicas (KOCI} - Weser, 1963) e/cu pela prdépria eatimula-

cd3o elétrica (Blinks & Roch - Weser, 1963).

3.8- PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

a) Determinacao do curso temporal do efeito das solucdes hiperosméti-

cas sobre Tmax.

Este procedimento experimental foi utilizado para vwverificar

o efeito produzido pelo aumento rdpido e mantido de osmeolalidade com



34

solucdes tornadas hiperosmdéticas por adicdo de HNaCl, sacarose e clo-
reto de col ina. Para os solutos NaCl e sacarose 08 experimentos foram
realizados <om e sem pré-tratamento e no <caso do cloreto de colina,

efetuou-se blogueio colinérgico ( vide item 3.7 deste trabalho).

ApSs os perfodos de estabilizacdo e de pré-tratamento (
quando efetwuado), com o tecido sob estimulacdo elétrica na freqguéncia
de 64 est./min., solucBes de estoque, concentradas, de diversos soclu-
tos foram adicionadas ao banho (vide Tabela IIb, que contém o3 volu-
meé e as concentragdes utilizadas). As solugdes concentradas foram
preparadas por adicdo a solugdo de Krebs-Henseleit de guantidade su-
ficiente de soluto de modo gue o volume tomado para aplicacdo ao te—
cido elevasse a osmolaligﬂade total do banho em 150 mOsm/1. O controle
experimental foi obtido por adigdo ao fluido do banho de 4 ml de 30—
lucio de Krebs-Henseleit.A temperatura das solugbes hiperosmdéiticas e-
ra de 36,5°C. Nestas condicdes as variacdes produzidas sobre Tmax e~
ram medidas diretamente do osciloscépio durante trinta minutos. As
medicles eram efetuadas, a partif do infcio, de trinta em trinta se-
gundos durante os primeiros cigco minutos e depois de cinco em C1inco

minutos até o final do experimento.

Em trés grupos experimentais (18 animais) determinou—se ©
curso temporal do efeito das solucgles hiperosméticas de NaCl e de sa-
carose com © tecido estimulado na frequéncia de 16 est./min. Este
procedimento tinha por objetivo wverificar a influéncia da freguéncia
sobre o curso temporal da resposta as solucgdes hipercosméticas. Dese~—

java-se de modo geral verificar se alguma fase comum nas respostasg do
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misculo cardfaco a solugdes de diferentes natureczas {(e.g. NaCl, solu-
to idnico com fons, que podem a cada contracdo atravessar a memnbrana
celular e a sacarose, soluto ndo idnico, com alto coeficiente de re-~
flex3o com relacgdo a membrana da célula cardfaca) poderia ser in—

fluenciada diferentemente pela freguBncila estimulatdéria.

b) Determinacdo do efeito de incrementos de osmolalidade sobre a for-—
ca de contracgic deo tecido cardfaco isolado de ratd, estimulado em di-

ferentes fregquéncias.

ApGs o perfodo §e estabilizac3o a solugdo nutriente do banho
era substitwuida por solucdo idé&ntica, o gque constituia o controle ex-
perimental (AmOSm/l nulo), ou sucessivamente por solu¢des hiperosmé-
ticas com osmolalidades aumentadas de 50, 100, 150 e 200 mOsm/1 com
NaCl ou sacarose. A substituicdo de solugles era feita por perfusao
do fluido do banho a taxa de 40 ml/min., durante trés minutos. Mediu
- se previamente a osmolalidade do 1fguido do banho durante a troca
de solugdes e observou - se gue a osmolalidade final desejada era a-
tingida em menos de um minuto apdés o infcio da perfusao. A temperatu-
ra era mantida constante por aguecimento do lfgquido de perfusdaoc em
trés niveis: no trocador de calor interno ao recipiente que continha
o tecido, num trocador de calor externo adicional e no reservatério
de solucdo perfundente. Deste modo ndo se detectava variagdo de tem-
peratura superior a 0,2°C. Em seguida & troca de solugdo, deixava—se

que o tecido se reestabillizasse, na nova solucdo, por mails vinte mi-
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nutos. aApés este perfodo, a forca desenvelvida pelo nusculo cardfaco
era avaliada em Lrés d’iferentes fregquéncias: 4, 16 e 64 est./min.,
com um tempo para reecquilibrio em cada nova frequéncia de 20 minutos.
Neste caso foram medidos todos os pardmetros {(Tmax, dT/dtmax,
dT/dtmin, tTmax e tD) definidos para avaliac3o da forca contratil
(vide item 3.6 fig. 04). A sequéncia de aplicacdo das frequéncias foi
64, 4, 16, 4 e 64 tendo sido utilizados os dados das trés ultimas

frequéncias .

c) Determinagéq da relacdo forcga-frequéncia em tecido auricular es-
guerdo isolado de rato. ,

A relacdo entre a forga desenvolvida pelo tecido cardfaco e
a freguéncia estimulatdria ( relacdo forga - frequéncia) foi determi-
nada nos mesmos animais dos qguais se determinou o Curso temporal do
efeito das solucgBes hiperosméticas. Deste modo, trinta minutos apds a
aplicacgi3o das =zolugles hiperosméiicas de NaCl ou de sacarose {ambas
com AmOsm/1 de 150) ou da solugdo de Krebs - Henseleit (controle), u-
ma nova frequéncia era selecionada e disparada sob comando do dispa-
rador programidvel. Assim, o instante de mudanca de uma frequé&ncia pa-
ra outra era precisamente definido e isento de possiveis erros de 0O-
peracgdo . As frequéncias utilizadas, neste estudo, para estimulacao
do tecido cardfaco foram: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 1728 e 256 estimu-
los/minuto aplicadas em ordem crescente. Um tempo de 15 minutos era

esperado para reestabilizacdo da forga contrdtil em cada nova fre—
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quéncia. ApSs a estabilizag¢io, além do acionamento do sistema de‘gra~
vacdo, uma amostra do sinal da contracio muscular era registrado na
tela do osciloscépio (vide fig. 04, item 3.6 deste trabalho, tfagado
tipico da forga desenvolvida pelo tecido auricular esquerdo de rato),

e entdo medidos todos os pardmetros (Tmax, dT/dtmax, tTmax e tD, wvide

item 3.6 deste trabalho, fig. 04, descricdo dos parime-
tros),previamente definidos para avaliac3o da forca de contracgao. A
relacdo forga — frequéncia foi realizada apés pré-tratamento (vide i—

tem 3.7 deste trabalho).

d) Determinacgido do Curso temporal do efeito do aumento da concentra—

c3o extracelular de NaCl‘sem produci3o de efeito osméfico.

Ap6s o periodo de estabilizacdo, a solucdc isosmética com
baixa concentracdo de NaCl e de CaClp (vide item 3.3 e, deste traba-
lho) era apl icada em substituicdo & solugdo do banho. A operag¢do era
efetuada sob controle de temperatura de modo que esta se mantivesse
sempre em 36,5i0,20C. Apés quinze minutos, a solucdo, isosmdética, com
baixa concentracdo de cdlcio (vide item 3.3 £, deste trabalho), era
aplicada ao banho e Tmax medido a cada trinta segundos, nos Pprimei-
ros cinco minutos e depois a cada cinco minutos até o final do expe-

rimento.

e} Determinacgdc do curso temporal do efeito do aumento da concentra-
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cdo extracelular de HaCl em meioc hiperosmdiico.

Apds 40 minutos de estabilizac¢do na solucdo hiperosmdtica de
sacarose {(wvide 1tem 3.3 b), a solugdoc hiperosmdtica com baixa concen-
tragdo de NacCl e de CaCl, (vide item 3.3 e) era aplicada em substi-
tuig¢do a solu¢do do banho. A operacd3o era efetuada sob controle de
temperatura de modo que esta se mantivesse sgsempre em 36,5 O,ZOC. A
pés 20 minutos, a solugdo com baixa concentracdo de cdlcio, Na nor-
mal e incremento de 150 mOsm/l (vide item 3.3 g) era coclocada en
substituicdo a solugd3c do banho. Tmax era ent3o medido a cada 30 se;
gundos dentro dos primeirog 5 minutos e depois a cada 5 minutos até o

final do experimento.

. - . . ++ _ .
f) Determinacado da esteguiometria da troca Na+/ Ca em solugdes i=so e

hiperosméticas.

