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RESUMO

Taquimritmiss atdais {TA) s8o o sipn de amiumin crdicn Mg COmum, © MmOSam

associachc vom risce de acidentes rromboembolicos. O mecanismos envolvidos noste Hpo de

arrita o sido alvo de numernsos sstudos, Mossa equipe desenvoiven um maodelo de geragio de
TA de origem colinérgica em 4o isolados por ostimulagio clétrica de ala fregiifnola, cyj
carscterizacio fol o oljeto do prosenie estade. Neste trebalho, desenvelvemos, implementamos
validarnos wma metodolegia para ¢ estudo dos padedes de propagagie da atividade clduics durante
asTiienias, que 5¢ bassia ne determinacio do vetpairiograma, Nossos principais resaltados foram:
&) O padvic de propagaglio da ativ idade eidtrica durante TA de origem colinérgics em atrios direitos
i congisrents corn o desenvolvimenio de reen nirfincia da propagayio, coguanio qus, Gurante arTiis
de origem Pradrendrgica s uio gsquerde {por sohrecargy celular de o), o padeiio & semelhanie
ao ohservade sm &trios 4 reitos sob ritme stoisal, portantd oo mpativel com 2 formagio de oo
ZCiGpicns.
b) Como observade em estudes anferiores, B wm antagonlsmae enirs 25 vigs de sinalizagio
colingreica muscarinica o frads Ergica na determinagha ez «;usvcpixbilidzdt do tecide a TA. Neste
trahalin, constalarpos que o efeio pré-amfumice de ativagho da primeira via em condigdes de
estimulacin Badrendrgica € suprimido por inibicho de fosfatuses de protefnas. Isle nos permite
concluir gue & atvagho de fosfatases peln via muscarinica parect Ser um mecanismo adicional
envolvido neste aniagonisme.
¢) Brado que resultados prévios 6 Hiteratura indicam gue a redugfo na duragio 4o potencial de agio
arisl, por aumemo da condutdngia de fundo da membrang a0 K*, rom importante papel no
favorecinento de reeniooia por agonistas muscarinicos, levantamos a hipliese de guc osie
rascaniemo seia suficients pars facilitar 2 indugo de TA. Para testh-la, investigamos o efeito do
pinacidil, gue promove & sberiura de canais de K* dependentes de ATP. A aphicagio aesie fhrmase
Facilitou consideravelments 7 indugho de TA, do modo dependente de concentoagio € independenie
de cstimulacho de receptores muscarinicos. Além disso, o padidio do propagaglo da atividade
oidtrica atrial fol essenciatmenie semelhante dqucle shservade durante TA de origem colinfrgica o
conpativel tom © desenvolvimento de cirewitos reentrantes, Tstey 1 resuttados nlo 50 representam
suporie pora nosss hipGiuse, mas pambém she Sugestivos de gue condicBes comp hiptxia ©
isquemia, que podem resuliar £ deplecio do ATP chosdhico ¢ abertura dos canais de K
dependentes de ATE, sumeniem 2 vilnerabilidade atial o desenvelvimento de  clrouiios

reentrantes € 1A



ABSTRACT

Alriad lachyarrhythmias (TAL the most common type of chronic arrhythmia, are associated
with inereased ngk of dwornboemnbolic accidents, Several investigators bave attempted o gain
insight into the mechanisms onderiying TA. Cor research team has developed an in vitre model of
TA induction by high freguency electic stimulation of isolated atria, which is dependent on
mrscarinic chalinergic receptor stimlation (cholingrgic TA) Alming at farther charasterization of
this model in the present study, we developed, implemented and validated a meihod w0 analyze the
paitem of propagation of slecric actvity diring amhythmiazs, based on the determination of the
x-’z:ctczsﬁ‘ii}gmzz'i, Crar moane resulis weres
2} The pattern of elecizic propagaiion during cholinergic TA s in agraement with that expected for
regatean: propagaton. On the other hand, the patiern observed during arthvthmia evoked by -
adrenceaptor stimalation in left atria {eall Ca™ overlosd) reserubles that seen in right atria during
spontareons sinusal rhythim, and 15 thus compmtible with the appearance of ectople automatic fosi,
by As previously observed, muscarinic cholinergic and [-adrenergic signaling pathways interact
antagonisiically ¢ determine atrial susceptibility 1o amhythida induction. In this study, we fonnd
that protein phosphetase mwhibition suppressed the cholinergic pro-wrrhythmic effect in the presence
of peadrensrgic stmulation. We thus conclude ther muscarinic-dependent protein phosphatase
aclivation seems (o be an additional mechanises lnvolved in the functional antagonism of these
signaling patbways.
£) Based on previous results from other lsboratories showing thal awrisl actien potential
abbreviation, due o increase in membrane background X' conductance, is «f paramount nporance
for yeenary factiumtion by muscarinic agonists, we hypothesized that this elecwrophysiological
change would be sufficient for facilitatton of TA induction. The hypothesis was Investigated by
westing the effects of pinscidil, an ATP-dependent X7 channe] opener. Pinacidil caused 2 marked,
concentraion-dependent increase In TA induction, which was independent of museadnic
cholinergic receptor stimulation. In addition, the electric propagation pattern during TA was similar
ta that obwerved during cholinergic TA, which i suggestive of establishment of reontrant ircuits,
These results nor only support our hypothesis, ot also point ont that conditions that may cause
deplesion of cytosolic ATP, such as hypoxia snd ischemiz, may increase atrinl valnerebility o the

geourrence of elevinic reentry vnd taehyarhythmda,
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1.1 CONCEITOS DE ELETROFISIOLOGIA

.11 O Potencial de Acao

3 potencial de aclo (PA) & uma varlaedo fransitdda do polencial de membrang
(Vo gue se obssrvg am células excliavels feq., neurdnios e midciios) guande um
astimuln despolarizante & capaz de desencadear fluxo de corvente transmernbwana de
magniude suficlentemente alla. Quando a magniiude do estimuln & baixa, a resposis
glétrica da membrana guarda relacio lnear com a amplifude do estimulo e se dissipa no
espacs @ no lempo, de acordo com as propriedades resistivas o capacitivas da membrana
David, 1850 Weiss, 18873 O PA, ao contrdro, é propagadoe sem perds de suas
caracteristices {ourse temporal e amplifude), e dacorre da abertrs aproximadamente
sincrona de canals dependenizs de vollagem que medeiam a rapids difus@o de fong
através da membrana {Okuno, 18821 Dependends de expressfio e funpio de diferentes
Hoos de cangls 1bnices, o PA pode ter diferentes formas de onda em diferentes tipas de
sélislas excitavels.

A Figura 1,98 llustra o curso temnporal de um PA veniicular, A Flgura 110 mosira
curan lemporal das coreries de Na® {(he! e de Ca™ do tipn L fea) durante ¢ PA e 1
Figura 1)tc apresenta o ourso lemporal des 3 princinais correntes de K no coracdo
transiere de saids (ransfent oufwand, ), retificadora retardada {defaved rectifer, i e
ratificadora de entradda {inwardly rectifving, hal.

Para gue um PA seja slicitado, a membrana deve sofrer uma despolarizacio para
urn valer oitice de potencial potencigl bmiar), qoe & cerca de ~80 mV em midelios
cardiacos. Meste valor de Vi, ocorre um aumsnin considerdvel e répido da condutinga
o Ma™. Como o gradiente elefronuimics do Na' {diferenca entre o polendclal de equitihin
do Na®, By, 8 0 V) € grande durarts o repousa {120-150 mV}, devido & grands diferenga
de concentracio ransmembrana deste fon {um fator de ~12-16), & a densidade de canals
de Na* dependentes da voliagem é grande, 3 abertura destes cangis permite o fuxo de
uma corrents de alla magaitude (nfluxs de Na*, Figura 1.1b), & Vi, tende g By, (Figura
138, fase O do PAL Com o tempo, 2 ampliiude de by 32 reduz, devide & gusds do
gradisrnie eletroguimics do fon g 2 inafivacdo dos canals, qus ¢ dependente de tempo @
notencizl. A rdpida despolarzacio da membrang causads pala by, leva & aberturs de
oulros canais, gue 8o alivados a polencials menos negativos & de modo mais lente do
que agueles de Na*, como, por sxemplo, canais de K, o gue di orgem a comentes
repolarizanies de saida de K7 (Figura 1.1e). Estas correntes repolarizantes, associadas 3

o



reCQueaD de ., corttribuem para o fim do processo de despolarizacéo e inicle do processo
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Figura 1.1 ~ A} Curse lemporal do polenclal de aglo (PA) ventricular de costho, Os
numercs representam as fases do PA. Na fase (0, & membrans sofre uma bruses
despolarizacio devido & comente ds Na°¥ (el na fase 1, ooorre repolarizacie parcial da
membrana, devide & inatvaclio de Ly, & & répida afivacio da corrente ds 1* ransitdria de
saida {1}, que sofre rdpida inglivacio a seguin na fase 2, chamada de platd, » taxa de
repolanizacio & baixa, devido ao balango entre a correnie repolarizants de salds de K0
{le, de ativagdo lents, e a corents despolarizants de & (g, finalmerts, na fass 3.
COMO O AUMeMnn de amplitude das cormentes repolatzantes de K7 (k e L} ¢ inalivacko de
e © polpncial de membrana volla a0 seu valor de repouso; BY curso temporal das
correntes de 2™ dotipo L (lea) & I duranie o PA. Para faciftar a representacio grifisa,
hie @ mostrada com umg amplitude dez vezes menor do que sua amplitude real. C) curso
temporal das correntes de ¥ {ly, Ik & ha) durante o PA, Nesta figura, os componentes de
ke foram reunidos numa (nica corrente, 8 as correntes carrerdas por fransportadores
ionicos {Le. trocador Na™Ca®™, ATPase MNa™K*, bem como as comerdes de OF foram
omitidas. Mod. de Bassand, 2008}