Partindo - se da equacdec (2), descrita no item 1, pag. 12,

deste trabalho, fazendo Vm = 0 e rearranjando obtem — se:

~~~~~ = - (4)
n Y
({ Nat ]0) ({ Nat] i)
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Assumindo - se que: (a) Tmax = f{{CQ*}o/[Na+;g} (vide Katz,
1975): (b)Y a funcd3o £ nido se altere quando as concentracgfes dos fons
s6dio e cdlcio sd3o modificadas e (c) a estequiomet;ia da troca HNat/
Cat+ n3oc se altere com o potencial de membrana, entdo se Tmax* (valor
de Tmax quando as concentrag¢des de sdédio e cdlcio =sdo alteradas no

meio externo) for igual a Tmax, ou seja,

it

Tmax* Tmax

entio
RS i 4+ h
[Cca Jo/[Nat Jo = [Calo*/[Na't Jox*
Ol
+ L ++ +4+
([Na” Jo*/[Nat Jox) = [ca "Jox/[cad  Jox.
Tomando ~ se o logaritmo decimal desta dltima eqguag3o obtém—se f£i-

nalmente

n = log ([Ca Jo*/[Cd"lo) / log ([Na' Jo*/[Na'Jo).

No presente trabalho o wvalor de n foi calculadeo modificando
-~ se as concentracbes dos fons s6dic e cdlicio da solugdo nutriente de
acordo com as solucdes com baixa concentracdo de sdédio e cdlcio apre—
sentadas no ftem 3.3 (e) deste trabalho. As solug¢gfes com baixa con-—
centracd3o de sd6dio e cdlcio foram obtidas inicialmente supondo~-3e n =

2 . Em alguns experimentos foi necessdrio adicionar cdlcic para dgue
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Tmax* fosse igual a Tmax. Com as novas concenitracdes de calcio os va-
iores de n foram calculados em cada experimento e seus valores médios
e respectivos intervalos de confianca foram obtidos para verificar se

o valor de n, assumnido ser 1igual a dois,era satisfatdrio.

3.9- PROCESSAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

A determinacdo gquantitativa do efeito de incrementos de o©s-
molalidade sobre a forga de coniragd3o do tecido auricular esguerdo i-
solado de rato foil efetuada por andlise de variancia trifatorial en—
volvendo solutos, doses e frequéncias (Keppel,1982).

A avaliacd3o do curso temporal e da relacdo forgca-frequéncia
foi efetuada por meio de andlise de wvaridncia bifatorial (Keppel,
1982). Retas de regressdo, pelo método dos minimos quadrados (Paradi-
ne & RiveiLt, 1974), foram determinadas para estudar a taxa de recupe-
rag3o (na presenca de solugdes de NaCl) e a taxa de incremento ( na
presenca de solug¢bes de sacarose) da atividade contrdtil do tecido

cardfaco.

Todos os contrastes foram determinados pelo teste't" de Stu-

dent (Keppel, 1982; Paradine & Rivetl, 1974).

Obs.: considerou-se efeito inotrdépico negativo {positivo) os casos
cnde houve reducdo {aumento) significativa (o) de Tmax e/ou dT/dtmax

sem aumento {(reducgdo) significativo (a) de tD. Aumentos significati-



voa de tD mem reducgdo de Tmax e dT/dimax foram congiderados COmo e

feito inotrdpico positivo.
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4 _RESULTADOS

4.1- Andlise trifatorial do efeito de solugbes hiperosméticas de NaCl
e de sacarose sobre a forga contrdtil do tecido auricular esguerdo

ijgolado de rato.

Esta anélise envolveu a medida de trés varidveis; doses (in-
crementos de osmolalidade de 0,50,100,150 e 200m0Osm/1) , tratamentos
(NaCl e Sacarose) e Frequéncias (4,16 e 64 est./min.), e foi aplicada
a todos os parametros eséolhidos previamente (vide item 3.6 deste

trabalho) para avaliacd3o da forga contrdtil. Os resultados, para cada

parametro, sSdoc apresentados a seguir:

4.1.1 Aandlise de Tmax (tens3o mdxima desenvolvida).

Na tabela III encontram-se as médias de Tmax obtidas do tra-
tamento do tecido auricular esquerdo isolado de rato, com solugles
hiperosméticas (incrementos de 50,100,150 e 200 mOsm/1 na osmolalida-
de da soluc3o controle) de NaCl e de sacarose e sob estimulacao elé-
trica nas freguéncias de 4, 16 e 64 est,/min. Esles resultados estao

jlustrados na figura 05.
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TABELA ITII— Médias de Tmax (tens3o maxima desenvolvida) em tecido au-
ricular esquerdo isolado de rato, estimulado eletricamente em dife-
rentes freguéncias, e submetido a vdrios incrementos de osmolalidade
(doseg) do f£lulido nutriente. Doses: 0,50,100,150 e 200 mOsm/1 por
adicio de NaCl ou de Sacarose. Frequéncilas: 4,16 e 64 est./min. Os
numeros entre parénteses s3o os erros padrdes das médias ( EPM) .

NaCl (n=6) SACAROSE ({(n=06)
FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)
00 1,10 0,87 0.73 1,14 0,89 0,78
(6,04) (0,07) (0,08) (0,05) (0,04) (0,06)
50 1,03 0,77 0,54 1,17 1,07 0,78
(0,05) {(0,05) (0,04) (0,05) (0,06) (0,06)
100 1,07 0,77 0,46 1,21 1,21 0,84
(0,03) (0,05) (0,06) (0,06) (0,07)y (0,07)
150 1,07 0,88 0,45 1,14 1,16 0,95
(0,03) {(0.05) (0,05) (0,06 (0,06) (0,05)
200 0,%4 0,84 0,44 1,02 1.02 0,91
(0,04) (0,04) (0,05) (0,05) (0,05) (0,06)
a- frequéncia em est./min.; b- incrementos produzidos na osmolalidade

da solucdo nutriente em mOsm/1; n- numero de experimentos.
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Fig.05- Tensdo mdxima desenvolvida (Tmax) pelo tecido auricular es—
guerdo isolado de rato e estimulado eletricamente em diferentes fre-
guéncias, sob efelto de solugles hiperosméticas de NaCl e de sacarose
com osmolalidades acrescidas de 50,100,150 e 200 mOsm/1 a partir da
solucdo controle (Krebs-Henseleit). Ordenadas: Tmax {gf)}. Abscissas-—
-incremento de osmolalidade do fluido nutriente por adicdo de solugao
hiperosmética (mOsm/1 adicionados) de NaCl ou de sacarose.Simbolo-
gia:(o)-4, (x)-16 e (e¢)-64 est./min.
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Nos quadros 01,02 e 03 estdo apresentados os resultados da
andlise de wvari@ncia para Tmax e dos testes "t” de Student, realiza-
dos para comparacdo dos contrastes. Desta andlise o8 seguintes resul-

tados conclusivos foram cbtidos:

a) Tmax foi significativamente diferente entre frequéncias e trata-

mentos (p< 0,001);

b) o tratamento com NaCl diminuiu Tmax significativamente na frequén-
cia de 4 est./min. apenas na dose de 200 mOsm/1 (p< 0,05). Na fre-
guéncia de 64 est./min. o tratamento com NacCl reduziu Tmax nas doses
de 100,150 e 200 mOsm/1 (p< 0,05), de modo dose-dependente (<

0,001);

c) o tratamento com sacarose aumentou Tmax significativamente na fre-
gquéncia de 64 est./min. apenas na dose de 150 mOsm/1 (p< 0,05). Na
fregquéncia de 64 est./min. o tratamento com sacarose aumentou Tmax
nas doses 50 (p< 0,05), 100 e 150 mOsm/1 (p<0,01) de modo dose depen—

dente;

d) na solu¢do controle (dose 0 mOsm/1l), observou-se uma relacdo sig-
nificativa (p< 0,001) entre a freqguéncia de contracdes do tecido e
Tmax. Esta relacdo continuou altamente significativa (p< 0,001 na
presenca de todas as doses da solucdo hiperosmética de NaCl. ©No en—
tanto, o tratamento com sacarose em doses elevadas (200 mOsm/1) abo-

1iu a dependéncia de Tmax da fregué&ncia estimulatdéria;
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QUADRO 01— a) resultado da andlise de varidncia trifatorial para Tmax
(tensd3o mé&xima desenvolvida), em tecido auricular esquerdo isolado de
rato, considerando trés fontes de variacdo: Frequéncias (4, 16 e 64
est./min.) , doses (0,50,100,150 e 200 mCsm/1l) e tratamentos (NaCl e
Sacarose) . ’

CAUSAS DE VARIACAO GL F
FREQUENCIA (&) 2 145,3 KK
DOSE (B) 4 ' 1,92 NS
TRATAMENTC (C) 1 99,23 KKK
A X B 8 1,85 NS
A X C 2 12,40 * KK
B ¥ C ‘4 5,91 KKK
A X B XC 8 2,36 *
RESIDUO 150

TOTAL 179

b) teste t de "Student” para comparac¢ao dos contrastes (dose 00 x 1in-
cremenios de osmolalidade)

NacCl SACAROSE

FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)

50 NS NS NS NS * NS
100 NS NS * NS *x NS
150 NS NS * NS KK *
200 *x NS * NS NS NS
NS— ndoc significativo; *- p< 0,05; **- p< 0,01; ***- pl 0,001; {(a)~

egstimulos/minuto;: (b)- mOsm/1.
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QUADRO 02- Efeito simples da dose sobre Tmax para as diferentes fre-

gqudncias e Tratamentos.

TRATAMENTOS

FREQUENCIAS

{est./min.)

NacCl

SACAROSE

16
64

16
64

GL

O e

NS T

1,331
1,183
5,325

1,627
4,438
2,367

QUADRO 03— Efeito simples da frequéncia sobre Tmax, para os

tes tratamentos e diferentes doses.

TRATAMENTOS DOSES {(mOsm/1)

00
.50
NacCl 100
150
200

00
50
SACAROSE 100
150
200

NS~ n3o significativo;

P

p< 0,05

NNNNRN

NN MNNN

KK~

p< 0,01 ;

12,103
21,264
32,782
35,4490
24,767

12,699
14,660
15,056
3,833
1.477

NS

NS
* A K

NS
KK

NS

diferen—

KKK
XA KX
KKK
KKK
oK K

KKK
KKK
KKK

NS

*xk- pl 0,001
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e) observou—se interacdo significativa entre frequéncias, dozes e

tratamentos (p< 0,05).

4.1.2 Andlise de tTmax (ftempo para a tensdo atingir seuy mdximo wva-

lory.

Na tabela IV encontram-se as médias de LTmax, obtidas do
tratamento do tecido auricular esquerdo isolado de rato, com solucgdes
hiperosméticas (incrementos de 50, 100, 150 e 200 mOsm/1 na osmolali-
dade da solucdo controle) de NaCl e de sacarose e sob estimulaciaoc e-
létrica nas freguéncias de 4, 16 e 64 est./min. Estes resultados eg-
t30 ilustrados na figura 06.

Nos quadros 04 e 05 estdo apresentados os resultados da and-
lise de variancia para tTmax e dos testes "t” de Student realizados
para comparacao de contrastes. Desta andlise os seguintes resultados

conclusiveos foram obtidos:

a) 0 valor de tTmax ndo foi diferente entre freguéncias e tratamen-—
tos, no entanto, foram observadas diferengas gsignificativas entre do-

ses (p< 0,001);

b) tTmax ndo foili alterado com o tratamento com NaCl em nenhuma dose
ou freguBncia, no entanto, no tratamento com sacarose tTmax foi au-

mentado, mas apenas na dose de 150 mOsm/1, na freguéncia de 64
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PABELA IV~ Mdcdias de tTmax (fempo para a tensdo atingir seu valor md-
wimo) , em tecido auricular esquerdo isolado de rato, estimulado ele-
tricamente em diferentes freguéncias, e submetido a incrementos de
ocmsmolalidade do fluido nuiriente {(Krebs—-Henseleil). Incrementos de
czsmolalidade (doses): 0,50,100,150 e 200 mOsm/1 por adicdo de NaCl ou
de Sacarose . Fregu&ncias: 4,16 e 64 est./min. 0s niumeors enire paré&n-
teses sio o5 erros padrles das médias ( EPM).

Nacl (n=6) SACAROSE (n=6)
FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)
00 36,0 36,0 36,0 35,1 34,9 35,1
(0,52) (0,00) (0,52) (0,59} (0,74) (0,59}
50 35,3 35,7 34,3 34,3 35,4 34,6
(0,67) (0,33) (0,80) (0,81) (0,57) (0,72)
100 35,0 34,7 34,7 35,1 34,6 33,4
(0.68) (0,84) (0,84) (1,06) (0,72) (1,13)
150 37,3 36,0 34,7 36,0 35,7 38,3
(0,84) {(0,00) (1,33) (0,87) (0,68) (0,81)
200 36,7 37,3 35,7 37,1 37,1 37,1

(0,67) (0,84) (0,80) (0,74) (1.,14) (1,14)

(a)~- estimulos/minuto; (b)- incrementos produzidos na osmolalidade da
solug3o nutriente em mOsm/1; (n)- nﬂmero de experimentos.
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Fig.06~- Tempo para a tensdo atingir seu valor mdximo {(tTmax) em teci-
do auricular esqguerdo isolado de rato, estimulado eletricamente em
diferentes freguéncias e sob efeito de solugdes tornadas hiperosméti-
cas pelo incremelo de 50,100,150 e 200 mOm/1 na osmolalidade da solu-
cdo nutriente por adig¢do de NaCl ou Sacarose. Ordenadas: (Tmax {ms) .
Abscissas: incremento produzido na osmolalidade do fluido nutriente
(mOsm/1 adicionados). Simbologia: {(eo)—- 4, (x)—- 16 e (e )— 64
egt./min.
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QUADRO 04— a) resultado da andlise de varidncia trifatorial para
tTmax (tempo para a tensdo atingir o valor mdximo), em tecido auricu-
lar esquerdo isolado de rato, considerando trés fontes de variacao:
Freguéncias (4, 16 e 64 est./min.), doses (0,50,100,150 e 200 mOsm/1)
e tratamentos (NaCl e Sacarose).

CAUSAS DE VARIACAO GL F
FREQUENCIA (&) 2 1,1323 NS
DOSE (B) 4 7.2010 KAK
TRATAMENTO (C) 1 0,9205 NS
A X B 8 0,6350 NS
A X C 2 1,0660 NS
B X C 4 00,8514 NS
A X BXZC 8 11,5898 NS
RESIDUO 150

TOTAL %79

b) teste t de "Student” para comparac¢do dos contrastes (dose 00 x in-
crementos de osmolalidade)

NacCl SACAROSE
FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)

50 NS NS NS NS NS NS
100 NS NS NS NS NS NS
150 NS NS - NS NS NS xxK
200 NS NS NS NS NS NS

QUADRO 05—~ Efeito simples da dose sobre tTmax para os diferentes tra-
tamentos.

TRATAMENTOS GL F
Nacl 4 2,3234 NS
SACAROSE 4 5,7290 * %K
RESIDUO 150

NS&- ndo significativeo; **- pL 0,01; ***%- pd 0,001;
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eagt./min. {(p< 0,01).

¢) n3o foram observadas allteracGes mignificativas em nenhuma das in-
teracdes analisadas, considerando o conjunto de freguéncias, doses e

tratamentos .

4 1.3 Anadli=me de D (tempo tetal de duracio da contracgdo)

Na tabela V encontram—-se as médias de tD obtidas do trata-
mento do tecido auricular esquerdo isolado de rato, com solu¢des hi-
perosméficas (incrementos de 50, ;OO, 150 e 200 mO=m/]l na osmolalida-
de da solucdo controle) de NaCl e de sacarose e sob estimulacdo elé-
trica nasgs freguéncias de‘4, 16 e 64 est./min. Estes resultados estao
jlustrados na figura 07.

Nos quadros 06, 07 e 08 estdo apresentados os resultados da
anslise de wvariancia para tD e dos testes "t” de Student realisados

para comparacgdo de contrastes. Desta andlise oz seguintes resultados

conclusivos foram obtidos:

a) aAmbos os tratamentos (NaCl e sacarose) aumentaram tD de modo do-

se~dependente (p< 0,01);

b) O valor de tD foi influenciado pela frequéncia (p < 0,053, pela

dose (p < 0,01) e pelo tratamento (p < 0,05);
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TARELA U- Me&dias de tD (tempo total de duracdo da contracgdo) em teci-
do auricular esquerdo iscolado de ralo, estimulado eletfricamente em
diferentes frequéncias, e submetido a vdrios incrementos de osmolali-
dade (doses) do fluido nulriente. Doses: 0,50,100,150 e 200 mOsm/ 1
por adigao de NaCl ou de Sacarose. Fregquéncias: 4,16 e 64 est./min.
Og numeros entre parénteses s3o os erros padrfes das médias ( EPM).

NaCl {(n=6) SACAROSE (n=6)
FREQUENCIAS (&) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)

00 92,7 91,3 81,0 91,1 86,9 91.4
(2,67) + (2.,17) (4,37) (1,62) (1,89 (2,68)
50 20,3 85,3 84,3 S1.4 87,1 87,4
{0.80) (1,33) (3,59) (2,38) (2,22) (2,21)
100 82,0 87,7 86,3 98,9 100,9 92,9
(1,79) {(1,50) (2.22) (3.88) (4,18) (2,30)
150 110,7 i04,7 93,7 104,6 104,6 106,9
(2,23) (1,23) (5,173 (3,08) (3.85) (2Z2,86)
200 113,7 116,90 99,3 111,12 110,99 117,7
(2,55) (4,73 (4,05) (5,69) (3,97) (6,75)

(a)~- frequé&ncia em est./min.; (b)- incrementos produzidos na osmolali-
dade da soclucgdo nutriente em mOsm/1; {(n)- numero de experimentos.
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Fig.07- Tempo total de duracdo da contracdo (tD) em tecido auricular
esquerdo isolado de rato, estimulado eletricamente em diferentes
frequéncias e sob efeito de solug¢des tornadas hiperosméticas pelo in-
cremento de 50, 100,150 e 200 mOsm/l na osmolalidade da solucdoc nu-
triente por adig¢do de NaCl ou Sacarose.Ordenadas: tD (ms). Abscissas:
incremento produzide na osmolalidade do fluido nutriente (mCsm/1 adi-
cionados) .Simbologia: (o)- 4, (x)- 16 e (e)~ 64 est./min.
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QUADRO 06— a} resultado da andlise de varildncia trifatorial para tDh
{tempo total de duracdo da contracgdo), em tecido auricular esquerdo
isolado de rato, considerando trés fontes de wvariacdo: Freguéncias
(4, 16 e 64 est./min.), doses (0,50,100,150 e 200 mOsm/1l) e ftratamen-
tos (NaCl e BSacarose).

CAUSAS DE VARIACAO GL F
FREQUENCIA (A) 2 4,47 *
DOSE (B) 4 43,25 *AK
TRATAMENTO {(C) 1 ' 5,16 *

A X B 8 6,49 NS
A X C 2 3,75 *

B X C 4 1,94 NS
AXBXZC ‘8 1,84 NS
RESIDUO 150

TOTAL 179

b) teste T de "Student” para comparacdo dos contrastes (dozse 00 x in-
crementos de osmolalidade)

NacCl SACAROSE

FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)

50 NS * NS NS NS NS
160 NS NS NS NS okl NS
150 KKK KK X NS KA K KK KK
200 Kk X KA K NS * K KK X * %k
NS- ndo significativo; *- p< 0,05; **- p< 0,01; ***- p< 0,001 ; (a)-

estinulos/minuto; (b)- mOsm/1.
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QUADRO 07— Efeito gsimples da dose sobre LD para og diferentes trata—
mentos.

TRATAMERNTOS GL F
NaC1l 4 23,37 *kx%
SACAROSE 4 21,83 *k%
Regfiduo 150

QUADRO 08~ Efeito gimples da frequéncia sobre tD para o8 diferentes
tratamentos

TRATAMENTOS GL F
NacCl 2 8,20 **x%
SACAROSE 2 0,03 NS
Resfduo 150

NS- n3oc significativo; ®xkX~ pl 0,001
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c) tDh foi alterado de modo frequéncia dependente apenas no tratamento
com NaCl (< 0,01). Observou-se aumento de 1D nasAfrequéncias de 4 e
16 est./min., nas doses de 150 e 200 mOsm/1 (p< 0,001). No tratamento
com sacarose tD aumentou em todas as frequéncias, nas doses de 150

e 200 mOsm/1 (p< 0,01).

4.1.4 Andlise de dT/dtmax (mdxima derivada temporal de desenvolvimen-

to de tens3o0).

A dT/dtmax representa a mdxima "velocidade” de desenvolvi-
mento de tensd3oc durante a fase de contrag¢do do tecido cardfaco em es-

tudo.

Na tabela VI encontram-se médias de dT/dtmax obtidas do LTra-
tamento do tecido auricular esquerdo isolado de rato, com solucgées
hiperosméticas (incrementos de 50, 100, 150 e 200 mOsm/1 na osmolali-
dade da solucd3o controle) de NaCl e de sacarose e sob estimulacao e~
létrica nas freéuéncias de 4, 16 e 64 est./min. Estes resultados es-

t30 i1lustrados na figura 08.

Nos guadros 09, 10 e 11 estd3o apresentados os resultados das
andlisesde wariadncia para dT7/dtmax e dos testes "t” de Student, rea-
lisados para comparacao dos contrastes. Desta andlise os seguintes

resultados conclusgivos foram obtidos:

a) Os valores de dT/dtmax foram diferentes entre freguéncias {p<
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TABELA VI~ Médias de dT/dTmax ("velocidade” mdxima de degenvolvimento

de tensdo) em tecido auricular esquerdo isolado de rato, estimul ado
eletricamente em diferentes freqguéncias, e submetido a vdrios incre-
mentos de osmolalidade (doses) do fluido nutriente. Doges:

0,50,100,150 e 200 mOsm/1l por adicdo de NaCl ou de Sacarose. Fre-