O efluxe de K7 atraves de canals que se alivem ¢ hativam rapidaments ()
promove repolanzacdo parclal da membrang (Figura 1.1, fase 1 do PA)L A saguir, ocorre
a aberlura de canals de £a™ do tipo L, que 1ém uma resposta lenta 2 vardacio de
potencial. A entraga de Ca™ resulta no desenvolvimento de uma corente despolarizants
Oeacd, A qual ge coniapde 3 lenta cormenls de salda K e contribul pars redusly
rarcardements & taxa de repolarzacgdo, o que leva & cooréncla de um platd (Figura
1oa, fase 2). O retorno de V. para o valor de vepouso {(Figure 1.8, fase 3) depende da
inalivagio dos canals que medsiam corentes despolarizanies {sspecialmente i) ¢ do
lants aumento de conduldnoia de membrana an K que permils o eflxo do fone g
sohseglents repolanizacdo da membrana para um valor prdxime do potencial de equilibrio
do K* (By = -80 & -80 mV) (Ople, 1938}, £ importante observar que: a) a inafivagia dos
canals e Na' oos tomam indisponivels para alivagio, b) a recuperago de sua
disponibiliciade requer tempo & depende de V) e ©) as propriedades cindticas dos canais
de KW' dependantes de vollagem farem com que a condutinciz da membrana ao W
nermanesa aumentada por dezenas ou ald centenas de milesimes de segundo apds o
infcie de um PA, o que dificulta a despolwizasio da membrana. Como conssalidncia
gegtes fendmenes, & impossivel o dispare de dols PAs sucessives ands um infenvalo
multn curie. O intervalo minimo regueride para recupsraciic da excitabilidade da
membrans para o nivel de repouso denominag-se perinde refratéria. Em gergd, a duragio
dn perogdo refratério guarda estrails relacio com s duracBo do FA (Katz, 1893)

1.1.2 A Conducao do PA

Mo coragdo, o PA & o sinal gue desencadela o processo de contrago. A alivigade
sidtrica cardiaca tem origerm no nadulo sinoalrial, onde as oflias possuem a capadidade
de deservolver PAs espontaneamsrde, & a partir dal ela se propags a0 longe de fodo o
covacio.

Um PA percorrendo uma fibrs méocérdica @ propagado por corentes de circulios
iccals. Easas correntes looals, que e Iormam na interdace enlre a3 regifes despolarizads
e polarizada da membrana, tendem a despolarizar & regie da membrana em repouso
adiacenie & interface. Come vistn, o canals de Na© sfo stivados guando V., slinge ¢
valor miar, de cerca de ~80 mV. A corenie de enfrads de Na© val, eniBo, despolarizar
meile rapidamente & memtyana nests ponto, de mode que asia regifio da membrana irg
g8 fomar parte da rona despolardzada & 2 inferface se deslocard (Bermne & Lavy, 1381 e

assim por diante.



As membranas nas extromidades do midaiios vizinhos interdigitam-se formando
regides especializades de conlate chamades discos intercalados. Mestes discos, as
membrangs das duas células ocasionalmente formam funcles tipo gap [nexus) Nas
membranas das células oue formam 2 junco, hd canals de alte condutincis, formados
por conexings, Estes canals parmitem comunicacio dos compartimenios infracelulsrss
das células adiacentes {cada coélyla contibuyd com um hemb-canal), =, desie modo,
gonglituem uma via de baixa resisténeia para correntes gque fluerm de uma célula para
oylra, constderads  mporlanie na propagacdo  intercelidar da excliaggo  eletica
{Sporeiaiis, 1991

1.2 ATIVIDADE ELETRICA DO CORACAD

1.2.1 A Condugdo da Atividade Elétrica no Coracio

A alividade eiébica cardiaca tem inigio no nddulo sincatrdal, O PA all desenvolvido
propaga-se pelo miopdrdio atrial, chegando alé o nddulo atrioventricular. Mo nddulo airio-
veniricutay, & propagesio da afvidads eldlnes tem sus velnddade reduszida devido ao
gsiraitaments das fibrag musculares nodals ¢ & menor densidade de discus intercalados
aue conectam estas fbras. Debando o nddule dbiowventrioular, a alividade oldlrics 2
conchizida para o felxe de His, que se sifus nas superficles dirglia e esquerds do sepio
intervantricular, onde o velooidade de corsucio € alls, o, em seguida, slinge as fibras de
Purkirde e o miccardio venlricular, onds € propagads entre midelios giraves das jungdes
gap ac longo da parede dos ventriculos (Guyton & Hall, 2002}, A Figurs 1.2 fustre as
estruturas onde se dio 8 geracio & conducBo da atividade aldtrica.

1.2.2 O Elstrograma

Durante a condunio da atividade elética, ocorre o deslocamenis da frerie s
onda representada pela inteviace erdre © tecido despolarizads ¢ o tesido ainda polarizado.
Esta frarte de onda dd odgen & um campo slétricn, cufa conrréricla permite a medigdo de
difersncas de polencial slétdco entre pontos distintos do compo {volume condutory, O
sletrograma & o registro desta diferenga de potencial {Rawlings, 1887}
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Figura 1.2 ~ Estruturas do coracBo envolvidas na geragdo ¢ condugao da atividade
sidiron cardiacs {modificado de Netter, 1978). '

A Figura 1.3 mosira a representaglo de um pedage de leclkdo elelricaments
romagénes (isotrdplon) com uma forma geomalrica simélricn, onde se propaga wma onda
de despolarizando a uma velocidade constante, Suponhamos gue, em um determingds
instarde, a frente de onda assuma a forma mostrada na figura Desss modo, a cads
slamente diferencial da lnha oue se frma na interface das regides polgrizada e

despolanzada do tecddo, pademos assodiar um dipoia alétrice { GF 1 de maduilo constania,
cuim orlentasio & perpendicular 4 linha em guestiio. A intagral de linha destes velores de
campn siélrico ac longo de toda a interface define o velor elétion madio E VEMS, ¢ qual
asté asstolads & déréa;i%e média de propagacio da alividade eldtina em um delerminado
instante, e cujo module o a prentaglo evoluem com a propagagao da atividade pldtrica.