quéncias: 4,16 e 64 est./min. Os numeros entre parénteses sdo 08 er-
ros padrdes das médias ( EPM) .

NaCl {(n=6) SACAROSE (n=6)
FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)

00 37,3 30,9 23,5 40,9 32,0 25,8
(1,35) . (2,43) (2,70) (2,36) (1,97) (2,05)
50 36,7 26,1 19,2 42,1 36,6 28,6
(1.890 (2,09) (1,65) (2,65) (2,31) (2,16)
100 37,3 26,8 16,5 45,5 43,4 28,1
(1,35) (1.97) (2,25) (3,35) (2,69) (1,97)
150 36,3 28,3 14,9 42,5 41,6 31,5
(1,35) (1,74) (1,58) (3,25) (3,20) (1,77)
200 32,5 25,6 14.4 34,1 36,8 29,3
(1,743 (1,65) (2,30) (2,67) (2,24) (2,26)

(a)- fregquéncia em est./min.; (b))~ incrementos produzidos na osmolali-
dade da golucdo nutriente em mOsm/1; {(n)~- numero de experimentos.
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Fig.08- Valor mdximo da derivada temporal de desenvolvimento de Ten-

s3o (dT/dtmax) em tecido auricular esqguerdo isolado de rato, estimu-—
lado eletricamente em diferentes frequBncias e sob efeito de solu-
cBes tornadas hiperosméticas pelo incremento de 50, 100,150 e 200

mOsm/1 na osmolalidade da solug¢do nutriente por adigdoc de NaCl ou Sa-
carose .Ordenadas: dT/dtmax (gf/s). Abscissas: incremento produzido na
osmolalidade do fluido nutriente {(mOsm/1 adicionadoes).Simbologia: (o
y—- 4, (x)— 16 e (#)— 64 est./min.
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QUADRO 09- a) resultado da andlise de variancia trifatorial para
dT/dtmax (md&xima taxa de desenvolvimento de tensdoc), em tecido auri-
cular esguerdo isolado de rato, considerando trés fontes de variac&o:
Frequéncias (4, 16 e 64 est./min.), doses (0,50,100,150 e 200 mOsm/1)
e tratamentos (NaCl e Sacarose).

CAUSAS DE UARIACAO GL F
FREQUENCIA (&) 2 102,47 Kk K
DOSE (B) 4 2,67 *
TRATAMENTO (C) 1 87,81 Kk K
A X B 8 0,97 NS
A X C 2 6,24 * %
B X C 4 4,11 *k
AXBXC ‘8 1,06 NS
RESIDUO 150

TOTAL 179

p) teste t de ”"Student” para comparacdo dos contrastes {(dose 00 = in-
crementos de osmolalidade)

NaCl. SACAROSE

FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 i6 64
DOSES (b)

50 NS NS NS NS NS NS

100 NS NS NS NS *% NS

i50 NS NE& * NE NS NS

200 » NS NS * NS NS N3
NS- n3o significativo; *- p< 0,05; **- p< 0,01; ***- pl 0,001; (a) -

estimulos/minuto; (b)—- mOsm/1l.
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QUADRO 10~ Efeito simples da dose scbre dT/dimax para o8 diferentes
tratamentos .

TRATAMENTOS GL F
NaCl 4 2,79 *
SACAROSE 4 3,98 *%
Resfduo 150

QUADRO 11—~ Efeito simples da frequéncia sobre dT/dtmax para os dife-
rentes tratamentos

TRATAMENTOS GL F
NaCl 2 74,15 ®x%
SACAROSE 2 34,55 %%x%
Res{duo 150

*¥- p< 0,05; **%- pd 0.01; ***- pd 0,001
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0,001), entre tratamentos (p< 0,001) e entre doses (p< 0,05);

b) o tratamento com NacCl reduziu a4T7/dtmax de modo dose dependente
(p< 0,05) na freguéncia de 64 est./min., sendo significativeo nas do-

seg de 150 e 200 mOsm/1 (p< 0,05);

c) o tratamento com sacarose aumentou a a4T/dtmax de modo dose depen—

dente (p< 0,01), significativo apenas na frequéncia de 16 est./min. ;

d) Os wvalores de dT/dtmax foram dependentes da frequéncia em ambos os

tratamentos (p< 0,01).

s

4.1.5 Andlise de dT/dtmin (minima derivada temporal de desenvolvimen-—

to de tensdo) .

Na tabela VII encontram-se médias de dT/dtmin obtidas do
tratamento do tecido auricular esquerdo isolado de rato, com solugbes
hiperosméticas (incrementos de 50, 100, 150 e 200 mOsm/1 na osmolali-
dade da solugdo controle) de Naél e de sacarose e sob estimulagao e-
létrica nas frequéncias de 4, 16 e 64 est./min. Estes resultados es-

t3o i1lustrados na figura 0G.

Nos gquadros 12, 13 e 14 estd3o apresentados os resulifados da
andlise de varidncia para dT/dtmin e dos testes "t” de Student, rea-
1izados para comparacdo dos contrastes. Desta andlise os seguintes

resultados conclusivos foram obtidos:
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TABELA VII— Médias de dT/dtmin ("velocidade” minima de desenvolvimen—
to de tens3oc) em tecido auricular esquerdo isolado de rato, estimula-
do eletricamente em diferentes frequéncias, e submetido a vdrios in-
crementos de osmolalidade (domseg) do fluido nuliriente. Doses:
0,50,100,150 e 200 mOsm/1 por adicdo de NaCl ou de Sacarose. Fre-—
guéncias: 4,16 e 64 est./min. Os numeros entre parénteses s3c os er-—
ros padrdes das médias ( EPM) .

NacCl {n=6) SACAROSE {(n=6)
FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b}
00 25,6 20,7 16,0 23,7 20,3 15,6
(1,74 » (1.,63) (2,02) (1,05) (1,35) (1,33)
50 22,4 16,5 12,8 24,5 21,9 18,7
(1,65) (2,09) (1.,65) (2,57) (3,35) (1,53)
100 21,3 16,5 11,2 24,0 25,6 16.8
(1,35) (1,74) (1,37) (1,09) (0,00) (2,33)
150 19,2 16,0 9,1 21,3 22,9 19,72
(6,83) (1,43) (1,28) (1,07) (1,28) (0,00)
200 14.9 14,9 7,5 16,5 19,7 16,5
(1,35) (1,35) (1,35) (1,28) (1,28) (0,53)

(a)~ frequé&ncia em est./min.; (b)~- incrementos produzidos na osmolali-
dade da soluc¢do nutriente em mOsm/1; (n) - numero de experimentos.



64

30 NaCi SACAROSE

1/%7\”%%1

20

/
/
%

;I\I/ i\i

f
—

cXT/dtmln {gf/s)
/;;?

o i 1 ! 3 t i 1 1 3
o] S50 100 50 200 o] 50 100 150 200

INCREMENTO DE OSMOLALIDADE { mOsm/i}

Fig.09- Valor minimo da derivada temporal de desenvolvimento de ten-

s3o (4T/dtmin) em tecido auricular esquerdo isolado de rato, egstimu-
tado eletricamente em diferentes frequéncias e sob efeito de solu-
¢B8es tornadas hiperosméticas pelo incremento de 50, 100,150 e 200

mOsm/1 na osmolalidade da solugdoc nutriente por adigdo de NaCl ou Sa-
carose . Ordenadas: dT/dtmin (gf/s). Abscissas: incremento produzido na
osmolalidade do fluido nutriente (mOsm/1 adicionados).Simbologia: (o
y—- 4, (x)- 16 e (e)- 64 est./min.
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QUADRO 12— a) resultado da andlise de wvariancia trifaterial para
dT/dtmin {("wvelocidade” minima de desenvolvimento de tensdo), em fteci-
do auricular esguerdo isolado de rato, considerando trés fontes de
variacio: Frequénciag (4, 16 e 64 est./min.), doses (0,50,100,150 e
200 mOsm/1) e tratamentos (NaCl e Sacarose).

CAUSAS DE VARIACAO GL F
FREQUENCIA (&) 2 50,71 XK K
DOSE (B) 4 9,46 KKK
TRATAMENTO (C) 1 57,62 KKK
A ¥ B 8 1,39 NS
A X C 2 4,88 * K
B X C 4 3,94 KK
A X BZXC '8 1,06 NS
RESIDUO 150

TOTAL 179

b) teste t de ”"Student” para comparacdo dos contrastes (dose 00 x in-
crementos de osmolalidade)

NacCl SACAROSE

FREQUENCIAS (a) 4 16 64 4 16 64
DOSES (b)

50 NS NS NS NS NS NS
100 NS NS NS NS fakal NS
150 NS NS * NS NS *
200 ke * * *E NS NS
NS- nd3o significativo; *- p< 0,05; **- p< 0,01; ***— pd 0,001; (a)-

egtimulos/minuto; (b)—- mOsm/1.
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QUADRO 13- Efeito simples da dose sobre dT/dtmin para os diferentes
tratamentos.

TRATAMENTOS GL F

- NacCl 4 9,34 *kX
SACAROSE 4 4,05 *®*%
Res{duo 150

QUADRO 14- Efeito simples da fregqué&ncia sobre dT/dtmin para os dife~—
rentes tratamentos

TRATAMENTOS GL F
NacCl 2 40,69 **%
SACAROSE 2 14,93 *%%
Regf{duo 150

*%- p< 0.01; **%*- pl §,001
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a) Os valores de dT/dtmin foram significativamente diferentes entre

frequéncias (p< 0,001), fratamentos (p< 0,001) e doses (p<0,05);

b) o tratamento com NaCl diminuiu a dT/dtmin na dose 150 mOsm/1, na
freaquéncia de 64 est./min., enqguanto gue na dose 200 mOsm/1 reduziud

dT/dtmin em Lodas as freguéncias (p< 0,05);

c)y © tratamento com sacarose aumentou a 4dT/dtmin (p< 0,001), signi-
ficante na fregquéncia de 4 est./min. e dose 200 mOsm/1 (p< 0,013,
freguéncia de 16 est./min., dose 100 mOsm/1 (p<0,01) e frequé&ncia de
64 est./min., dose 150 mOsm/1 (p< 0,05); e

d) os valores de dT/dtmin foram dependentes da freqgquéncia estimula-

téria em ambos os tratamentos {p< 0,001).

4.2 Relagao forca—-frequéncia em tecido auricular esqguerdo isolado de

rato, na presenca de solucdes hiperosmélticas de NaCl e de Sacarose.

Nas tabelas VIII, IX, X e XI encontram-se médias de Tmax,
tTmax, tD e dT/dtmax, respectivamente, obtidas em tecido auricular
esquerdo isolado de rato, estimulado eletricamente nas frequé&ncias de
i, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 est./min. para o parametro Tmax €
nas frequéncias de 8, 16, 32, 64, 128 e 256 est./min. para os demais

parametrog com O tecido cardfaco sob efeito de solucles hiperosméti-
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TARELA VIII— Médias de Tmax (tensdo mdxima desenvolwvida), expressas
em gf, em tecido auricular esqguerdo igolado de . rato,estimulado ele-
tricamente em 9 diferentes frequéncias (1,2,4,8,16,32,64,128 e 256
est./min.) na presenca de solucgdes hiperosmdéticas de NaCl e de Saca-
rose, e de solucgdo de Krebs-Henseleit normal {(controle). Cs numeros
entre parénteses sdo os erros padries dazs médias ( EPM).

SOLUCAO CONTROLE NacCl SACAROSE
(n=6) (n=6) (n=6)

FREQUENCIA
(est./min.)

1 1,06 (0,08) 1,02 (0,06) 1,11 (0,10}
2 1,03 (0,09) 0,99 (0,06) 1,10 (0,10)
4 1,00 (0,10) 0,99 (0,06) 1,11 (0,10
8 0,94 (0,11) 1,00 (0,070 1,12 (0,10)
16 0,87 (0,12) 0,98 (0,06) 1,14 (06,11)
32 0,75 (0,1L) 0,82 (0,05 1,13 (0,09)
64 0,63 (0,09) 0,50 (0,03) 0,99 (0,07)
128 0,50 (0,05) . 0,32 (0.,02) 0,70 (0.,04)
256 0,37 (0,03) 0,25 (0,02) 0,50 (0,04)

(n)- numero de experimentos
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TARELA IX~ Médias de [Tmax (Lempo para a tensdo altinglr seu valor md-
ximo), expressas em ms, em Lecido auricular esquerdo isolado de rato-
,estimulado eletricamente em 6 diferentes freguéncias (8,16,32,64,128
e 256 est./min.) na presenca de solug¢les hiperosméiicas de NaCl e de
Sacarose, e de solucgdo de Krebs-—Henseleill normal {controle). Os nime-
ros entre paréniegses s30 08 erros padrbes das médias ( EPM) .

SOLUCAQO CONTROLE NacCl SACAROSE
(n=6) (n=6) (n=6)

FREQUENCIA '
{est./min.)

8 36,7 (1,05) 37,5 (1,12) 39,2 (1,54)
16 36,7 (1,05) 36,7 (1,05) 38,3 (1,05)
32 35,8 (0,83) 38,3 (1,05) 38,3 (1,05)
64 35,0 (0,00) | 37,5 (1,123 36,7 (1.05)

128 36,7 (1,05) 36,7 (1,05) 37,5 (1,12)
256 35,8 (0,83) 35,0 (1,29) 37,5 (1.,12)

{n)~- numero de experimentos
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TABELA ¥~ Mdc&dias de tD (fempo total de duragido da contragdo), expres-
sas em mg, om Lecide auricular esquerdo isolado de rato,estimulado e-
letricamente em 6 diferentes freguéncias (8,16,32,64,128 e 256
est./min.) na presenca de solugdes hiperosmdéticas de NaCl e de Saca-
rogse, e de s=olucgd3o de Krebs-Henseleit normal (controle). Os nimeros
entre parénteses 530 o8 erros padrbes das médias ( EPM).

SO0LUCAO CONTROLE NacCl SACAROSE
(n=6) (n=6) {(n=6)

FREQUENCIA
(est./min.)

8 106,7 (3.57) 112,55 (4,23) 125,0 (6,58)
16 100.,8 (3.,27) 114,2 (4,55) 122,5 (4,42)
32 99,2 (2,01) - 115,0 (4,08) 120,8 (5,390
64 89,2 (1,54) 103.3 (2.,47) 119,2 (4,55)

128 95,8 (2,01) 86,7 (2,47) 115,8 (4,55)
256 94,2 (2,39) 90,0 (2,58) 109,2 (4,36)

{n)—- numero de experimentos



TARELA XI- Meédias de dT/dimax (mdxima derivada temporal de desenvol-
vimento de tens3o), expressas em gf/s, em tecido auricular esquerdo
isoclado de rato,estimulado eletricamente em 6 diferentes frequéncias
(8,16,32,64,128 e 256 est./min.) na presenca de solugles hiperosméti-
cas de NaCl e de Sacarose, e de solugdo de Krebs—Henseleilt normal
(controle). Os numeros entre parénteses sdo os erros padrdes das meé—
dias ( EPM) .

SOLUCAO CONTROLE NacCl SACAROCSE
(n=6) (n=6) (n=6)

FREQUENCIA
{est./min.)

8 25,6 (2,58) 21,5 (1,31) 28,9 (3.05)
16 23,4 (2,80) 20,8 (1,11) 29,3 (3,43)
32 21,1 (3,40) : 17,4 (1,12) 28,9 (3,34)
64 18,0 (2,51) 11,0 (0.86) 23,2 (2,38)

128 13,8 (1,49) 6,8 (1,01) 16,2 (2,37)
256 10,5 (0,91) 4,32 (0,78) 10.5 (2,04)

(n) - numero de experimentos
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cas de NaCl e de sacarose e de solucido controle (Krebs-Henseleil), em
preparacgdes pré—-ftratadas com fenoxibenzamina e propranclol. Estes da-

-dos eatdc i lustrados nas figuras 10, 11, 12 e 13.

Nos gquadros de 15 a 18 estao jlustrados os resultados das a-
ndlises de waridncia monofatoriais para estudo de todos os para8metros
da contracdo do tecido auricular na presenca da solucgdo controle. Nos
guadros de 19 a 24 est3o ilustrados os resultados de andlises bifato-
riais reali=zadas para comparacdo das curvas de cada para&metro em fun-
cio da freguéncia, obtidas na solucdo controle e nas solucgbes hipe—
rosméticas. Ainda nesfes mesmos quadros estdo apresentados os resul-
tados de testes "t7 de gtudent para comparagdo de contrastes {(contro-

le x soluc3c hiperosmdética).

3

O0s principais resultados conclusives destas andlises foram

os seguintes:

a) Na presencga da solucd3o controle {(Krebs—Henseleit), houve uma rela-
¢330 inversa "parametro” x frequéncia para Tmax e dT/dtmax (vide gua-
dros 15 e 16) .No entanto, tTmax e tD n3c sofreram variacaoc com &

frequéncia;

b) O blogueilo de receptores adrenérgicos e colindrgicos ndo modificou
a forma da <curva "parametro”—-fregquéncia (vide quadros de 15 a 18), no
entanto produziu elevacdo de tTmax com reducdo de 4T/dtmax {(vide gua-—

drog 16 e 18 e figs.1ll e 13), na presenca da solucdoc controle;
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Fig.1l0- Relacd3oc Tmax (fensdo maxima desenvolvida) - freguéncia em te-

cido auricular esquerdo isoclado de rato, na presenca de solugdes hi-
perosmdticas de NaCl e de Sacarocse, e de solugdc de Krebs-Henseleilt
normal {(controle). Ordenadas: A—- Tmax (gf); B~ Tmax (2 controle).
Abscissas: frequéncia (est./min.). Simbologia: (e)— controle; (&)~
NaCl; (®)- Sacarose.
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Fig.ll- Relacdoc tTmax (tempo para a tensdo atingir seu valor maxXimo)
- fregudncia em fecido auricular esquerdo isoclado de rato, na presen-—
ca de soclugOes hiperosméliicas de NaCl e de Sacarose, e de solucgao de
Krebs—Henseleit normal (controle). Ordenadas: A- TTmax (ms); B~ TTmax
(¢ controle) . Abscissas: frequéncila (est./min.) . Simbologia: (e )~
controle; {(&)— NaCl; (m)- Sacarocse.



75

140 150
120 \-.I 130 I
~— —_
[—— SN
- 1 £ R e b N
" I I ; & /ﬁ a2
= 100 | \I\I"“’I§I 3 1okl /‘i \,
j ' ii; O\O & \
_ S I — B N
t - ~
30t 90
60 - 4 i ] )3 4 4 70 - 1 1 1] i i S |
8 16 32 64 128 256 8 16 32 64 128 256

FREQUENCIA {est /min.)

Fig.12- Relagdo tD (tempo total de duragd3c da contracdo) - frequé&ncia
em tecido auricular esquerdo isolado de rato, na presenc¢a de solu¢les
hiperosméticas de NaCl e de Sacarose, € de solucdo de Krebs—Henseleilt
normal (controle). Ordenadas: A—- tD (ms); B- tD (2 controle) . Abscis-
sag: fregquéncia (est./min.). Simbologia: (e)- controle; (a )- NacCl;
{e)— Sacarose.



76

40 140 i
AN
30} I___,__..I..._N. ~ ’20': ./ ’ \'
g I\I\:‘\I ; 100 o mm oo
% 20f — 2 -
§ \\\1\\\J;\<; % A’//‘\\\
> E sot E
) \ N
o - t\\\ 2
60 - 4
~ | N\
ok | . , . , , sq0l , ‘ , ,\‘;

8 i6 32 64 128 256 - 8 16 32 64 128 256

FREQUENCIA (est./min.)

Fig.l13- Relac¢do dT/dtmax (mdxima derivada temporal de desenvolwvimento

de tens3o) — frequéncia em tecido auricular esquerdo isolado de rato,
na presenca de solug¢8es hiperosméticas de NaCl e de Sacarose, e de
solucio de Krebs-Henseleit normal (controle). Ordenadas: A- aT/dtmax

(gf/s); B- dT/dtmax (% controle). Abscissas: frequéncia (est./min.).
Simbologia: (e)—- controle; {(a)—- NaCl; ()~ Sacarose.
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QUADRO 15— Resultado da andlise de variancia bifatorial, efetuada pa-
ra verificar a influ@ncia do pré-tratamento "in vitro” com fenoxiben-—

zamina e propranolol

lado de rato,

na presenca de solucdo de Krebs—Henseleilt

(tratamentos) e da frequéncia estimulatdria
bre Tmax (tensdo mdxima desenvolvida) em tecido atrial esguerdo

85O
iso-
(CONTROLE) .

CcaAUSAS DE VARIACAO GL F

TRATAMENTO (&) 1 1,485 NS

FREQUENCIA (B) 8 18,656 KKK

A X B 8 0,092 NS

RESIDUO g0

QUADRO 16— resultado da anélisekde variancia bifatorial, efetuada pa-

ra verificar a influéncia do pré-tratamento ”"in vitro” com fenoxiben-—

zamina e propranolol (tratamentos) e frequéncia estimulatéria sobre
tTmax (tempo para a tensdo atingir seu mdximo valor), em tecido a-
trial esguerdo isolado de rato, na presenca de solucgdo de
Krebs—Henseleit (CONTROLE).

cAUSAS DE VARIACAQ GL F

TRATAMENTO (A) 1 42,215 %K K

FREQUENCIA (B) 5 0,441 NS

A X B 5 0,699 NS

RESIDUO 60
NS~ nao significativo; ***x- p< 0,001
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QUADRO 17- resultado da andligse de variincia bifaterial, efetuada pa~—
ra verificar a influéncia do pré—-tratamento "in vitro” com fenoxiben—
zamina e propranolel ({(tratamentos) e da fregudncia estimulatdéria so-—
hre tD (tempo total de durac¢d3o da contracao) em tecido atrial esguer-—
do isolado de rato, na presenca de solugdo de Krebs—Henselelt (CON—

TROLE) .

CAUSAS DE VARIACAO GL F
TRATAMENTO {(A) 1 0,326 NS
FREQUENCIA (B) 5 1,346 NS
A X B 5 0,961 N3
RESIDUO 60

QUADRO 18- resultado da andlise de variancia bifatorial, efetuada pa-
ra verificar a influéncia do pré—-tratamento "in vitro” com fenoxiben-—
zamina e propranolol (tratamento) e da freguéncia estimulatdéria so-
bre dT/dtmax (mdxima derivada temporal de desenvolvimento de tensao).,
em tecido atrial esguerdo isolado de rato, na presenga de solucgao de
Krebs—Henseleilt (CONTROLE).

CcAUSAS DE VARIACAC GL F
TRATAMENTO (A) 1 4,353 *
FREQUENCIA (B) 5 11,309 ekl
A2 X B 5 | 1,066 NS
RESIDUO 60

NS- n3o significativo; *- p< 0,05; **- p< 0,01.
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QUADRO 19— a) resultado da andlise de varidncia bifatorial comparando
o efeito produzido pela solucdo hiperosmdética mOsm/1 = 150) de NacCl
com o efeito produzido pela solucdo controle (Krebas~-Henseleitl) gsobre
a relacdo Tmax (tensdo mdxima desenvolvida) - frequéncia estimulatd—
ria, em tecido atrial esquerdo isolado de rato.

CAUSAS DE WZARIACAO GL F
TRATAMENTOS (&) 1 0,588 NS
{(NaCl,controle)

FREQUENCIA (B) 8 26,676  KXX

A X B ; 8 1,618 NS
(A,B) 17
RESIDUO 90
TOTAL 107

b) teste t de "Student” para comparacdc entre os contrastes de Tmax
(NaCl X CONTROLE) em diferentes tempos apés aplicacgdo das solucdes.

FREQUENCIAS 1 pa 4 8 16 32 64 128 256
(est./min.}
NS NS NS NS NS NS NS KK KK

NS- ndo significativo; **— p< 0,01; ***- p< 0,001.
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QUADRO 20- a) resultado da andlise de varidncia bifatorial comparando
o efeito produzido pela soluc3o hiperosmética ( mOsm/1 = 150) de NacCl
com o efeito produzido pela solucd3o controle (Krebs-Henseleitl) sobre
a relacdo £Tmax (tempo para a tensdo atingir seu valor mdximo) - fre-
quéncia estimulatdria, em tecido atrial esquerdo isolado de rato.

CAUSAS DE VARIACAO GL F
TRATAMENTOCS (&) 1 2,045 NS
(NaCl,controle)

FREQUENCIA (B) 5 0,773 NS
A X B 5 0,954 NS
(a,B) 11
RESIDUO 60
TOTAL 71

b) teste ”"t” de Student para comparacdo entire os contrastes de ftTmax
(NaCl x CONTROLE) em diferentes tempos apds aplicacadao das solugbes.

FREQUENCIAS (est./min.) 8 16 32 64 128 256

NS NS NS * NS NS

NS- n3o significativo; *- P< (,05; **- p 0,01; ***- p< 0,001.
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QUADRO 21— a) resultado da andlise de variancia bifatorial comparando
o efeito produzido pela solucd3o hiperosmética ( mOsm/1 = 150) de NacCl
com o efeito produzido pela solugdo controle (Krebs-Henselell) sobre
a relacdo tD (tempo total de duragdo da contracdo) - frequé&ncia de
estimulacdo elétrica, em tecido atrial esquerdo isolado de rato.

CAUSAS DE UVARIACAO GL F

TRATAMENTOS (A) 1 1,668 NS
(NaCl,controle)

FREQUENCIA (B) 5 0,970 NS
A X B 5 6,768 Kxx
(A,B) 11
RESIDUO 60
TOTAL 71

b) teste "t” de Student para comparacao entre o0s contrastes de tDh
(NaCl X CONTROLE) em diferentes tempos apds aplicacdo das solugles.

FREQUENCIAS (est./min.) 8 i6 32 64 128 256

NS- n3o significativo; *- P< 0,05; **- p< 0,01; ***- p< 0,001.
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QUADRO 22— a) resultado da andlise de wvaridncia bifatorial comparando
o efeito produzido pela solucdo hiperosmética ( mOsm/1l = 150) de NacCl
com o efeito produzido pela solucgdo controle (Krebs—-Henseleil) sobre
a relagdo dT/dtmax (mdxima derivada temporal de desenvolvimento de

tensdo) - f£regquéncia estimulatdria, em tecido atrial esquerdo isclado
de rato.

CAUSAS DE VARIACAOD GL F

TRATAMENTOS (A) 1 22,303 k%%

(NaCl,controle)

FREQUENCIA (B) 5 24,318 Kxx
A X B , 5 0,503 NS
(A,B) 11
RESTDUO 60

TOTAL 71

b) teste "tL”7 de Student para comparaci3o entre os contrastes de
dT/dtmax (NaCl x CONTROLE) em diferentes tempos apés aplicacgd3o das
solucbes.

FREQUENCIAS {est./min.) 8 16 32 64 128 256

NS NS NS X KK KKE

NS- n3o significativo; *- PL 0,058; **%— pd 0,01;: **x*- p< 0,001.
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QUADRO 23~ a) resultado da andlise de varidncia bifatorial comparando
5 efeito produzido pela solugdo hiperogmdética ( mOsm/1 = 150) de sSa—~
carose com o efeito produzido pela solucgdo controle (Krebs—Henseleit)
gobre a relacido Tmax (tensdo mdxima desenvolvida) - frequéncia esti-
mulatdéria, em tecideo atrial esguerdo isolado de rato.

CAUSAS DE VARIACAO GL F
TRATAMENTOS (A) 1 21,042 kX%
(sacarose, controle)

FREQUENCIA (B} 8 13,354 k%%
A X B N 8 0,937 NS
(a,B) 17

RESIDUO S0

TOTAL ' 107

b) teste "t” de Student para comparacdo entre os contrastes de Tmax
(SACAROSE x CONTROLE) em diferentes tempos apés aplicacdo das solu-
cbes.

FREQUENCIAS 1 2 4 8 16 32 64 128 256
(est./min.)
NS NS NS NS NS bl KK * &

NS- nd3o significativo; *- pd 0,05; **X- p< 0,01; **%- pl (,001.



84

QUADRO 24- a) resultado da andlise de variancia bifatorial comparando
o efeito produzido pela solu¢do hiperosmética ( mOsm/1 = 150) de sa-
carcose com © efeito produzido pela solucdc conirole (Krebs—Henseleitl)
sobre a relacio tTmax (tempo para a tensdo atingir seu valor mdximo)

- frequéncia estimulatéria, em tecido atrial esguerdo isolado de ra-
to.

‘CAUSAS DE VARIACAO GL F
TRATAMENTOS (A) 1 9,086 k%
(sacarose, conirole)

FREQUENCIA (B) 5 0,557 NS
A X B 5 0,183 NS
(A,B) 11
RESTIDUO 60
TOTAL 71

b) teste "t” de Student para comparacao entre os confrastes de Tmax
(SACAROSE x CONTROLE) em diferentes tempos apés aplicacgdo das solu-

ghes.

FREQUENCIAS (est./min.) 8 16 32 64 128 256

NS NS NS NS NS NS

NS~ n3c significativo; **- p< 0,01.
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c) a solucdo hiperosmética de NacCl naoc afetou a relacgado
Tmax-frequéncia. Na andlise de contrastes, contudo, observou-se redu—
c3o de Tmax (p< 0,01) nas frequéncias de 128 e 256 est./min. (vide

quadro 17, £19.10);

d) a =olucdo hiperosmética de NaCl néao afetou a relacdo
tTmax-frequéncia. A andlise de contrastes revelou contudo a existé&n-—
ciya de aumento de tTmax na frequé&ncia de 64 est./min. (vide guadro

18, fig.1l1l);

e) a relagdo tD-frequéncia fol modificada pela solugd3o hiperosmética
de Nacl, fato gque esia indicado pela presenca de interacd3oc significa-
tiva (p< 0,001) entire frequéncias e tratamentos (vide quadro 19) . A
anslise de contrastes revelou aumento de tD nas frequéncias 16 e 32
est./min., fazendo com gue a forma da curva D x freguéncia fosse es—

tatisticamente diferente daguela obtida na solugdo controle {vide

guadro 19, f£ig. 12);

f) embora a forma da curva dT/d'tmax-frequéncia n3o tenha sido altera-
da, os valores de dT/dimax mostraram—-se reduzidesg (p< 0,001) no con—
junto das fregquéncias (vide quadro 20, fig.13). A andlise de contras-
tes mostrou gue houve reducdo significativa de gdT/dtmax nas frequén-

cias de 64 (p< 0,05), 128 (p< 0,01) e 256 (p< 0,001) est./min.;

g) a solucgao hiperosmética de sacarose nao alterou a forma da curva

"parametro”—frequéncia, mas elevou o valor de todos os pardmetros da
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contracdo, no conjunto das freguéncias egtudadas (vide guadrocs de 21

a 24 e figurag de 10 a 13);

h) por comparagido dog conitrastes observou—sgse que a solucgdo hiperosmdé-
tica de sacarose elevou Tmax nas fregufncias de. 32, 64, 128 e 256

est./min. e ID em todas as frequéncias utilizadas.

4.3 Curso temporal do efeito das solugles hiperosmdéiicas sobre Tmax.

4.3.1 Efeito das solucgfes hiperosméticas de NaCl e de sacarose.
Enconiram-se na‘Tabela ¥II e ilustrados na figura 14, os va-
lores médios de Tmax (valores absolutos) obtidos da aplicagdo rédpida
e mantida das solugbes hiperosmdticas (AmOsm/1=150) de NaCl e de sa-
carose ao tecido auricular esquerdo isolado de rato, estimulado na
freguéncia de 64 est./min. Na Tabela XIII, ilustrados na Fig. 15, os
mesmos dados s8do apresentados como porcentagem do wvalor inicial de
Tmax. Da andlilise estatistica efetuada (Quadros 25 e 26) conclulu—se

gue:

a) A solucgd3oc hiperosmdética de NacCl produziu inicialmente uma redugdo
de Tmax (p<0,001l) para um valor cerca de 50% do seu wvalor inicial, a-
tingindo um valor minimo em 1,5 minutos. Em seguida, iniciou—-se uma
fase de recuperacac da tensdo desenvolvida pelo tecido, na gual Tmax

atingiu (em €=10min.) um valor mdximo que n3oc diferiu do wvalor con-
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TABELA XII— Curso temporal do efeito de solugdes hiperosméticas sobre
Tmax (tensdo mdxima desenvolvida), em tecido auricular esquerdo 1so-—
1ado de rato, estimulado eletricamente na freguéncia de 64 eat./min.
0z dados tabelados s3oc médias dos valores absolutos de Tmax , regis-—
trados durante 30 minutos em resposta a aplicacdo rdpida e mantida
(em t=0min.) de solucdes hiperosméticas de NaCl e de sacarose e da
solucdo de Krebs-Henseleit (controle). Os numeros entre parénteses
s30 o8 erros padrdes das médias ( EPM) .

SOLUCAO CONTROLE NacCl SACAROSE
(n=6) {n=6) (n=6)
TEMPO \
(min.)
0,0 0,85 (0,08) 0,76 (0,09) 0,82 (0,07)
0,5 0,85 (0,08) 0,52 (0,07) 0,80 (0,06)
1.0 0,86 (0,07) 0,41 (0,04) 0,78 (0,06)
1.5 0,86 (0,08) 0,39 (0,04) 0,82 (0,06)
2,0 0,86 (0,08) 0,44 (0,05) 0,87 (0.,05)
2.5 0,86 (0,08) 0,49 (0,05) 0,88 (0,05)
3,0 0,86 (0,08 0,52 (0,06) 0,91 (0,04)
3,5 0,86 (0,07 0,57 (0,06) 0,91 (0,04)
4,0 0,86 (0,07) 0,61 (0,06) 0,94 (0,05)
4,5 0,86 (0,07) 0,64 (0,07) 0,97 (0,05)
5,0 0,85 (0,08) 0,71 (0,09) 0,98 (0,05}
10,0 0,81 (0,08) 0,72 (0,11) 1,10 (0,06)
15,0 0.85 (0,08) 0,59 (0,04) 1,05 (0,07)
20,0 0.83 (0.08) 0,51 (0,08) 0,98 (0.,07)
25,0 0,79 (0,07) 0,48 (0,06) 0,97 (0,07)
30,0 0,79 (0,08} 0,48 (0,06) 0,97 (0,07)
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Fig.l4. Curso temporal do efeito de solugSes hiperosmélicas sobre a
tensio maxima desenvolvida (Tmax) pelo tecido auricular esguerdo 150-
lado de rato, em regime de contrac¢d3oc isoméirica, sob estimulacdo elé-
trica na frequéncia de 64 est./min. Ordenadas: valor absoluto de Tmax
em grama—-forcg¢a. Abscissas: tempo, em minultos, apds aplica¢daoc das so-
lucBes. Simbologia: (4)- solugdoc hiperosmética de NacCl; (o) - sclugdo
hiperosmética de sacarose; (¢)— solugdoc controle (Krebs—-Henseleill)}.



89

140

o T
o0} «@W&é><l I3

8o} /T/I

)
¥
3
-,

Tmax { Y% TENSAQ INICIAL
“—

40+~
[N T CIN 0 B B | 5 ] £ 1 ]

O 5 10 15 20 25 30

Tempo {min)

Fig.15- Curso temporal do efeito de solucdes hiperosmdticas sobre a
tens3o maxima desenvolvida (Tmax) pelo tecido auricular esqguerdo iso-
1ado de rato, em regime de contragdao igsométrica, sob estimulacdo elé-
trica na freguéncia de 64 est./min. Ordenadas: Tmax em porcentagem do
seu valor inicial (valor em t=0 min.). Abscissas: tempo em minutos a-
pés aplicagdo das solugles. Simbologia: (x)- solucdo hiperosmdética de
sacarose:; (e)- solucd3o de Krebs—-Henseleilt {controle); { o)~ solucgdo
hiperosmética de NacCl.
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QUADRO 25—~ a) resultado da andlise de wvaridncia bifatorial comparando
o efeito produzido pela solugdo hiperogmdétfica ( mOsm/1 = 150) de NacCl
com o efeito produzide pela solugdoc controle (Krebs—Henseleitf) sobre
o curso temporal de Tmax (fensdoc mdxima desenvolvida) em LTecido a-
trial esquerdo isoclado de rato, egtimulado eletricamente na frequén-—
cia de 64 est./min.

CAUSAS DE VARIACAO GL F

TRATAMENTOS (A) 1 54,141 k%%
(NaCl,controle)

TEMPO (B) 14 0,886 NS
A X B ‘ 14 4,155 k%%
(a,B) 29
RESTDUO 150
TOTAL 179

b} tegste "t” de Student para comparac¢do enire os contrastes de Tmax
{NaCl x controle ) em diferentes tempos apds aplicaclo das solucdes.

TEMPO (min.) 0 1,5 10 30
NG KKK NS * K

NS- ndo significativo; *- p< 0,05;: *%— p< 0,01; **%x- p< 0.,001.
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QUADRO 26— a) resultado da andlise de varidncia bifatorial comparando
o efeito produzido pela solu¢do hiperosmética ( mOsm/1 = 150) de 8SaA-
CAROSE (8AC) com ¢ efeito produzido pela gsolugdo CONTROLE
(Krebs—Henseleit) sobre o curso temporal de Tmax (tensdo mdxima de-—
senvolvida) ., em tecido auricular esquerdo isolado de rato, estimulado
eletricamente na frequéncia de 64 est./min.

CAUSAS DE VARIACKO GL F
TRATAMENTOS (A) 1 21,883 KKK
(SAC X CONTROLE)

TEMPO (B) 14 0,508 NS
AX B 14 4,060  kxx
(A, B) * 29

RESIDUO 150

TOTAL 179

b) teste "L7 de Student para comparacio dos contrastes de Tmax (SACA-
ROSE X CONTROLE) em diferentes tempos apds a aplicacdo das solugdes.

TEMPO (min.) 0 1,5 10 30
NS NS KK *

NS- ndo significativo; *- p< 0,05; **- p< 0,01; ***- p<0.001.
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rtyole. Finalmenite Tmax decaiu para um valor de equilibrio menor gue ©

valor controle (p<0,001).

b) A soclucgdo hiperosmdética de sacarose, ao contrdrio, aumentou Tmax
atingindo um valor mdximo em 10 minutos, acima do wvalor controle
(p<0,01), decaindo em seguida, para um valor de equilibrio, ainda su-

perior ao niwvel controle (p<0,05).

¢) Comparando o curso temporal de Tmax apdés a aplicacgdo da so0lugao
hiperosmética de NaCl com o curso temporal de Tmax do experimento
controle (aplicacd3o da solucdo de Krebs-Henseleil) observou-se que &
Tmax total desenvelvida durante o tempo considerado foi menor
(p<0,001) na presenga do NaCl hiperosmdélico e apenas negste caso se

observou variacbes temporais de Tmax que inclulam reducao de forga

contrdtil (wvide Fig. 15 e Quadro 25).

d) Comparando o’curso temporal de Tmax apés aplicag¢d@c da solucgdo hi-
perosmética de sacarose, Com O CUrso temporal de Tmax no experimento
controle, observou—-se que a Tmax total desenvolvida durante o tempo
considerado foi maior (p<0,001) na presenca da solucd3c hiperosmdtica

de sacarose.

4.3.2 Blogueio de receplores

Encontram—-se na Tabela XIII, ilustrados na figura 16 médias

de Tmax obtidas da aplicacd3o rdpida e mantida de solucgles hiperosmé—
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TABELA XTII— Influéncia do blogueio alfa-adrenérgico e colinérgico
com fenoxibenzamina (10 uM) e beta-adrenérgico com propranoclol (30
nM) sobre o curso temporal do efeito das =solucBes hiperosmdticas (
mOsm/1 = 150) de NaCl e de sacarose sobre Tmax (fensdo mdxima desen-
volvida). Os valores tabelados correspondem a porcentagens do wvalor
inicial de Tmax, registrados durante 30 minutos a partir da aplica¢do
das solucdes hiperosméticas ou da solucdo controle em tecido atrial
esquerdo isolado de rato sob estimulagio elétrica na frequéncia de 64
est./min. O= numeros entre paré&nteses represenfam 08 erros padrbes
das médias {( EPM)

SOLUCAO CONTROLE NaCl SACAROSE
(n=6} (n=56) {n=6)
TEMPO
{(min.) ‘
0.5 100,00 (0,00) 56,57 (4,94) 96,73 (1,26)
1.0 100,00 (0,00) 43,12 (3,55) 98,54 (2,01)
1.5 100,00 (0,00) 46,12 (3,10) 101,09 (2,71)
2,0 100,00 (0,00) 53,42 (3,08) 106,33 (3,26)
2,5 100,00 (0,00) 60,20 (2.,44) 109,63 (4,71)
3,0 100,00 (0,00) 67,74 (2,42) 113,36 (4,38)
3,5 100,00 (0,00) 74,16 (2,54) 116,51 (5,34)
4,0 100,00 (0,00) 78,55 (3,32) 120,75 (6,06)
4,5 100,00 (0,00) 83,64 (3,24) 124,20 (6,89)
5,0 899,52 (0,48) 89,28 (3,86) 128,30 (6,89)
10,0 29,52 (0,48) 99,46 (4,42) 148,76 (7.,64)
15,0 98,87 (0,72) 92,86 (4,173 151,72 (7,31)
20,0 98,15 (1.25) 85,82 (3.31) 147,89 (6.,40)
25,0 98,15 (1.25) 79,31 (3,68) 144,71 (6,16)
30,0 97,03 (1,91) 78,87 (3,68) 144,71 (6,16)
Tmax

inicial(gf) 0,71 (0,08) 0,70 (0.04) 0,69 (0,05)
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Fig.16— Influéncia do blogueio de receptores alfa—-adrenégicos e coli-
nérgicos com fenoxibenzamina (10 uM) e beta—adrendrgicos com propra-
noleol (30 nM), no curso ftemporal do efeito de solug¢bes hiperosmdticas
(AmOsml = 150) de NaCl e sacarose sobre Tmax (tensdo mé&xima desen-
volvida), em tecido auricular esquerdo isolado de rato, contraindo i-
sometricamente sob estimulacd3o elétrica na frequéncia de 64 est./min.
Oordenadas: Tmax, % tensdo inicial. Abscissas: tempo (minutos) apds a
aplicacdo das solucdes hiperosméticas. Simbologia: os simbolos preen-
chidos se referem aos experimentos efetuados na presenga dos blogquea-
dores. O tipo de solucdo utilizada estd indicado a direita de cada
par de curvas. As barras verticais representam os erros padrdes das

médias.
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ticas de NaCl e de sacarose na presen¢ga de blogueio de receptores a-
drenérgicos e colinérgicos com fenoxibenzamina (10 yM) e propranclol
(30 nM). Ncn§ Ouadros 27, 28 e 29 estdo ilustrados os resultados das
andlises de wvariancia bifatoriais efetuadas para comparacdo dos valo-
res de TmaxX na presenca e na auséncia de bloqueio de receptores. AS
comparacbes foram feitas na solugdo controle (Krebgs-Henselellt) & nas
solucdes hiperosméticas (NaCl e sacarose, A mOsm/1=150). Nestes mes-—
mos quadros estdo ilustrados ainda os resultados dos testes TL” de

gtudent efetuados para comparacdo dos conltrastes.

Das andlises efetuadas, os principais resultados foram o8
seguintes:
a) O blogueio dos receptores alfa e beta adrenérgicos e dos recepto-
res colindrgicos muscarinicos, nao afelou o curso temporal, nem o8

valores absolutos de Tmax, na solugdo controle;

i

b) o curso temporal do efeito da solugdo hiperosméliica ( A mOsm/1
150) de NaCl foi afetado pelo blogueio dos receptores (vide Quadro
28a) . Contudo, no conjunto dos instantes de tempo considerados, Tmax

n3o diferiu entre os dois tratamentos (blogueado X nao—-blogueado) ;
c) a andlise de contrastes revelou que a gueda produzida em Tmax, pe-
la soluci3o hiperosmética de NaCl ndo foil diferente na presenca ou na

ausdncia de blogueio (vide Fig.l1l5; Quadro 28b);

d) o curso temporal do efeito da solugao hipercsmdtica de sacarose
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QUADRO 27— Resultado da andlise de varidncia bifatorial comparando o
curso temporal de Tmax (tensidc mdxima desenvolvida) em tecido atrial
ezncauerdo isolado de rato, em solugdo de Krebs-Henseleit (controle),
estimulado elefricamente na freguéncia de 64 est./min. na presenga ou
nao de blogueio de recepiores alfa—-adrenédrgicos e colinérgicos com
fenoxibenzamina {(10uM) e beta—adrendrgicos com propranolol (30 nM).

CAUSAS DE VARIACAO GL F
BLOQUEIO (A) 1 2,278 NS
TEMPO (B) 14 4,246 Lakar s
A X B 14 1,567 NS
(&,B) 29

RESTIDUO 150

TOTAL 179

NS- nao significativo; *%*- p< 0,001.
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QUADRO 28— &) Resultado da andlise de variincia bifatorial comparando
o curso temporal do efeito de solugdo hiperosmética de NaCl (AmOsm/1
= 150) sobre Tmax (ltensdo mdxima desenvolvida), na auséncia ou nio de
blogueio al fa—-adrenérgico e colindérgico com fenoxibenzamina (10 M) e
beta-adrenérgico com propranolol (30 nM), em ftecido atrial esqgquerdo
igolado de rato, estimulado eletricamente na frequéncia de 64

est./min.

CAUSAS DE WVARIACAQO GL F
BLOQUEIO (&) 1 0,117 NS
TEMPO (B) 14 8,286 HHK
A X B 14 1,802 *
(A,B) 29

RESIDUO 1506

TOTAL 179

b) teste "L7 de Student para comparac3o de contrastes (NaCl—com blo-
queio x NaCl-sem blogueio) em diferentes tempos apdés aplicac3c da so-
lucd3o hiperosmética de NacCl.

TEMPO APCS APLICACAO DA SOLUCAQ
HIPEROSMOTICA DE NaCl{min.) 0 1.5 10 30

NS NS NS NS

NS- nao significativo; *- p< 0,05; ***x- p< 0,001.



QUADRO 29— a) Resultado da andlise de wvariancia bifatorial
comparandoc o curso temporal do efeito de solugdo hiperosmdti-—
ca de SACAROSE ( Amosm/1 = 150) sobre Tmax (tensd3oc mdxima de-
senvolwvida), na auséncia ou ndoc de bloqueioc alfa-~adrendragico