Esta integracdo, ou de oulre modo, este ratamento matemalic, sé & possivel se o
sistema em questio {o facido no qual se propaga a atividade elélnca) obedece ao
principio da superposicho, ou sefa, se cada um dos dipoos glétricos ndo afeta as
caracteristicas imaduln e orlentacio) dos oulros dipolos (Griffiths, 1988}
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Figura 1.3 — Interface entre as regides despolarizada ¢ polarizada do lecido, estebelacids
por uma frente de onda despolarizante. &) representsgdo dos dipolos diferencials de

campo sidirico perpendiculares & tangente da linha definida peia Interface (8E); by vetor

elétricn médio { £) resultante da integracio dos dipoles eléticos diferenclals ao longo da
interfans.

A Figura 1.4 spreserta a propagagho da alividade e@tica num fragmento ds
teclde mincdrdion. Na Flgura 1.4}, mosira-se que o iecido enconfra-se Imerse &m um
volume condulor, no qual Iambém estdo imersos dols slefrodos de caplacdo (V. e Vo) &
um eletrodo de referéncia Ve Esles eletrodos estio consclados a um amplificador
darencial de ganho A Vs é a tensdo de saida do ampiificador, culn walor & dade pels
equagin mostrada na Figura 1.4{} No painsd {a} da figura, o iecdo encontra-ae am
repalse slélino: portante, VEM & nulo. A atividade elétrics tem infdlo no lado esqusrdo do
tecido @ se propage da esquerda para g direfta. Com o indcio da propagecéo da atividade

slétrica, & satabslecido um VEM (E), associade em médulo & sentido ac comprimento &
ovenlacio, respectivaments, da sela que abravessa a inferface. MNa Flgura 1.4(0) a
atividade eléirica sncontra-se em sus fase iniclal de propagacio. MNa Figura 1.4{g), VEM
assumes seu valor maxdmo, Isto coorre porgue neste instante a nha definida pela interface
enfre o tecide despolarizado e polarizado apresenta ¢ comprimentn maximo {Le, maxima
gres da interface), © como haviamos considerade no pardgrafo anterdor, VEM 6 dado pela
integral de linha formada na interface antre o lecido despolarizacs @ el polarizado.
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Figura 1.4 ~ Oblenc&o de um elstrogramal (a} disposiclo dos eletrodos de caplaglo;
deve-se observar que toda a magssa muscular enconlra-se em repouse elélico {todas as
células estiic iguatmente polartzadas), portante, Vs € zero; () apds a geragio do impulso
slélrico, 8 onda de despolarizagio inicla sus propagacao, ¢ lemos o ssiabslecimento de
um dipolo na massa muscular neste Instante Va = 0, Ve » 0 ¢ Vg 0; (¢ instante de
midme Vg, quando Va = Vg, € Ve » 0; d} neste momento, temos | Val>Ve e Va» 07 &)
negte instame, & masss muscular estd homogensamente despotarizada (nde ha dipoln),
portants Vs = Va, conseglientemante Vs = 0. A parlir de agora 18mos o desenvolvimento
do processe de repolarizacin, no qual VEM tem sua orientaclo nvertida. 1) apGs ¢ nlcio
do processo de spoladzacio, temese Var 6 Vo< 0 2 Ve« ) gl instanie de maximo Vs
com polaridade invertica, quande V= -Vig gom Va» ) 1) neste instants, temas WE% « ¥
e V. e O 1) com o teming do processo de repodarizacio, volis-se & condicdn inicial, na
gual V= ) |} eletrograma registrado (V x 1)) & 1 modslo matematico para obtencio de Ve



Np instane gue o tecido estd compiglamenie despolarizado, mas o processo de
repolarizacdo ainda ndo se iniclou, VEM & nulo (Figuva 1.4{e)). Durante ¢ processe de
repolarizacio, o frents de onda de repolmizacio tem o mesmo padrdo de propagacio gus
a de despolarizagio. Assim, nas Figuras T}, (g} o (h), 2 evolugio ds VEM fem as
mesmas caraclerislicas gue observamos nas figuras anteriores, diferindo apenas no
santido da VEM. Na Figura 1400, a repolarizagio se complatou, o leckin voltou ao
repouse elélioo e YEM vollou a ser nule, A Figura $.4{) mostra o registro grafice da
diterenca de potencial medida enire os elebrodos de captaglo rmultiplicades pelo ganho do
amplificador {Vg), nos instanies indicados de {a! a {}. Este ragisiro £ o gletrograma.

1.2.3 O Elelrecardiograma

O slelrocardiograma nada mails ¢ do gue um sletrograma da athvidade cardiaca no
qual o potencist 4, na matara gas vezes, registrado na superticle do como em posicles
pacronizadas (Rawlings, 1881,

A Flgura 1.5 apresenia rés das principais disposicdes de elstrodos wiilizadas na
gletrocardiografia. Nos paindls (a), &) & (¢} desta figura, ¢ mostrada a manglra como o5
elatrodos 880 colocados no cOMO para regisiras das derfvacies oldssicas | H e B {01, D2
e 3, respeclivamente). A Figura 1.5{d) apreserda 3 manelra pela gual os registros das
derivacbes sdo tatados no aspecie veloral, segunde o conceilo do anguls de
Einthoven, no qual as diferengas de polencials captados nos sletrodos represeniam
componentes do VEM em um sislema de coordenadas ndic ortogonals, Neste sistema de
coordenadas, os vetores da base formam um inguio eqiiifdten.