e colineérgico com fenoxibenzamina (10 HM) e Dbeta-adrenérgico
com propranoclel (30 nM), em Ltecido atrial esqguerdo isolado de
rato, estimulado eletricamente na frequéncia de 64 est./min.

CAUSAS DE UARIACAO oL F
BLOQUETO (A) 1 11,318 * K K
TEMPO (B) 14 12,295 X % K
AXB 14 1,240 NS
(A, B) ’ 29

RESTDUO 150

TOTAL 179

b} teste 717 de Student para comparacdo de contrastes (saca~-
rose-~com blogueio X sacarose—sem blogueio) em diferentes fem—
pos apds aplicacdo da solucd3o hiperosmética de SACAROSE.

TEMPO APOS APLICACAO DA SOLUCAO
HIPEROSMOTICA DE SACAROSE {(min.) 0 10 30

NS NS NS

NS- ndo significativo; ***x— p< 0,001.

o8
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nic foi afetado pelo blogueio dos receptores. Embora a andlise de
contrastes tenha revelado diferencas significativas entre preparacbes
blogueadas € nao blogueadas, no conjunto de todas as fregquéncias Io}
blogueio de receptores aumentou o valor de Tmax (vide quadro 29;

fig.15).

4.3.3 Efeito do aumento de osmolalidade com cloreto de colina e do
aumentc da concentracdo de cloreto de cdlcio na solucdo hiperosmdética

de NacCl.

Enncontram-se na Tabela XIV, ilustrados nas figuras 17 e 18
médias de Tmax (tensdo mdxima desenvolvida), ocbhtidas da aplicagd3o rda-
pida e mantida das solugdes hiperosméticas de cloreto de colina e de

NaCl com alta concentracdo de cloreto de cdlcio (vide i1tem 3.3 ¢ e 4

pag.20 , deste trabalho).

No Quadro 30 est3o ilustrados os resultados dos testes i i
de Student realizados para comparacido de contrastes (Quadro 30 b e <)
e da andlise de variancia monofatorial investigando o efeito, sobre
Tmax, da solugdo hiperosmdtica 58 NaCl com alta concentragaoc de clo~-

reto de cdlcio (Quadro 30 a).

Das andlises efetuadas os seguintes resultados foram obti-

dos:

a) A solugdo hiperosmética de cloreto de colina, ao contrdrio do gue
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TARBELA XIV— Curso temporal do efeito de solugbes hiperosmoiicas (
mOsm/1l = 150) de cloreto de colina e de NaCl-com cdlcio aumentado
(7,22mM) sobre Tmax (tensio mdxima desenvolvida) em tecido atrial es-—
guerdo iscolado de rato e estimulado eletricamente na frequéncia de 64
est./min. Os valores tabelados s3o0 as médias de Tmax (¥ do controle)
registrados durante 30 minutos apds a aplicac¢do das solugles hiperos-
méticas. Os numeros entre parénteses sd3o os erros padrdes das meédias

{ EPM) .

SOLUCAO CLORETO DE NaCl COM CacClz2
COLINA AUMENTADO
(n=6) (n=6)

TEMPO (min.)

0,0 100,06  0,0) 100,0 ¢ 0,0)
0,5 94,9 ( 6,1) 76,7 ( 3,4)
1,0 167,6 (10,7) 79,4 ( 2,4)
1,5 115,7 (16,3) 87.7 (1,7)
2,0 121,99 (19,2) 94,9 ( 3,2)
2,5 126,8 (22,9) 101,4 ( 4,5)
3,0 127,6 (22,7 106,9 ( 6,0)
3,5 134,6 (24,7) 112,1 ( 7,8)
4,0 136,1 (23.,5) 116,3 ( 9,1)
4,5 142,3 (26,7) 119,00 ( 9.5)
5,0 145,2 (24, 3) 121,98 (10.6)
10,0 147,0 (24,5) 118,2 (13,0)
15,0 133.,8 (14,0) 106,7 ( 9,8)
20,0 127,1 (13,7} 105,6 ( 8,7)
25,0 126,8 (11,7) 103,0 ( 7.,3)

30,0 126,8 (11.7) 160,7 ( 7,3)
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Fig.17- Influ&ncia da substituigdo do fon sédio por colina, no efeito
da solucgd3o hiperosmdtica ( AmOsm/1 = 150) de NaCl sobre Tmax (tensdo
maxima desenvolvida), em tecido auricular esquerdo isolado de rato
sob estimulacdo elétrica na freguéncia de 64 est./min.0 efeito da so-
lucdo hiperosmdética de sacarose fol incluido para comparacdo. Ordena-
das: Tmax (2 valor inicial). Abscissas: Tempo (minutos) apdés a apli-
cacdo da solucdo. Simbologia: {s)~ solucd3o hiperosmética de NalCl;
(a)- solucdo hiperosmdética com cloreto de colina; {x)—- solucdc hipe-—
rosmética de sacarose
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Fig.18~ Curso tTemporal do efeito da solucgdo hiperosmética de NacCl

(AmOsm/1 = 150) com concentragdoc de cloreto de cdlcio aumentada, sO-
bre a ftensd3oc madxima desenvolvida (Tmax), em tecido auricular esguerdo
isclado de rato, estimulado eletricamente na freguéncia de 64

est./min.0 efeilto da solucdo hiperosmética de NaCl foi incluido no
grdfico, para comparacao. Ordenadas: Tmax (%2 tensdo inicial). Abscis-
sas: tempo {(minutos) apdés a aplicacdo da solucdo. Eimbologia: {e )~
solucdo hiperosmdética de NaCl com cloreto de cdlcio normal (2,21 mM);

()~ solugd8oc hiperosmética de NaCl com cloreto de cdlcio aumentado
(7,22 mM).
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QUADRO 30- a) resultado da andlise de varidncia monofatorial realiza-
da para verificar a existéncia de variag¢do temporal do efeilto da so-
lucdo hiperosmdética de NaCl com concentracdo de cloreto de cdlcio au-—
mentada (A mOsm/1 = 150) sobre Tmax (Lens3o mdxima desenvolvida), em
tecido auricular essgquerdo isoladoe de rato, sob estimulac3o elétrica
na freguéncia de 64 est./min.

caUSAS DE VARIACAO GL F

ENTRE 15 0,0167 NS
DENTRO 80

TOTAL 95

b) resultado do tegte "t¥ de Student realizado para comparacgio de
contrastes entre os efeitos produzidos pela solucdo hiperosmética de
NaCl com alta concentragdo de cloreto de cdlcio e pela soclucao de
Krebs—-Henseleit (controle) sobre Tmax (ftensd3o mdxima desenvolvida),
em tecido auricular esquerdo isolado de rato, estimulado eletricamen-
te na freguéncia de 64 est./min.

TEMPO APGS APLICACAC DA SOLUCAO (min.) 0,5 5 15 30

s NS NS NS

c) resultado do teste "t” de Student realizado para comparacgac de
contrastes entre pontos do curso temporal dos efeitos produzidos pela
solucdo hiperosmdética de cloreto de colina e solugdo controle sobre
Tmax (tens3o mdxima desenvolvida) em tecido auricular esquerdo isola-
do de rato, estimulado eletricamente na fregquéncia de 64 est./min.

TEMPO APSS APLICACEC DA SOLUCAC (min.) 5 30

KX KX
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TABELA XV~ Curvas de recuperagdc e de aumento de Tmax (tensdo mdxima
desenvolvida) obtidas respectivamente dos cursos temporais dos efei-
tos de solucdes hiperosméticas de NaCl e de sacarose (valores obtidos
da Tabela XIZX), no intervalo de 1,5 a 5 minutos apds a aplicacgdo das
solucdes, em tecido atrial esquerdo isolado de ratfto, estimulado nas
frequéncias de 16 e 64 est./min. Estao tabeladas as médias dos valo~—
res individuais de Tmax expressos como porcentagem do maior wvalor a-—
tingido apés a aplicagdo das solucgéles hiperosmdéiticag. O0s numeros en-—
tre parénteses sdo os errosg padrdes das médias { EPM).

SOLUTOS
NacCl (n=6) SACAROSE (n=6)
FREQUENCIAS FREQUENCIAS
TEMPO 16 64 16 64
(min)

1,5 - 51,57 75,44 73,81
(4.,81) (1,60) (3,62)

2,0 - 60,22 77,93 78,99
(3,07) (1,32} (3,63

2,5 61,31 67,07 79,83 80,14
(9,70) (4,72) (0,99) (3,48)

3,0 64,61 71,80 81,34 82,56
(5,24) (4,82) (0,90) (3,26)

3,5 67,66 76,80 82,85 82,56
(4,82) (3,30) (0,69) (3,26)

4,0 70,08 82,61 83,98 85,42
(4,25) {3,58) {(1,05) (2,80)

4,5 72,93 86,33 85,36 88,46
(4,23) (3,06) (0,85) (2,533

5,0 75,05 93,66 86,64 89,22

(4,08) (2,78) (0,875 (2,78)
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Fig.19- Curvas de recuperagdo de Tmax (tensd3o mdxima desenvolvida)
pelo tecido cardfaco isolado de rato em resposta a exposicgao a solu-—
cBes hiperosméticas de NacCl (AmOsm/1 = 150) em duas frequéncias es-
timulatdérias. O0s pontos locados no grdfico foram obtidos a partir da
Tabela XV. Ordenadas: Tmax expresso como porcentagem do maior wvalor
atingido a partir da aplicacd3oc da solucd3o hiperosmética. Abscissas:
tempo em minutos. A linha contfinua corresponde & reta calculada pelo
méftodo dos minimos guadrados, em cada freguéncia: (e )— 64 est./min. ;
v = 11,34x + 37,47 e {(o)— 16 est./min.; v = 5,35x + 41,59.
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Fig.20~- Curvas de aumento de Tmax (fensado mdxima desenvolvida) prelo
tecido cardfaco isolado de rato em resposta a exposicdo a solucdes
hiperosméticas de sacarose ( mOsm/1 = 150) em duas frequéncias esti-
mulatdrias. Os pontos locados no grdfico estao apresentados na Tabela
%¥yU. Ordenadas: Tmax expressa como porcentagem do maior wvalor de Tmax

a partir da aplicagdo da solugao hiperosméiica. Abscissas: tempo em
minutos. A linha continua corresponde a reta calculada pelo método
dos minimos guadrados, em cada freqguéncia: (®)- 64 est./min. ; vy o=

4,86x + 67,11 e (o)- 16 est./min.; ¥y = 3,22x + 71,12.



QUADRO 31- Resultado da comparacdo dos coeficientes angulares das re-
tas calculadas (vide figs. 19 e 20) a partir dos pontos da Tabela V.
A comparacaco fol estabelecida por superposicgdo dos intervalos de con-
fianca para 95 % .

SOLUCAO " FREQUENCIA COEFICIENTE r INTERVALOC DE
HIPEROSMOTICA (est./min.) ANGULAR CONFIANCA
16 5,36 1,0 (3.94 - 6,773
NacCl
64 11, 34 0,99 (9,25 —-13,42)
16 3,22 0,96 (2,72 — 3,73
SACARCSE
64 4,68 0,94 (3,31 - 6,05)

r— coeficiente de correlagdo
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ficientes angulares das retas calculadas pelo méfodo dos minimos gua~

drados, sobre os pontos da Tabela XII

0z resultados obtidos das comparag¢bes efetuadas foram 08 sSe—

guintes:

a) Os valores de Tmax contidos no intervalo de 1,5 a 5 minutos apés a
aplicacd3o da solugdo hiperosmética de NaCl, correspondentes a fasgse de

recuperacdo de Tmax apdés sua gqueda inicial, se ajustaram adequadamen-

7F bid

te a reta v= bx + a , onde "y corresponde ao valor de Tmax, tomado

7” 7

como porcentagem da mdxima tensdo desenvolwvida, x" & o fempo em mi—

nutos apdés aplicagdo das solugles hiperosméticas e "a” e "b" saoc res-—

pectivamente o intercepto e o coeficeinte angular da reta obtida pelo
método dos minimos quadrados (vide quadro 31). Este fato & também
verdadeiro para os valores de Tmax gquando o tecido em estudo € subme-
tido a acdio da solugao hiperosmdéiica de sacarose. Em ambog os casos,

Na¢l e Sacarose, obleve-se um ajuste adeguado a reta nas duas fre—

guéncias utilizadas, 16 e 64 egt./min.;

b) a taxa de recuperacao de Tmax na solucdo hiperosmdética de NaCl foi

maior para a malor freguéncia (vide Fig.19);

c) a taxa de aumento de Tmax na solucdo hiperosméiica de Sacarose nao
variou significativamente com a frequéncia estimulatéria {(vide

Fig.20, Quadro 31).



4.3.5 Variagao da Concentracéé extracelular de NacCl

de osmolalidade.

A Figura 21 reune ilustrac8es dos efeitfos

Tmax pelas solug¢gbes hiperosmdéiicas ({AmOsm/1 =

reto de colina, confrontadas a i1lustracao
mento da concentracgdo de cloreto de sdédio
de do fluide nutriente, nas osmolalidades

andlise destes grdaficos indicou gue:

+

a) O aumento da concentracdo extracelular
mM), reduz Tmax para um valor de 10 a 202
b) a gueda de Tmax produzida pelo aumento
concomitante aumento de osmolalidade, ndo
permanecendo estdvel até o final

peracio,

te da osmolalidade da solucgdo nutriente.

4.4 Estegquiometria da troca Na+/Ca++ no tecido

rato em meio 180 e hiperosmético.

110

sem modificagdo

produzidos sobre

150) de NacCl e de Clo-
do resultado obtido do au-—
sem variacado de czmolalida-

de 300 e de 450 mOsm/1. A

de cloreto de sdédio {98

de seu valor inicial:

da concentracdo de NaCl sem

é seguida da fase de recu-

do experimento, independen-—

cardfaco isolado de
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Fig.21~ Cursos temporais de Tmax (fensdoc midxima desenvolvida) em te-—
cido cardfaco isolado de rato sob influéncia da treca do ligquide de
incubacdo. A— solugd3oc hipercsmdética de cloreto de <colina (450
mOsm/1); B- solug¢do hiperosmdética de NaCl (450 mOsm/1); C- solucdo
com baixa concentracido de NaCl (42,2 mM) e de CaCl2 (0,23 mM) e com
osmolalidade de 300 mOsm/l; D- solugdo com baixa concentragdo de
CaCl2 (0,28 mM); E- solucd3o idem & do item C, com osmolalidade de 450
mOsm/1; F— solug¢do com baixa concentracgdo de CaCl2 (0,35) e osmolali-
dade de 450 mOsm/1l. Todas as variacgdes de concentracd3o e/ou osmolali-
dade s3o0 relativas & soluc¢d3o de Krebs-Henseleit (controle) . As transi-
cdes entre os lfigquidos de incubacdo estdo indicadas na parte superior
de cada grdfico. A seta () indica a mudanc¢a de uma para outra solu-—
c30, efetuada no instante inicial (tempo = 0 min.).
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A 1:abéla XVI ilustra os valores de n calculados a partir do
procedimento descrito no item 3. (e) deste trabalho. No guadro 32 es-—
t3c apresentados os intervalos de confiang¢a para os valores meédios de
n em condicBes iso e hiperosméticas. Os resultados obtidos foram os

seguintes:

a) Em condic¢des isosméticas o valor de n calculado a partir da medi-
cio da tens3o mdxima desenvolvida pelo musculo cardfaco, supondo—se
Um (potencial de membrana) nulo, foi compativel, na preparagdo estu-
dada, com uma estequiometrié de transporte na gual sdo ILransportados

dois fons =d¢dio, para cada fon cdlcio;

b) Em condig¢des hiperosmdéticas o valor de n mostrou-se reduzido (n =

.

1,65), sendoc significativamente menor que o valor de n igual a 2

{(dois) obtido em condigbes isosmdéticas.
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TABELA XVI — Valores de n {(estequiometria do transporte pelo mecanis-
mo de troca Na+/Ca++), obtidos em condicdes iso e hiperosmélticas o
tecido cardfaco isolado de rato. [Cat++]lo e [Natlo correspondem res—
pectivamente as concentracfes dos fons cdlcio e sd6dio na solugao de
Krebs - Henseleit (controle). [Cat+]lo* e [Na+t]o* s3o respectivamente
as concentracdes de cdlcio e sédio na nova solugdo. (N = numero de ex-—
perimentos)

[Ca++]o {Na+lo [Ca++]ox* [Nat+]oX n

2.5 140 0,23 42,2 2,00

2.5 140 0,23 42,2 2,00 I80 (N=4)

2,5 140 0,30 42,2 1,66

2,5 140 0,24 42,2 1,95

2,5 140 0,36 42,2 1,62

2,5 1490 0,38 42,2 1,58 HIPER (N=3)

2.5 140 0,31 42,2 1,75
QUADRO 32 — Intervalos de confianca para n obtidos para verificar se
este inclui o wvalor 2, em condi¢lBes iso e hiperosmdéticas, no tecido

cardfaco isolado de rato. Os cdlculos foram feitos com base nos dados
da tabela XVI.

n {(médio) Intervalo de confianga
1,90 1,66 < n < 2,14 I80
1,65 1,40 < n < 1,91 HIPER

~ intervalos de confianca calculados para 1% de significancia.
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5. DISCUSSAOC

5.1 Andlise tTrifatorial do efeito de solucBes hiperosmdéticas sobre e

tecido cardfiaco isolado de rato.

0s resultados apresentados no Item 4.1 do presente trabalho
foram obtidos a partir do estudo do efeifto de solugles hiperosmdéticas
sobre a forca contrdtil do tecido cardfaco isolado de rato. Neste es—
tudo analisou-se conjuntamente a influéncia de tré&s varidvels, o SO~
luto (NaCl e sacarose), a osmolalidade (doses) e a freguéncia estimu-—
latéria na determinacdo dos valores dos diversos pardmelros {Tmax,

dT/dtmax, TTmax,tD e dT/dtmin) das contracfes individuails.

O0s efeitos produzidos pelos dois solutos nao foram iguais,
na mesma preparacdo bioldgica. De modo geral, o NaCl teve tendé&ncia a
reduzir, e a sacarose a aumentar a forga desenvolvida pelo misculo
cardfaco (vide fig.05; quadro 01).Estes resultados encontram concor-
dancia em inumeros trabalhos da literatura que demonstram reducgao de
forca contrd&til causada pelo aumento da concentracdo extracelular de

NaCl (McDowall et allii, 1955; Philipson et allii, 1980; Mullins,
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1981;: Blaunstein & Nelson, 1982; Lee et allii, 1985) e aumento da
forca contr&til por efeito de solucgles hiperosmdticas de solutos nao
ignicos em tecido cardfaco de mamiferos (Koch-Weser, 1963; Wildenthal

et allii,1969; Crie et allii, 1976; Willerson et allii, 1978).

Além disso, a andlise efetuada revelou o fato ainda ndo des—
crito na literatura, de qgue, para ambos os solutos, em apenas uma das
freguéncias utilizadas fol detectada relacdo de dose~-dependéncia es—
tatisticamente significante (vide fig.0l, quadro 02). Na frequéncla
de 64 est./min. o NacCl reduziu a tens3o méxima desenvolvida (Tmax)
sem alterac3o significativa do tempo total de duracdo das contracdes
(tD) e do tempo para occorréncia da mdxima tensao (tTmax), com conse-—
guente reducgdo das derivgdas temporais mdxima (dT/dtmax) e minima
(dT/dtmin) de desenvolvimento de tensdo. Estes resulfados caractieri-
zaram, nesta frequéncia, efeito inotrépico negativo dose-dependente
das solucdes hiperosmdéticas de NaCl sobre o tecido cardfaco 1isolado
de rato. Ao conirdrio, as solucdes hiperosméticas de sacarose  aumen-—
taram de modo dose-dependente Tmax e dT/dtmax com aumento simultadneo
de tD, produzindo efeito inotrépico positivo, porém em outra frequén-—

cia estimulatdéria (16 est./min.).

0 tempo total de duragdo das contrag¢des (tDh), apresentou um
comportamento ndo trivial. Na frequé@ncia em que Tmax sofreu reducdao
com o aumento da dose, tD nd3o se alterou, mas na frequéncia de 4 e 16
est./min., nas gquais Tmax ndo apresentou variac¢do significativa, tD
aumentou de modo dose-dependente. Este fato permitiu a /identificagéo

inédita, in “"vitro”, de um efeito inotrdépice positivo para o NacCl
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(vide Figs. 05 e 07; guadro 06). Um aumento de 1D, de modo do-
se-dependente, também fol observado na presenca das solugfes hiperos-
méticas de sacarose, porém, de modo independente da freguéncia eslti-
mulatéria, o© que sugere gue esltes aumentos de D para ambos o3 solu-

tos tenham se efetuado por diferentes mecanismos.

O fato de gue a frequéncia estimulatdéria modifica o efeito
de agentes cardicativos j& € conhecido (Koch-Weser & Blinks, 1962;
Koch—-Weser & Blinks, 1963; Endcoh & Schumann, 1975; Siegl & PMcNeil,
1982). Neste trabalho, além da comprovagdo deste fato também para as
solucdes hiperosmdéticas, verificou-se gue o efeifto das doses sobre
Tmax dependeu da frequéncia de modo diferente para cada soluto e que
a relacd3o de dose—-dependéncia existente em uma frequéncia pode nao e-

%igstir em outra (vide £fi1.05 e quadros 01 e 02).

O tTempo para a tensdo atingir o seu mdximo valor (tTmax) foi
o pardmetro menos sujeito a influé&ncia das varidveils estudadas, nao
tendo sido afetado nem pelo soluto nem pela frequéncia, com uma unica
excegdo: na presen¢a das solug¢les hiperosmdéticas de sacarose houve