1.2.4 O Vetecardiograma

O vetocardiograms € om diagrama que descoreve as varacbes de mdduic e
direclio do VEM ao longe de um ciclo cardiaco. A Figura 1.6 descreve a oblenclo do
vatocardiograma ventricuar, As selas represertam o dipslo (velon elético médio em
inslantes diferentes do ciclo cardizce, Os idngulos representam os eixos de caplaglo do
eletrocardiograma planar nas derivacbes cldzsicas D1, D2 & 18, com base no tidngulo de
Birthoven. As projegbes do VEM em cada um dos sixes e os respectives bragados
desenvelvidos ac longo 4o lempo também ssi8o indicados, bam como 8 frajetdria do
VEM.
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Figura 1.5 — (&), (&) e (¢} esquema da disposiglo dos eletrodos para medicio do
sletrocardiograma na dervacio clissicas 1 D1), U {D2) e 0 (D3, respectivamente; d}
represeniagio do trignguio de Einthoven {modificado de Rawlings, 1891

Para a nblenglo do velocardiograma, pode-se ulifizar qualquer combinacio de
duas das derdvagdes D1, D2 e D3 Estas derivagBes definem as direcdes dos
sornponentes de VEM gus, a todo instante, podem ser interpretados oomo vatores. Gomo
us cormponentes 4o VEM sdo a5 suss projeces no eixe de cada derivagiio, & medicio do
vetor congiste em obler os médulos dos componarndes {que correspondem ao sinal slétrico
medido em cada dervaglo) &, com estes valores, enconfrar o midulo e direglo do VEM.
Veia na Figura 1.8(a) gue o VEM pode ser determinado geometricamente pela definigao
dos seus pontos inicial @ final como sende o cruzamentos das perpendiculares a partir da
base & ponta de cada um dos vetores componentes. O registro da posicio da ponta do
vetor elélrico médio ac longo do ternpo consiiig o chamado velocardingrama.
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Figura 1.6 - Velocardingrama venitioular drante o oiglo sardiace {modificado de Nelar,
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Neste trabalho, aplicamos a metodologla pars & oblencio do vetocardiograms a
preparagdes  atvals n o vilo durante o viimo sinusal, & durante 3 ocorrénoa e
taguiardtmias alrizls induzidas por estimulagso elética de alla freqiibncia ¢ por agenfes
{armacnidgioes.

Um ponio relsvanis para o pressrte frabalho é gue, quando o processs de
despolarzacho ou repolarizasdo se completa, VEM & mulo, ou sela. ndo hd propagasio de
atividade glglrica no tecido nesse instarte. Isto ccorre durante o Mmoo sinussl, quands a
atividade gerada pelo nddulo sinvatrial € propagads ao longa do tecide e se extingue apds
a repolarizacdo complela do tedde (Le., a cada cich, os midciies alrals e venliculares

sa0 slivados uma unica vez).

1.3 TAGUIARRITMIAS ATRIAIR

As ardimias atrisls sdo alteracbes do ritmo de atividade elélrica causadas por
distlrbios de geracio e/ou condugdo da ativiéade elétrica atrial. As tagulariimins atrials
{TA} compreendem as arritrmias caractenzadas poy vin suments na fregiidneia de slivagso
glélrics dos Atros.

Embora as TAs ndo lenham o mesmo grau de lealidade imaediata que as arlimias
voniticulares, slas freglientemenie exfdo assoriadas no deservolvimenio de oulras
complicactes que prejudicam a qualidlade de vida, podendo atd mesmo lever ¢ individun
a obito. As TAs podem compromster a fungo bombeadors dos dtvios. Duranis a
ooorréncla de TA, o sangue pode penmanecer um ismpo excessivamerie longo nos
atrios, o que faciita a formacho de codgulos que, ao serem ajetados para a ciroulaco,
poderm obstrulr pagquenos vases sanglinens & caussr rombesmbolismo milmonar ou
sistémico, ou ainda a obstruglo coronariana {Lin of & 1998; Seidl ef al 1888; Minamino
af gl 18488}, Sequndo Prysiowsky et &/ (1988), 25% das vitimas de acidentes vasculares
cerebrals apresentaram epistdios prévios de TAL A Figura 1.7 gpresenta a prevaléneia de
T am mimanos de diferentes {aixas olariss. A prevaldncis dobwa 2 cada avango de 10
ands na iade apds os BO anos, sendo §,5% para idades entre 50 ¢ 58 anos o chegando
a4 9% para dades enlre 80 2 88 anos. Com malor incidéncia em homens do que em
muleras, TA & considerada a Torma mais comum de armitriz cardiacs orénica Kannsl ef
af, 1998, Seldl of af, 1988}, Levando-se em conla a previsBo de auments considerdvel da



proporcio de idosos na populagio mundial, torma~se clara a importingia do estudo dos

miecanismos que facilitam a geracdo = manutencio das TAs.
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Figura 1.7 — Provaléncia de laguiardimias atrials (TA) em humanos, como fungdo da
igade Imodificado de Kannel af af, 19881

Entre os disttirblos de geragis da alividade eldtrica que podem resullar em TA,
inclui-se a ocorrénola de focos ectipicos de automatismo Hoffman & Rosan, 1881). Os
fonos ectépicos sio células miccdrdicas ou células de marca-passos subsididrios, que,
em condighes normalg, sho tipicaments guisrcenies & acompanham o ritmo sinusal, mas,
em oorfas cirounsténclas, passam a desenvolver PAs espontansamente e represendar
marca-passes adicionals ao nodulo shheautal Os distinbios de gerscao podem ainda
envalver problemas no propric marca-passo natural {nddulo sinoatrizl} (Yusut & Camm,
2005).