aumento significativo de tTmax na dose de 150 mCsm/1 e frequé&ncia de
64 est./min. A invariabilidade de tTmax com a frequéncia, observada
no presente Trabalho, encontra apoio em trabalhos anteriores, nos
guals o mesmo resultado fol descrito em tecido cardfaco de gato

(Koch-Weser , 1963} e de rato {(Bassani et allii, 1986).

A andlise das derivadas revelou gue, de modo geral, houve

tendédncia de aumento de "velocidade” de coniragdo e de relaxamentio do
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tecido cardfaco, na presenca das solucdes hiperosméticas de sacarose,
enquanto gue , na presenc¢a das solucgbes hiperosméiicas de NacCl, o e-
feito foi oposto, ou seja, tanto a contracdo quanto o relaxamento se

apresentaram mais lentos (vide figs. 08 e 09).

Finalmente, os resultados obtidos da andlise trifatorial
realizada no presente trabalho (vide item 4.1) sugerem gue as diver—
géncias entre resultados de experimentos ”"in vivo”, descritas na li-

) o pelo menos
teratura (vide Konzeny et allii, 1985), possam, em parte, estar sendo

causadas por miltiplas interac¢Ses das varidveils dose, fregué&ncia e

soluto.

5.2 Relac3o Forga-Frequéncia em tecido atrial esqguerdo de rato na

presenga de solugdes hiperosmdéiicas.

A forca desenvolvida pelo tecido cardfaco "in vitro” & for-
temente influenciada pela frequ&ncia ou ritmo ao gual o tecido esteja
sendo submetido (Benforado, 1958; Hoffman & Kelly, 1959; Blinks &
Koch-Weser, 1961; Meijler, 1962; Meijler et allii,1962; Koch—Weser,
1963; Koch-Weser & Blinks, 1963; Kedem et allii, 1969; Manring & Hol-
jander, 1971 ; Anderson et allii, 1973; Forester & Maniwood, 1974; An-—
derson et allii, 1976; Pidgeon et allii, 1980). A demonstracdo pré-—
via, neste trabalho (vide item 4.1), de que a frequéncia modifica o
efeito inotrépico das solucdes hiperosméticas sobre o tecido cardfaco

isoclado de rato, e a aparente inexisténcia de dados sobre este assun-
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to na literatura, moltivaram o estudo detalhado da relagdo entre a
forca desenvolvida pelo tecido -cardiaco e a frequéncia estimulatdria
na presenca das solug¢des hiperosmdticas de NaCl e de sacarose (vide

item 4.2 deste Trabalho).

A tensdo desenvolvida pelo misculo cardfaco isoclado de rato

varia drasticamente com a frequéncia estimulatdéria (Blinks &
Koch-Weser, 1963; Lakatta et allii, 1985; Bassani et allii, 1986) .
Diferentemente do que ccorre em oufras espdécies animais, o rato a

relacio Tmax—frequéncia & monot&nica decrescente, ou seja, Tmax dimi-
Aaui a medida que a frequéncia aumenta (Benforado, 1958; Hoffman &
Kelly, 1959; Forester & Maniwood, 1974; Allen & Kurihara, 1980). Este
inotropismo negativo caugado pelo aumento da frequéncia € ainda um
assunto nao resolvido. Por um lado hd guem proponha gue a gqueda de
Tmax seja causada por escassez de algum componente energético que ndo
pode ser reposto entre duas contrac¢des, nas freguéncias mals altas
(Henry, 1975), ou mesmo por insuficiéncia do préprio suprimento de o-
Xxigénio na preparaclc isolada (Blinks & Koch-Weser, 1963). Por outro
lado, tem sido apoiada a hip6tese de que a relacdo Tmax-frequéncia
seja dependente da concentracdo extracelular de fons cdlcio. Forester
& Mainwood (1974) relataram gue a reducgdo da concentracdo extracelu-
lar de fons cdlcio, de 2,5 para 0,3 mM faz com gue surja uma fase as-

cendente na relacdoc Tmax-freguéncia em miocdrdio isolado de rato.

Mailis recentemente, Orchard & Lakatta {19853, utilizando a
técnica de estimacdo da concentragdo intracelular de céicio por meio

da fluorescé&ncia da aguorina, mostraram que o aumento da concentracgdo
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extracelulayr de cdlcio para‘niveis bem acima do fisiocldgico elimina a
gqueda da tensdo desenvolvida pelo misculo papilar de rato, causada
pelo aumento de frequéncia. Estes aultores, embora demonstrandc a im-—
portancia da influéncia da concentracdo extracelular de cdlcio de ma-
neira inversa daquela apontada por Forester & Mainwood (1974) defen—
dem a i1déia de que a relacido Tmax—frequéncia dependa, em Ulftima and-
lise, da concentracdo intracelular de fons cdlcio, e nao diretamente

de ocutros fatores como dosuprimento metabdlico e/ou de oxigé&nio.

0 blogueio dos recepliores alfa e betaAadrenérgicos e dos re-
ceptores colinérgicos muscarinicos, na presenca da solucd3o controle,
realizado neste trabalho, possibilitou a determinac¢do da relagdo for-—
ca-frequéncia sem interfgréncia dos neurotransmissores {(noradrenalina
e acetilcolina) presentes na preparag¢do. Era de se esperar dJue, no
tecido atrial, a estimulac3o produzisse liberacdo destes neurotrans-
missores e gue o efeito resultante fosse um inotropismo negativo con-
siderando—se a grande densidade da inervagéo celinérgic do tecido au-
ricular (Koch-Weser % Blinks, 1963). No entanto, observou—se gue, nas
condicSes estabelecidas (estimu;agéo elétrica com tensdo apenas 20%
acima da tens3o limiar), a liberac¢do de neurotransmissores nao alte—
rou significativamente a forca de contrac¢do. N3o se observou nenhuma
alteracdo na forma das curvas “parametro”-frequéncia (vide guadro
15). Além disso, ndo foram afetados Tmax e tD. Curiosamente, no en-—
tanto, obserwvou—-se aumenifo de TTmax nas preparacbes pré-tratadas com
fenoxibenzamina e propranolol. E provdvel que este aumento tenha sido
causado pela eliminacd3o de possiveis efeitos da noradrenalina e/ou da

acetilcolina, liberadasdo tecido pela estimulagdo elétrica, agentes
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estes que atuam reduzindo tTmax (Koch-Weser & Blinks, 1963). Neste
caso um efeito inotrépico negativo pdde ser detetado por uma qgueda de

dT/dtmax {(vide f£ig.13).

0z efeitos produzidos pelas solugles hiperosmdéticas de NacCl
e de sacarose sobre a relacdo forga-frequéncia foram diferentes. Le-
vando—-se em conta o comportamento dos parédmetros Tmax e tD, houve
tendéncia de efeito inotrdpico positivo do NaCl nas frequéncias de 8
a 32 est./min. {(vide figs. 10 e 12) e efeito inotrdpico negativo para
frequéncias acima de 32 est./min. Por-outro lado, a solug¢do hiperos-

' . . efeito,
mética de sacarose produziu apenas efeito inotrdépico positivo. Este,
caracterizado pelo aumento de Tmax e dT/dtmax com relacdo as curvas
obtidas na presencga da sglugéo controle, foi crescente até a frequén-
cia de 32 est./min., a partir da gual comegou a decair. Contudo, a e~
levacdo geral de tD sem nenhuma reducdoc de Tmax e de aT/dtmax abaixo
do nivel controle caracterizou um efelito inotrdpico positivo para a
solucdo hiperosmdética de sacarose no copjuntc geral de frequéncias. E
interessante notar que a frequ&ncia na qual o tecido cardfaco de rato
apresentou maior resposta (avaliada pela medigd3c de Tmax) as solucgdes
relativamente

hiperosméticas (vide fig. 10,B) foi,altaacima de 32 est./min., nao
coincidindo com o ponto de m&xima resposta as catecolaminas (freq. de

6 est./min.), 34 descrito por outros autores {Henderson et allii,

1969) .

Encontrar a frequéncia dtima para acdoc inotrdpica de subs-—
tancias cardiocativas 34 foi preocupacdo de viricos autores (Koch-Weser

2 Blinks, 1962; Endch & Schumann, 1975; Seigl & McNeill, 1981y . Apa—
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rentemente os ¢feitos das diversas substancias sdo detectados prefe-
rgncialmentia em determinadas frequéncias (Endoh & Schiimann, 1975). A
metoxamina, por exemplo, possuil efeito inotrépico positivo gue se .
pronuncia apenas em frequéncias baixas, mas em altas frequéncias a-
presenta efeito depressor da contratilidade (Endoh & Schiimann, 1975).
0 estudo da resposta inotrdpica de vidrios agonistas em vdrias fre-—
guéncias estimulatdrias tem possibilitado a distingdo entre os meca-
nismos utilizados para controle da forga de contracd3o cardfaca em di-
ferentes espécies animals (Endoh & Schiumann, 1975; Siegl & McNeill,

1981) .

No presente trabalho ficou demonstrado que o efeitos das so-
lucBes hiperosméticas de NaCl e de sacarose g3o0 também potencialiliza-
dos em determinadas frequé&ncias. Como no caso do efeito inotrdpico da
metoxamina (Endoh & Shumann, 1975), a solugdo hiperosmdética de NaCl
exibiu aumento de forca nas baixas e redugéo de forcgca nas altas fre—

guéncias.

Uma guestdoc naturalmente apreséntada para se discutir o e~
feito inotrépico das soluc¢des hiperosméticas € guanto ao seu efeito
cronotrépico. Como as solugdes hiperosméticas afetariam a freguencia
espontanea wuma vez gque modificag¢bes na frequdncia também modificariam
a forca? Este assunto € também controverso, guando se observa dife-
rentes espécies animais, contudo Bassani et alliil (1983) determinaram

ve

. . . . ) 9 » - .
em tecido auricular direito isolado de rato,hsolugces hiperosméticas

tanto de sacarocse qguanto de NaCl exercem efeito cronotrdépico negati~-
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vo. Neste caso, para ambos os solutos, a redugdo de frequéncia cspon-
tanea a partir da freqguéncia normal (300 contracgdes/minuto) levaria a
uma potencializacdo do efeito inotrdpico (vidé fig.1l0 neste ftraba-
iho). No entanto, a reducgdo de frequéncia produzida por estes solutos
6 relativamente pequena (60 a 70 contragdes/minuto) o que ndo Beria
suficinte para eliminar o efeito inotrdépico negativo da solucdo hipe-—

rosmética de NacCl.

5.3 Curso temporal do efeito de solugles hiperosméticas sobre o teci-

do auricular esqguerdo isoclado de rato.

Identificadas uma dose e uma freguéncia nas quails se obteve
claramente efeifto inotrdpico negativo para © NaCl e positivo para a
sacarose, pStde-se estudar os fatores envolvidos na génese do efeito

das solucdes hiperosméticas de NacCl.

A determinacdo do curso temporal do efeito das solucdes hi-
perosméticas trouxe informacdes importantes, em especial para o estu-
do da solucdo hiperosmética de NaCl. O conhecimento de que & resposta
a uma mudanca rdpida e mantida da solugdo controle do banho para uma
soluc3o hiperosmética de NaCl produz uma resposta oscilante no tempo,
gque inclui uma gueda rdpida de Tmax para cerca de 50% do seu wvalor 1i-
nicial, seguida de recuperac¢do e, posteriormente, estaﬁilizagéo em um

valor final que, na frequéncia de 64 est./min., fica abaixo do nivel
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controle, & de grande import@ncia para a padronizacdao de futuros ex-
perimentos. A tomada das medigaes\lO minutos apés a aplicacdo do NacCl
indicaria inexisténcia de efeito inotrépico na frequéncia de 64
est./min. (vide fig. 10), enguanto que 8 minutos antes ou 5 minutos
apés, seriam encontrados efeitos inotrdépicos negativos com magnitudes

rotalmente diferentes.

aumentar a osmolalidade por aumento da concentracdo de NacCl
da solucdo, implica no estabelecimento de pelo menos dois fatores an-—
tagdnicos, 134 estabelecidos na literatura, para producao de efelito i-
notrépico sobre o miisculo cardfaco: o aumento da concentragao extra-
celular de Naﬁf%/que tenderia a reduzir a forga de contrac¢ao {(Mul-
lins, 1981; Blaustein & Nelson, 1982) e o aumento de osmolalidade,
que por sua vez, tenderia a aumentar a forga contrdtil (Koch—Weser,
1963; Wildenthal et allii, 1969; Crie et allii, 1976; Willerson et
allii, 1978)). A acd3o simult@nea destes dois fatores poderla causar
uma variagdo temporal transitéria compatfvel com agquela descrita no
presente trabalho (vide item 4.3). A observacgdo da figura 14, sugere
gue uma vez gue no infcio da aplicacgdo da solucao hiperosmética o e~
feito osmético sobre Tmax & pequeno, predominaria o efeifo inotrdpico
negativo do aumento da concentracdo extracelular de Nat. A medida que
o efeito osmético se tornasse maior ( a partir do segundo minuto) uma
mudanca no comportamento se estabeleceria iniciando a fase de recupa-
racdo de Tmax. O equilibrio entre os fatores antaglnicos definiria o

valor final de regime.

A i1déia de que a fase de recuperacdo da resposta inotrdépica
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3s solucBes hiperosméticas de NaCl estaria sendo causada pelo efeito
osmético 3& foi considerada anteriormente por outros autores (Tillish
g Langer, 1974) e foi descartada em favor da hipétesei&ue a recupera-
cd3o da forca seria determinada pelo aumento da concentracédo intrace-
lular de Na+. 0s autores puderam demonsgtirar que, nesta fase, héd au-
mento do influxo de fons sdédio, ¢ gque causaria, posteriormente, m
aumento da concentragdo intracelular de fons cdlicio e, conseguente-
mente, da tensdo desenvolvida pelo miscule cardfaco. Foi relatado
ainda, gque a taxa de recuperacdo da tensdo aumentava a medida qgue
houvesse éumento da freguéncia estimulatdéria, fato qgue fol considera-
do como apoio & i1déia de qgue fons sddio entrande a cada coniracado
produziriam elevacdo da atividade intracelular de sédio reduzindo a
safda de fons cdlcio (Tillish & Langer, 1974; Orchard & Lakatta,

1985) .

No presente trabalho, a taxa de recuperag¢do de Tmax obtida
em miocdrdio isolado de rato, sofreu elevacdoc com o aumento da fre-
guéncia estimulatdria ( vide fig. 19), sugerindo também, depend&ncia
da quantidade de fons sdédio adentrando a célula a <cada contragdo.
Contudo, um fato inédito detectado foi que a recuperacdo de Tmax sé
ocorreu guando o aumento da concentracgdo extracelular de NacCl foi
acompanhado de aumento concomitante de osmolalidade (fig. 21). Isto
pode estar sugerindo gue o mecanismo de transporte responsdvel pelo
influxo de Cat+ subsequente ao influxo de Na+t seja dependente da os-—
molalidade do meioc. Com isto sugere-se que estudos futuros da relacgdo
sédio-cdlcio, com incremenios na concenirac¢do extracelular de sédio,

sejam realizados em condi¢bes hipo, iso e hiperosmélicas.
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0 efeito inotrdpico negativo inicial causado pela solugao
hiperosmética de NaCl foi de grande intensidade e duragdo (vide fig.
10 ). Um efeito de tal magnitude (reducdo de 50% da forga e recupera-
c3o s6 apés 5 minutos) cerfamente teria influéncia marcante nos parid-
mefros cardiovasculares se presente no animal vivo. Por esta razao e
pelo interesse no potente efeilto inotrdépico negative de uma Substan-
cia gue estd presente em grande guantidade no organismo, procurou—se
determinar nao sé possiveis fatores que estariam agindo na fase de
recuperacio de Tmax, como também possivels responsdvels péla gueda de

Tmax.

0 candidato natural a responsdvel pela gueda inicial de Tmax
apés aplicacdo das solugbes hiperosmdéticas de NaCl, seria o aumento
da concentracio extracelular de Na+t. Eéta hipétese fo1i apoiada, no
presente trabalho, com base nos seguintes dados: a) a gueda de Tmax

nervosas
nio foi causada por liberac3o de acetilcolina das terminacbes, exls-
tentes na preparacio, uma vez gue, o blogueio dos receptores colinér-
gicos muscar inicos com fenoxibgnzamina ndc abeoliu a resposta {vide
fig.16); b) a substituicdo do cloreto de sd6édio por cloretoc de <colina
aboliu a queda de Tmax (vide fig.1l7); e c) o efeito inotrdépico nega-

tivo da sqlucéo hiperosmética de NaCl foi dependente da quantidade

relativa entre os dois fons sédio e cdlcio (vide figs. 18 e 21

Com o blogueio dos receptores alfa e beta adrenérgicos e co-
linérgicos pbdde-se mostrar que a gqueda inicial de Tmax na presencga do

NaCl nio foi causada por agdo da acetilcolina e gue © aumento de Tmax
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por influéncia da solucdo hiperosmdética de sacarose ndo foi causado
por acdo da xﬁoradrenal?na liberada pela preparacao. Contudo, um efeil-
to depressor da forcga contrdtil, provavelmente causado pela acetilco-
lina, foi constatado a partir de 10 a 15 minutos apés aplicagdo das
solucdes hiperosméticas de sacarose. Este efeito ndo foil significati-
vo no caso do NaCl, mas foi altamente significative no caso da saca-
rose (vide fig. 16). £ importante notar, no entanto, que o efeito i-
notrépico positivo do aumento de osmolalidade ocorreu em preparacgbes
que nio sofreram pré-tratamento, mesmo na presenc¢a de uma possivel a-

c3o colinérgica no sentido de reduzir a forga contrdatil.

Embora o aumento de osmolalidade pareca ser necessdrio para
ocorréncia da fase de recuperac¢do apés aplicacdo da solugdo hiperos-
mética de NacCl, o aumento de Tmax apdés aplicagdo da solugdo hiperos-
mética de sacarose parece se processar por um mecanismo diferente, u-
ma vez que a taxa de aumento de Tmax, neste caso, fol independente da
frequéncia (wvide £ig.20). Isto sugere gque a recuperac¢do de Tmax, apdés
a aplicacdo da solucd3o hiperosmética de NaCl, se processe de maneira
mais complexa do gqgue a simples adigdo dos efeitos inotrdpice negativo
do aumento da concentracio extracelular de fons sdédio, e positivo do

aumento de osmolalidade.

5.4 Estequiometria da troca Nat+/Cat++ em tecide cardfaco isolado de

rato.

0 mecanismo de troca sédio-cdlcioc se constitul em importante

fator para a homeostase do <cdlcio celular (Rlaunstein & Nelson,



1982), tendo como principal funcdoc retirar cdlcio do interior das cé-
lulas (Mullins, 1981; Blaunstein & Nelson, 1982). Contudo, operando
no chamado “modo reverso” a troca Na+/Ca+t+ € responsdvel por um tergé
do aporte de cdlcio necessdrio para a contragdo do misculo cardfaco

(Mullins, 1981).

A partir da proposta inicial de Wilbrandt & Koller (1948) de
gue doig fons sdédio, para cada fTon cdlcio s30 transportados através
da membrana celular cardfaca pelo mecanismo de fLroca Nat/Ca++, e das
jeis cléssicas da termodindmica pdde-se determinar uma relacgdo (vide
ijtem 1 deste trabalho) entre as concentracgées intra e extracelular de

~ usada
MNa+ e de Ca++, levando-se em conta gue a energla para o transporte

seja o préprio potencial‘eletroquimico do {fon sdédio {(Mullins, 1981;

Biaunstein & Nelson, 1982).
No caso esgpecifico de transporte nd3o eletrogénico a relagac

entre as concentracbes intra e extracelular de Na+ e Ca++ se reduz a

equacdoc (3) gue pode ser reescrita como:

[Catt+lo [Cat++ 11