(s distirbios de condugdo astio assodlados a uma mudanga no padrao natural de
ativacio dos dtros. Esta alterac8o pode se expressar num padrie coordenado {futler ou
mum padris desorganizado {fibwilagfo) de alivaglo elflica Em ambos 08 Crsos, ocone
asto-regeneracio da atividade elétrica, que pode estar associada & formagho de drouitos
reontrantes (Waldo, 2002}

Pars que um droudn reentrante se sustente, uma condigdo & essenciall que a
frente de onda de despolarzacio enconire & sug frente tecido em condighes de ser
novamente excitado, Fsta condicio ¢ sallsfella quando ¢ tempo para cue o douils
reentranie percora toda sua trajeidria é malor que o periodo refratdno. Assim, a
manutencds de cirouilos reentrantes pode ser faciitads por reduglo tante da duragdo do
periody refraldrio, quanio da velocidede de conduciin da alividade eidiica. O
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estabeleciments de chrouilos reentranies pode ainda ser fadiitadn pela existérgla de
barreiras anatdmicas {e.q., lecide fibroso) e/ou funcionais fregides onde ¢ acoplamentn
slétrion endre midohos & reduzidn) para & conduciio. Deste modo, o esizbelegimento de
v chrpuite resntrants depende da existéncis de um substrato anatbmice e/ou funcional,
carpcterizado por diferencas na velockinds de condugBo s/ou duraclo do periods
refratdrio, ou seja, ocorréncia de anisoiropin elélrica e dispersdo de refrataredads,
raspeciivamenis {Allsssie of af 2001, Jalife gt al, 2002; Waldo, 2002},

A Flgura 1.8 apresenta um exemplo de como pode surgir um cirouito resntrante.
Na Flgure 1.5{z), ¢ mostrado como z gividade slétrica se propaga ao redor de um
ohatdaculo (2.g., um vaso sanglineo). Na Flguras 1.8(b}, ¢ indicada uma regido no ramo
gsauerdn onde coorre hloguslo unidirecionsl da conduclo, de modo que a onda se
propaga apenas pelo ramo da direlta. A Figura 1.8{c} aprasenta o passo seguinte, no
aual a onda de atividads elgtrics propagada pelo ramo da divelta circunds o obstaculo e é
conduzids retrogradaments, excilando 3 regido do blogusio do ramoe da esquerda. Na
Figurs 1.8{d) temos o sstabelecimento de um circuito reentranie, pols a onda propagada
refrogradamente enconlra iocido novaments excitdvel no ramoe ssquerde. Asgim, um
srino impulso gerado pele nddule sinpalrial pods levay a varos ciclos de propagagio
agto-perpetuada no oreullo reentrants, em geral a uma alta freglidncia, pois o tempo da
propagacio reenfraste costuma ser menor do gue o intervaln natural do marce-passo
sinoatrial (Hotfman & Fosen, 1881),

O gzresenza frabaiw frata oo estdo de TA de origem colindrgics induzida por
gstimuiacie elétioa de alla fregléncia em atrio direifn solado de rato, modsln
axpermental desorito pela primeira vez por Godoy af &l (18999), o pogteriorments uliizado
nog estudos de Zatslon (2001 ¢ Zafalon ef &l (2004), Segundo Godoy af al {19885, a
irwhuclo deste oo de TA raguer tanto & estimulagdo olélrica a alia fregléneis (- 20 Hal,
cuanto a afivacko de recepiores colingrgions muscarinicos. Islo sugere gue a estimulagdo
plétrica promova 2 liberagiio do neurobransmissor agetifcoling (ACH) das terminagdes
para-simpaticas pos-gangiionares presentes no aido isolade (Mirose ef af, 1997, e que a
TA seia induzida pele asfo do neurctransmissor Hberade sobre o tecldo alrigl Neste
modelo, & indugdo de TA fol reprodutivel por até & h, em cuperimentos nos uals se
rropadey 2 aié 80 tenkaibvas de indugdo num mesmo &l [Godoy ef 21, 1859). il indica
gus o estogus de ACH neuronal n8o parece ser urm fator Bmitante para induclo repelida
deste fino de TA em alros dirglios.
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Figura 1.8 - Dsquema que exemplifica um mecanismo para o desenvoldmenio de um
ciredito resnirante com obstacule anatdmicn. Vaia texto pars detathes (madificado de
Hoffrman & Hosen, 1881

A coupacdo dos receplores colindrgicos muscarininss na membrang celular dos
midcitos atrais aliva uma cascate bloguimica que, além de reduzir & frenfiéncia
espontdnea das oflulas marca-passo sinoalrials, altera as propriedades sléiricas da
mambrang de miteitos. Enlre estas alteracdes, destacam-se 3 reducio da duracio do PA
g conseqlients abreviaglo do perfodo refratdrio (Hoffman & Suckliing, 1853 Boucher ef
al., 1998, Watanzbe of ai, 1938; Wang ef &f, 1987; Sosunov ef al, 2002) ¢ a reducio na
velocidade de cordugdo do PA (Marques, 1989). Algm disso, ronsiderando-se o fato de
Gue as erminaghes para-simpsticas  ndio se sncontram uniformements distribufdse nos
Airios {(Hoover sf al, 2004), devemos ohsarvar gue estas alieracdes ooorrem de maneirg
ndo homogénea no teckio, levando 8 aumento da anieobropia & da dispersio de
refratariadade. Estes fatores, come [ comentade, compdem um substrato que favorece o
estabslecimento de ciroultos reentrantes. Porém, como observado por Godoy et af
{1998], apenas & estimulacio dos receptores colindrgicos muscarinicos ndo & condicln
suficiente pare o desenvoldmento da TA, pois ssta ndo ocorrs nz ausénoia de
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estimulagdo eldtrica, mesmo duranie incubacdo do dhio com concentragfes micromolares
de ACh. Aparentements, o aumento de anisotropla efou dispersdo de refratariedade
causado pela ativacdo da via muscarinica provd o substraio para o disparo de TA pels
estimulacdo elética (que atuaria como um galiho, Moreira, 2002), enouants gue a
mamitencio de TA no tecido sera possivelments permitids pela re-excilacio via circuitos
reantrantes. A exisiéncia desses circultos (3 fol demonstrada durante TA evocada pela
aplicagfio de ACh em miocardio atrial e ventrioudar {Allessle et gl, 1984; Vaidye st al
1988 Hanvile of a/f, 198981 A Flgurs 1.9 resums este mecanismo proposio para 2
inducgo de TA naste modelo experimental

Liberacin | Estimulacio
| de ACH eletric
‘% B e
E . Alieragac das ~Besenvolvimento

Coupagio propriedades Ao cireuitos
de receptores P plétricas da rE-pniranies
colinérgicos mambrana ‘ (TA) ’
muscarinicos celular .

Figura 1.8 — Mecanismos provivels envoivides na indugdo de TA por eslimuiacio elélrica
de alfa fregiiénela em tecido alrial isolado.

E importanie ressaltar a imporidnga ciinica de TA de prigem colindrgica, dada a
sxisténcia de TA Jd8 origem nsurogdnica em Individuos jovens sem sinais de doencs
cardivvascular, com ocorrénola predominanisments nolurns, que & precedida & sucedids
pow aumenio e reduclo, respeciivamenie, do 1dnus vagal {Tomita ef af, 2003).

A ingreacio regulativs autondmiog do coracdo consiste, além de terminaghes
colindroioas, de terminactes simpélicas, culns neusotrarsmissores [calecolaminas) aluam
sobre receplores adrenérgicos, especialmente racepiores do tpe B, prosentes na
membrang dag cdlulas mincdrdicas, produzinds etelios eronotrdplice & inotrdpine positvos.
Ern tese, 2 estimulagdo sldtics lambém podera caussy Bheracio de neuroiransmissor
simpdtice, que poderia sstar envolvido na geraglio de TA. Godoy ef &, {1888% no
artarto, demongtraram que o bloguels dos receptores Bradrendrgicos por propranoiol nao
afeta a indugdo de TA (Godoy, 18981 Pordm, a estimulacio desles roceplores pela
gxposicdo de Atdos direitos de ralo ao agonista B-adrendrgino isoproterenc! (18CY reduz
ocorréncia de TA (Zafalon, 2001 Zafalon of af, 2001, 2004} ou sela, & estimudacgio B-
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adrandrgion antagoniza o efeit Tacilitatdrio da estimulagdoe colindrgita mugearinioa sobre
a2 induglo de TA por estimulacio eléircs de alte freqliénga, £ possivel que este
sriagonisms se bassie ne sleito do 180 am reverter ¢ ancurteamenis da PA proguzido por
ACh em midchos atlais (Sosunoy of al, 2002), e € provavelmenie relevante /in wve, pols
fol demanstrade que catecolarmings enddgenas, lberadas de ferminagles simpalicas
abrials, 580 efetivas em iniblr TA de origem colindrgica (Zalaton el al., 2004).

Um imponante mecanisma envebvido no antagenismo funcional enbre as vias §
adrenérgica & colindrgica muscarinica consiste nos efelios opostos destas duas vias
sobre o condrole da concentracdo infracelular do segundo mensageire monofosfato viclco
de adenosina {CAMPY O cAMF & sintefirado pela enzima adenifato-cidlase {(AQ) A
ocupagho de adrenocepiores B opor asgonisias term um efelte astimulatdnio sobre a
atividade da AC, madiado pela suburidade satalfiice o, da proteing G que interage com
gste oo de receplor. A subunidads o, dissocia-se das subunidades By apds hidrdlize da
maldcula de fifostalo de quanosina (GTP), ligada & proteina G como conseqidngia da
noupagdo do adrencceptor §. Por oulro lade, receplores oulinérgicos musoarinicos do tipo
m, associamt-se a oulta isoforma de proleing G, caraclerdzada por possulr uma
subunidade s, que tem influénola inibitdra sobre a alividade da AG. Deste mudo, a
gstimulaglo de adrenoceplores B e cofndrgicos muscarinicos my 18m como efellos 0
asumento e a reducgo, respectivamente, da axa de sintese de cAMP (Oplg, 1998,