~~~~~~ = (@)

Tem sido demonstradeo (Wilbrandt & Koller, 1948; Katz, 1875)
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que. a tensd3o mdxima (Tmax) desenvolvida pelo miusculo cardfaco isolado
=S Qrcporcicuzal 4 relacgido [Ca++}o/({Na+]of'_ Por outftro 1lado, vdrios
pesguisadores (Philipson et allii, 1980; Nishimote, 1980; Kadoma et
allii, 1981 ; Mullins, 1981l; Reever & Hale 1984) tem defendido que o
transporte €& feito de modo eletrogénico com n maior do qgue 3 ( tipi-

camente 4 Na+ / 1 Cat++).

No presente trabalho, o aumento da concentracdo extracelular
de fons cdlcio visando manter constante a relacgdo [Cat+]o / {INa+]o)
durante a aplicacdoc da solucido hiperosmética de NaCl, produziu um re-
sultado diferente do esperado: a "eliminacdo ” do efeito da troca
Na+/Ca++ deveria produzir um valor final de Tmax préximo daguele ob-
tido com a solugdo hipergsmética de cloreto de colina ou de =acarose
(vide figs. 17 e 18), considerando que o efeito osmdético, por =i s6,
nao alterasse o transporte. Como o valor final de Tmax fol menor qgque
o valor esperado foram desenvolvidos experimentos cujos resultados
estdo apresentados na tabela XVI, quadro 32, visando verificar, a es-
teqgquiometria do processo de transporte de Nat+ / Cat+ em condig¢gdes 1so

e hiperosméticas (vide item 3.8 f, pag. 38, deste trabalho),

Os resultados obtidos (vide item 4.4 deste trabalho) aponta-
ram uma reducdo no niumero de fons Na' transportados, para cada fon
cdlcio, qgquando a solucgdoc gue banha o tecido € feita hilperosmdéti-
ca. O mecanismo pelo gual este valor foi alterado ndo pode ser des-
crito com os dados disponivels no presente frabalho. Este resultado
sugere fortemente gue pesqguisas futuras sejam realizadaé para eluci-

dacdo deste fato, uma vez gue, apareniemente o comporiamento de um
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mecanismo de grande importdncia na regulacdo das concentragles celu—
g haat .

lares de Na e de Ca, em especial nas células cardfacas parece estar

sendo afetado na condigido de hipercsmolalidade, situacdo gue é im—

posta em diversos tipos de tratamentos, em especial no tratamento do

chogue hemorrdgico com s0lugdes hiperosmdéticas de NaCl, e pode ainda

estar presenie no organismo, fisiologicamente ou causada por indme—

ras patologias.

Finalmente, de volta ao problema qgue motivou o presente Tra-
balho, pode—se coméntar, a titulo de especulacdoc, gue se hd aumento
de inoiropismo, avaliado pela medida da pressdo diferencial, durante
o tratamento do chogque hemorrdgico com solugdes hiperosmdéticas de
NaCl (Velasco et allii, 1983), este aumento ndo deve estar sendo cau-

sado por acgd3o direta da solugdc hiperosmética de NacCl.
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6. CONCLUSOES

Com base no egtudo do efeito inotrdpico das solucgles hipe-
rosméticas (SH) de NaCl, em tecido atrial esquerdo isolado de rato, e
visando o objetivo especifico do presente trabalho, concluiu—-se gue,

na preparagd3oc estudada:

1- O efeito inotrdpico dazs SH de NaCl é altamente complexo envolvendo
dependéncia da frequ@ncia estimulatdria, da osmeolalidade, do tempo
apés aplicacgdoc e a necessidade de medig¢d3oc de vdrios pardmetros da

contrac3oc para sua adegqguada caracterizacd3o;

Z2— As SH de NaCl podem produzir efeito inotrdpico negativo ou positi-
vo, dependendo da frequéncia estimulatdéria e da osmolalidade da
sclucdo, para frequéncias de 1 a 256 est./min. e osmolalidades de
350 a 500 mOsm/1. Nestas mesmas faixas de fregu@ncias e osmolalli-~-
dades as SH de sacarose apresentam efeito inotrdpico sempre posi-
tivo. Relacgdes de dose—dependéncia s3o condicionadas &8 freguéncia

para ambos o8 solutos;

3- Transitoriamente as SH de NaCl podem produzir rdpida e pronunciada
reduc3o {de até 50% do wvalor inicial), seguida de uma fase de re-—

cuperacgdo da fensdc mdxima {Tmax)} desenvolvida pelo tecido. A re-
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ducdo inicial de Tmax é causada pelo aumento da concentragd3c ex-—
terna de Yons Na+. A fase de recuperac¢do, por sua vez, tem suUa o~
corréncia condicionada ao incremento de ocamolalidade produzido pe-—

la aplicac3o da SH de NaCl;

2 hipercosmolalidade reduz a estequiometria da troca Nat/Cat+t, o
que significa uma redugdo no numero de fons Na+ para cada fon Catt
transportado, podendo influir no efeito inofrépico das S8H de

NaCl.
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APENDICE: DI SPARADOR PROGRAMAVEL - DP 1.1 -

A forca desenvolvida pelo midsculo cardfiaco iscolado depende
da frequéncia e do ritmo estimulatdrio a que estd submetido (1, 2,
3). Porisso, visando o controle experimental, em estudos da atividade
contrdtil cardfaca, os pesquisadores tem feito o usc de estimuladores
programdveis (e. g. Bloom Ass.mod. 30 ) e/ou do acoplamento de dois
ou mais est imuladores com circuitos elétricos adicionais. Em ambos os
casos, contudo, a solugdo torna—se despendiosa e pouco flexivel.

Neste apé&ndice serd descrito um instrumento, denominado DIS-
PARADOR PROGRAMAVEL, projetado e construido para controlar © processo
de distribuicdo temporal de estimulos eléiricos a preparagbes biold—
gicas.

0 controle preciso do processo de estimulagdo era primor-—
dial, no presente trabalho, para garantir a reprodutibilidade dos ex-
perimentos biocldgicos. Além disso, para a realizagdo da relac¢ao for-
ca~freguéncia tornou-se imprescindivel a construcd3o do DISPARADOCHR
PROCRAMAVEL , uma vez gue ndo se pdde encontrar no mercado nacional
nenhum eguipamenio gue possibilitasse a realizacdo dos experimentos.

A wers3o DP 1.1 apresentada a seguir inclui recursos que ndo
estavam disponiveis guando o eguipamento foi utilizado pela primeira
vez. Esta versdo foi resultante do trabalho de iniciagd3o cilentifica
proposto ao aluno ELMAR FONSECA RODOVALHO JUNIOR e do trabalho de a—
poio técnico do Engo. ALEXANDRE HENRIQUE HERMINI. Deste modo, prefe—
riu-se apresentar a versdo mais atual que contém documentacdo técnica
("Hardware” e "Software”) bem organizada, que pode ser solicitada ao
autor. A versdo inicial continha apenas as rotinas bdsicas necessd-
rias para a realizacdo dos experimentos bioldgicos e foi projetada e
construfda pelo autor deste trabalho, com apoio do professor EDUARDO
TAVARES COSTA.

Al. Descric3oc do Disparador Programdvel,mod.DP 1.1
Al.1l "HARDWARE”

A Figura A0l contém um diagrama geral do Disparador Progra-
mavel, dividido em 4 blocos (de A a D) gue serdo descritos a seguir:

BLOCO A: Este bloco € composto pela Unidade Central de Processamento
(UCP) INTEL 8085A. Esta UCP possui barramento de dados de 8 bitls e de
enderecos de 16 bits, podendo enderecar diretamente 64 KBytes de me-
méria e até 256 dispositivos de entrada e safda. A UCP 8085A possul
ainda um barramento de controle para sincronismo da UCP com disposi-
tivos externos e um repertdério de 4 interrup¢des mascardveis por



"snftware” e uma ndo mascardvel. O oscilador {cristal) ugado nesta
versio para sincronismo das operacdes do procesador foil de 6,144 MHz,
possibilitando um tempo de execugdo de instrugdes de 1 a 3 us.

BLOCO B: Ne=mte bloco se encontram esquematizados os doils tipos de me-
méria utili=ados no DP 1.1. Existem disponiveis 2 Kbytes de memdria

fixa (EPROM - "Erasable Programable Read Only Memory”, mod. 2716~ In-
tel Co.) e 1 Kbyvtes de memdria voldtil (RAM - "Random Access Memorvy”,
mod. 2114 — 1Intel Co.). Na primeira encontram-se todo o "software” de

controle do instrumento e og programas utilitdrios do sistema. A me—
méria voldatil € usada como drea de dados do sistema e como drea de
armazenamento de programas escriitos pelos usudrios.

BLOCO C: Este bloco é composto basicamente por uma interface de en-—
trada e saida de dados, a PPI("Programable Peripheral Interface”)
mod. 8755, TIntel Co. Esta interface € usada para comunicacgao do mi-
croprocessador com os equipamentos (no caso especifico deste trabalho
o estimulador eléfrico e o osciloscdépio) a serem acionados pelo DpP
1.1 e com o dispositivo de entrada por onde o usudrio fornece dados e
programas {(chaves do painel frontal do instrumento).

A PPIBZ255 possuil 24 linhas paralelas de enirada e safda di-
vididas em Trés portas A,B e C. As portas A e B possuem 8 bits e a
porta C é constituida de dois blocos de 4 bits cada. Estas portas po-
dem ser programadas como entrada ou safda separadamente. Existem ITrés
modos bdsicos de programacdo: modo 0 — as portas A, B e C trabalham
como entrada e safda; modo 1 — as portas A e B funcionam como etrada
ou saida e & porta C formece o0s sinaisg de controle desas portas; modo
2 - a porta A serd um barramento bidirecional de dados e a porta C
serd utilizada como controle da porta A. A porta B ndo € wutilizada
neste caso. No DP 1.1 a PPI8255 estd programada no modo 0. A conexao
com o8 periféricos estd i1lustrada na figura A0Z2.

BRLOCO D: Este bloco é composto pelo ponto de "reset” e pelas inter—
rupcdes.0 "reset” faz com que o sistema seja reinicializado a partir
da colocacdao do valor zero no apontador de instrugdes. No DP 1.1 e}
"reget” pode ser acionado por meio de um “pushbotton” guando se dese-—
jar e é sempre acionado quando o equipamento € ligado ("reset” auto-
matico).

Foram utilizadas trés das interrupc¢les mascardveis do 80852
(RST5.5,RST6.5 e RST7.5) para acionamento dos trés modos de operagdo
disponiveis no DP 1.1 (os modos de operacgdo serdo descritos, neste a-
péndice, na descricdo do "software” do sistema). A interrupcd@o "TRAP”
foi usada como sinal para sincronizar o DP 1.1 com sinals externosgs.

Rufdos de acionamento espiurio das chaves foram eliminados por
"asoftware” {"debouncing” por "software”).
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Fig. A0l - Diagrama em blocos do Disparador Programdvel (DP 1.1)
A—- Processador Central; B- Memdrias; C—- Entradas e safdas; e D-

"Reset”, sincronismo externo e selecionamento do modo de operacdo. A
saida 07, nesta figura, estd conectada ao "trigger” de um estimulador

elétrico.
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Fig.A02 - Configuragdo de enderecos da Interface PPI 8255 ("Programa-—
ble Peripheral Interface”, mod.8255), utilizada no DP 1.1, programada

no modo 0 (zero).



Al.2 "SOFTWARE”

¢ "software” disponivel no-DP 1.1 permifte gue o instrumento
trabalhe em Lrés modos de operacio {(modo 0, modo 1 e modo 27, nos
quais o processador central passa a executar tarefas totalmente dis-
tintas atendendo a trés classes diferentes de necessidades dos usua-
riocg. O "sof tware” residente estd dividido em guatro partes:

a) PROGRAMA MONITOR ~ SUPERVISOR

Este programa € acessado sempre gue ocorrer um “resel”. A
partir daf ele ird processar a inicializac¢d3o do sistema zerando todos
os "flags” e inicializando as varidveis utilizadas nos outros progra-
masg, o apontador da pilha ("stack - pointer”™) e programando a
PPIB255. Ao ocorrer uma interrupcgd3o o monitor-supervisor desvia O
controle para a parte do "software” gque trata do modo de operacdo de-
se jado.

b) PROGRAMA DE CONTROLE DO MODO O

Neste modo de operac3o o usudrio pode utilizar uma série de
programas previamente armazenados na meméria fixa do instrumento. Es-
ta parte da memdéria € reservada ao modo 0 e o DP 1.1 ndo permite gue
o usudrio a modifigue durante gualguer operacdo. O "software” do modo
0 estd dividido em duas partes: 1) rotina de selegdo de programas e
11) programas utilitdrios. Ao ser acionado o modo 0 o seguinte algo-
ritmo é processado:

1- Inicio
Enquanto © modo de operacio € 0 (zero)
1.1 se a intervrupcgdo 7.5 &€ acionada, entdo
1.1.1 1& chaves do painel
1.1.2 se o dado é wvdalido, entido
1.1.2.1 calcula endereco do programa
1.1.2.2 inicia a execugdo do programa
1.1.3 se o dado nao &€ wvalido, entac .
1.1.3.1 aciona a rotina de erro, volta ao inicio
1.2 se a interrupgdo 7.5 nd8c for acionada, entdo
1.2.1 fica em estado de "wait”
Z— Fim

c} PROGRAMAS DE CONTROLE DO MODO 1

Este modo de operacgaoc foi desenvolvido para dar ao DP 1.1
maior versatilidade. Neste modo, o usudrio pode elaborar seus proé-
prics programas escritos em uma liguagem especialmente desenvolvida
para facilitar a implementac8oc de programas para controlar ¢ processoc
de estimulacdo elétrica & preparagdes bioldgicas (Linguagem para Es-



timulacao Cardfaca, LEC). Para compor esta linguagem foram desenvol-
vidos cinco grupos de comandos: a) comandos de atribuigdo; b) coman—
dos aritmét icos; c) comandos de repeticdo; d) comandos de geracao de
pulsos; e) comandos de geragdao de atrasos.

Oz comandos de atribuigdo permitem a colocagac de valores
em 3 locacBes da meméria voldtil (meméria do atraso 1, memdria do a—
traso 2 e memdria do ritmo bdsico). O usudrio pode atribulr valores
no intervalo de 0 a 65535 qgue irdo representar atrasos expressos em
milissegundos.

A meméria do ritmo bdsico é usada para se definir o interva-
lo padrio entre dois pulsos para estimulacdo, e as memérias dos atra-
sos 1 e 2 utilizadas para determinar os tempos de ccorréncia dentro
do ritmo bdsico.

Com o3 comandos aritméficoes o usudrio pode programar incre-
mentos e decrementos dos atrasos variando de 1 a 255 e somar os con-—
tettdog das memdrias dos atrasos.

os comandos de repetigd3o permitem a c¢riacdo de lacgos
("loops”) no programa. Existem duas condigbes gue podem ser impostas
para os comandos de repeticdo, uma delas é o numero de vezes gque o
laco serd executado e a outra € um teste de comparacdo entre os atra-
sos 1 ou 2 & o valor definido no argumento. O laco pode ser executado
até gue o conteutdo da meméria do atraso 1 seja malor gue o conteudo
da memSria do atraso 2.

O0s comandos de geracdo de pulsos sd3o agueles qgque produzem
pulsos na saida do DP 1.1 para disparo do eqguipamento a ser controla-
do (estimulador, osciloscépio, etc). Nesta classe de comandos existem
aqueles que geram de 1 a 4 pulsos e agueles gue geram um pulsoc segui-
do de um atraso que é igual ao valor colocado, pelo usudrioc, na memé—
ria do ritmo bdsico. ’

0s comandos de geracd3o de atrasos utilizam os valores arma-
zenados nas memérias dos atrasos para produzirem o8 atrasos deseJa—
dos.A tabela A0l contém todos os comandos com suas respectivas acgbes
semd3nticas.

Todas as etapas desde a entrada dos programas até a sua exe-
cucio, est3o sob o controle do "software” do MODO 1 que estd dividido
em duas partes: o EDITOR e o compilador LEC.

0 EDITOR DE PROGRAMAS DO DP 1.1

A transferé&ncia de comandos e argumentos , bem como Sua con-
feréncia e/ou modificacdo € feita por meio do EDITOR. Os cdédigos dos
comandos e seus argumentos s3o colocados na memdéria sob a forma de u-—
ma tabela gue serd posteriormente usada pelo compilador LEC. A parti-
cdoc do "software” correspondente ac EDITOR corresponde ao seguinte
algoritmo:



1- L& as chawves do painel;
2~ verifica se o dado lido é um argumentc ou um comando;
2 1 se for argumento, armazena—-o na memdéria e volta ao passo 1;
2 2 send3o, verifica se & comando vdlido consultando a tabela
de comandos
2.2.1 se o comando & inexistente, aciona a rotina de
erro e volta ao passo 1;
2.2.2 sendc, armazena o comando na memdéria;
3- verifica o tamanho do comando consultando a tabela de comandos
3.1 se & comando de um byte, zera as "flags” de dados,
vail para passo 4;
3.2 se & comando de dois ou tré&s bytes, coloca o valor um nas
"flags” de dados;
4~ verifica se o comando lido € o cmando de finalizagdo do programa
4.1 gse n3o, retorna aoc passo 1
4.2 se sim, comeca a montagem do programa cobjeto.

0 COMPILADCR LEC

Ez=ta parte do "software” se encarrega de gerar c<cdédigos de
midguina para as instrugégs correspondentes a cada comando. A geragac
dos cédigos de midguina € otimizada no LEC pela transferéncia de ins-—
trucdes jd gravadas na meméria fixa do DP 1.1 para a memdria volatil
efetuando em seguida os ajustes necessdrios, como a colocagdo de ar-—
gumentos e enderecos de retorno das instrugdes de repeticdo.

Existem cinco instrucBes especials para orientar o compila-
dor. Os cédigos destas instrucdes sdo agueles do 8085A, corresponden-
tes a instrucdes ndo utilizadas pelo sistema e neste caso sdo as ins-—
trugdes de "restart”.

0 algoritmo geral do compilador LEC é apresentado a seguir:

1- Busca cédigo de comando armazenado na meméria pelo EDITOR
2—- calcula o endereco inicial do conjunto de instrug¢bes do comando
3- busca o c&digo do conjunto de instrugbes do comando
4~ verifica se é uma instrug¢do especial
4.1 se for
4.1.1 se for FF, entdc¢c wval para o passo 5
4.1.2 se for CF, entd3o guarda o endereco da posig¢d
livre da meméria na pilha. Retornar ao passo 3;
4.1.3 se for D7, entd3o busca o enderego guardado na pilha
e coloca-o na memdria. Retornar ao passo 3
4.1.4 se for DF, soma o préximo bvte do conjunto de
instrucdes com o endereco da posigdo livre de
meméria e coloca o resultado na memdria.
Retornar ac passo 3; .
4.1.5 se for €7, transfere o primeiro byte logo apds
¢ cédigo do comando armazenado peloe EDITOR, para
a memdéria. Refornar ao passo 3;



4.7 se ndo for instrugdo especial, armazena o cédigo da
instrucdo na memdéria
5- verifica se o cdédigo armazenado € o do comando de
finalizacdo do programa
5. 1 se for, termina a gerac¢do de cdédigos e montagem
5.2 sendao retorna ao passo 1.

Na tabela A - I encontram-se o035 comandos disponivels na
linguagem LEC, com o numero de bytes de memdéria ocupados pelo comando
e sua codificacido.

d) PROGRAMAS DE CONTROLE DO MODO 2

Neste modo de operacdo & permitido aoc usudrio sincronizar o
funcionamento do Disparador Programdvel com ocoutro evento, ou seia, o
DP 1.1 pode receber um sinal de sincronismo e apdés sua ocorvré&ncia
disparar um conjunto de pulsos de acordo com uma programagao previa-
mente especificada. O programa a ser egspecificado pode ser: 1) gual-
quer rotina do MODO 0; 2) um programa escrito pelo usudrio e armaze-—
nado na meméria, utilizando-se do MODO 1. A operagdo no MODO 2 pode
ser entendida com a observag¢do do seguinte algoritmo:

1—- L& chaves do painel
2— verifica se € rotina do MODO 1
2.1 se for, val para 3
2. 2 se nioc, verifica se € programa a ser montado com © MODC 2
z2.2.1 se for, coloca o microprocessador em estado
de espera ("halt”)
2.2.2 se n3o, chama rotina de erro;
3— 18 chaves do painel
4- calcula gual a rotina do MODO 1
5- coloca o microprocessador em "halt”.

Apresenta-se a seguir um resumo da operacdo do Disparador
Programdvel com exemplos de sua aplicacdo ao estudo da atividade con-
tratil do tecido cardfaco isolado de rato.

A 1.3 OPERACAO E EXEMPLOS DE APLICACAQO
A 1.3.1 OPERACAO NO MODO O
O0s passos para operacao neste modo s3o 0s seguintes:

1- selecionar o modo de operac¢do acionando a chave "MODO 07
2- colocar o numero da rotina desejada (vide tabela AC2Z)

nas c¢haves do painel;
3- acionar novamente a chave MODO 0 para 1iniciar a execucdo.

Se o usudrio desejar mudar de roiina, mesmo Com uma 34 em
execucdo, basta seguir os passos 2 e 3 acima. Para interromper o fun-
cionamento basta acionar o "reset”.



TABELA & - 1 Comandos disponiveis na linguagem par

estinulagdo cardiaca (LEC). fs colunas contém o none

3
do comando, seu coédigo decimal, o ndmero de bytes do seu argumento e a descricio do comando.

Home Cod, nBA

DAT2

IHCATS

IHCATZ

DERATL ¢

DCRATZ
SoHAL
SOHAZ
aT4
472
CRrB

PULSE
PULSER

PULD

PULT

RPH

RPAT

FORATE

FDRATZ

EXEC
PARE

43
i

i3

16

31

B4
22

G R R R P e e

DescrigBo do comando
Define um ritno basico com intervalo entre pulsos igual ao
ator em milissogundos (msdcontidos no arsusento.

o
fine um atrazo cnjo tempo serid igual ao valor em ms

e
colocado no argupento.
Idem DATH.

Incrementa o valor do atraso § com o valor contido no

argumento.

Iden zo anterior, para o atraso 2.

Decrementa o valor do argsumento do atraso i.

Idem anterior, para p atraso 2.

0 atraso { passa a valer a2 soma dos atrasos { e 2.

Tdem anterior, porém o atrasc 2 conterz a sona.

Bera um atraso de dura;ao igual zo valor definido en DATL.
Idem anterior, para DAT2.

Gera um atraso de duragie isual a diferenca entre o valor
definido pelo dltimo DRB e 2 soma dos valores definidos pelos
iltinos DATL e DAT2. Se estes dltimos no foram usados a
soma terz valor nulo.

Gera um pulso para “trigeer”

Gera n pulsos cow intervalo-entre-pulsos de duragdo

igual 20 valor definido no Wltimo DRB.

fera dois pulsos consecutivos com intervalo entre eles de
durag3o em ms igual ao valor colocado no aroumento.

Iden =o anterior para tres pulsos.

0 conjunto de comandos colocadod entre um RPN e o comando
FDR (comando de finalizac3p ) serp executado o nimero de
vezes indicado pelo arguments.

Utilizado como indicador do final do conjunto de comandos
a ser repetido com o comando RPN,

Repete o conjunto de comandos entre o RPAT e dos comandos
finalizadores (FDRATL e FDRATZ2) ate que o valor do atraso 4
ou 2 respectivanente seja maior que o valor estipulado no
argumento.

Finalizador do comando RPAT, indicando que 3 condig3o para
repetig3o serd estabelecida pelo atraso i,

Idem anterior, para atraso 2.

Indica que o programa deve ser compilado e executado.
Indica que o prograna deve ser apenas compilado.



EXEMPLO DE APLICACAO

A figura A03 1lustra o efeito da mudanca de uma freguéncia
estimulatéria baixa para uma frequéncia malor e o retorno a freguén-—
cia inicial em tecido atrial esguerdo i1solado de rato.

A 1.3.2 CPERACAD NO MODO 1

1— selecionar o modo de operacdo, pelo acionamento da chave
MODO 1

2— transferir os cédigos dos comandos para o DP1.1, por
meio

das chaves do painel;

3— acionar novamente a chave MODO 1;

4— repetir os passos 2 e 3 até que todos oz cddigos sejam
transferidos. _
ORS.: Se howuver entrada invdlida o DP1l.1 sinalizard acendendo o8 ILres

"1eds™ indicadores dos modos de operacgaoc

EXEMPLO DE APLICACAQ

A Fig. A04 ilustra um programa escrito na linguagem LEC para
geracdoc de uma sequéncia ndo regular de estimulos elétricos, incluin-—
do: um ritmo bédsico, pausas e pulsos triplos. O resultado de sua exe-
cucdo estd apresentado na figura A05.

2 1.3.3 OPERACAO NO MODO 2

1- acionar a chave MODO 2 ;
2— colocar o cdédigo 01 (00000001) nas chaves do painel & a-—
cionar
a chave de MODO 2Z;
3— colocar o numero da rotina desejada nas chaves do painel

acionar a chave de MODO 2.

Deste modo um programa previamente disponivel na memdria fi-
xa do instrumento ( gqualguer um dos programas gue podem ser acessados
pelo modo 0} serd executado. Caso se deseje gravar um programa novo
para ser executado com a chegada do pulso de sincronismo deve—se em
primeiro lugar entrar no MODO 1, gravar o programa que deve terminar
com o comando PARE. Em seguida entrar no MODO 2 e execultar os seguin-

tes passos:

1- acionar a chave de MODO 2;
2~ colocar o c&digo 02 (00000010) nas chaves do painel e

acionar a chave de MODO 2.



Fig.A03 - Influéncia da frequéncia estimulatdéria sobre a forcga con—
trdtil desenwvolvida pelo tecido cardfaco isolado de rato. A- tensado
desenvolvida: B- Estimulo elétrico (mA) aplicado sob controle tempo—
ral efetuado pelo DP 1.1; Fl- freqgu&ncia inicial de 64 est./min.; F2-
frequéncia de 256 est./min. As escalas estdo apresentadas na figura.



Fig.a05 — Efeito da aplicacdo de pulsos triplos apds uma sequéncia de
estinulos eléiricos seguida de uma pausa sobre a tensdo desenvolwvida
pelo tecido cardfaco i1solado de rato. Tracados: A, tensdo desenvolvi-—
da; B, estimulo aplicado (bipolar, duracd3oc 5 ms, amplitude 0,5 ma) .
As escalas estdo apresentadas na figura. RB, 1s; Pl, 3,2s; P2, Z 3;

pT, 0,25 s.



Com isto o DP 1.1 iniciard a execugio do programa desejado
apés o sinal de sincronismo, fornecido externamente Ccomo funcdo do
ciclo de atividade da preparacdo em estudo {(e.g. ciclo cardfaco).

EXEMPLO DE APLICACAO

Para o MODO 2 ndo serdc apresentados exemplos de aplicacio,
uma vez gque, envolveria a necessidade de construcdo de um “hardware”
auxiliar para gerac¢do do sinal de sincronismo e ndo faz parte do es-—
copo do presente trabalho. 0s testes de bancada que se mostraram ple-
namente satisfatdrios.
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