A degradacio do cAMP & foila pelas fosfodiesterases. Fropde-se que a alivagio
dos receptores colindrgicos muscarinicos tanha eleie estmulatério ndireto sobre a
atividads da iscforma i das fosfodiesterases (PDE 11, Este sfalio estimulatdrio envalve a
ativacio da enzima NO-sintase, que catalisa a produgdo de Gxido nitrico (NQ) a partir da
L-argining, O NO sestimula g atvidade da enzima guaniiate cidlase sollvel (sG0), gue
converie GTF em mondlesfate oiclicn de guanosing (cGMF). Este nuclectidee, de modp
andlogo ac cAMP, tambédm atua comp segunde mensageiro Intracelular, & medeia a
estimulacdy da PDE I Assim, a estimulacio muscarinica pode reduzlr a sonceniragso
infracehder de cAMP também por aumeniar sua faxa de degradagio (Brodde & Michel
1908; Endah 1908).

O sfetor intraceliar da vig f-adrenégica € a quinase de protelinas dependenis de
cAMP (PRAL O cAMP mromove a siivacio da proteing kinase A [PKA} por sua ligago 2
unidade requiaidia da enzima, » que resulls no desacoplamsnio e athagio de suz
subunidade cataliticg. Quando em estado ative, a PKRA nsforila diversos subsratos, enbre

os guals canals de O™ do tipo L, presentes no sarcolema. A fosfortlagiio destes canals
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aumenta sua probabilidade de aberiura {Bers, 1991), o que podena profongar a fase de
plat® do PA &, portanis, o periodo refraténio.

O controle ds concentracdo intracelular de cAMP parece eslar enwohddn no
amtagonismo entre essas vias quanto & facliitaglio de induglio de TA, pols o Iralamento
som isobidimetianting (BMX), um blogusador ndo seletive de PDE que aumenta a
concentragho intracelular de cAMP (Bethke ef al, 1882), reduziu a induglo de TA em
atrics dirsites de modo semelhante ao ratamenio com 30 {Zafalon, 2007: Zafalon ef &,
20041, No entanto, mesmo na presenga de 180 ou IBMX, que causam aumento da
concentragio citostiica de cAMP e redugdo da indug8o de TA, & aplicagao de agonisia
colinérgive musscarinico exdgeno, como o carbasol (COh), & capaz de reslauwar a
seorrénoia de TA para os niveis controle fLe., aquela observada na ausénola de 130 &
B (Zafalon, 2001; Zafalon ef al, 2004}, isto indica que & facilitagdo da indugio de TA
nela via muscarinica envolve outros mecanismos independentes da sinlese e dg
denradagio de cAMP em condigies de estimulagdo B-adrendrgica,

¢ antagonismo funcional entre as vias B-adrendrgioa e colingrglea miuscainics
pode peorrer nfo soments ao rdvel da concentragdo de cAMP, mas também ao nivel da
regulacdo do estado de fostorilago dos substratos da PKA, pois & alivagso muscariniog
no corago tem side associada com a estimudagio de fosialases de proteinas, por meio
de oGMP, cula sintess & estimulads por ocupagio de receplores colingrgioos
muscarinicas (England, 1878; Herzig of al, 1985; Brodde & Michel, 1989, Sakal ef &,
1509, Ou ssia, além de reduzir a taxa de fosforllagio de substratos intracelulares pela
redugiio da sintese de cAMP (s, portanto, da estimulagho da PKA)L a estimulagac
muscarinica pode aumaeriar @ laxa de destosforilaclo desses substratos. Se esle
mecanisme & relevante no contexo da susceptibilidade a TA, ele deverg ser mais
pronunciadoe na presenca de alta atividade de PKA do que em condigdes basais. Mo
prasente estudo, Investigamos tambem o possivel envolvimenio de fosfatases no
antagonisme adrenérgice-colindrgica com respeito & TA induzida por estimulacio siélica.

O amindarone, agents antiardimice amplamente ulilizade na clfnica médica {Ukarn
8 Erekowitz, 1985; Prestowsky ef al, 1986}, & capaz de reverier o eleito faciitatdno da
gstimulacas muscarinica {Zaialon, 2001; Zafalon et af, 2004). Walansbe ef al (1986)
relalaram oue amiodarons bloguela a corrente de K que flul através de canals ativados
nela ocupagio de receplores colindrpicos muscarinicos {kaen) E ntsreseanis observar
aue estes aulores enconfraram que o Dloguein gdasta comarie peln amicdarons ol
assaciade 3 reveraio do efeilo da ACh em reduziy a duragiio do PA atrial. Pordanto, ssses
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resuitados podem implicar na participacio de kaon no efeito faciitatérin da estimulacdo
muscarinics sobre g inducdo ds TA (Zafalon ef 28, 20043

No pressnte estudo, testamos o sfeito do pinacidil, um firmaco que promove s
abarhra de canais de K regulados por ATP (Fan ef g/ 1980} sobre a indugdo de TA por
estimulacie elgtrica de alta fregiénola, Esles canals guardem grande semelhanca
sulruiuras @ de propriedades biotisicas com aqueles alivados pela ocupagio de receplores
colingrgicos muscarinices me {(Smyders, 1888). Com esies experimentos, cusremos
responder & seguinte pergunta: 3 abertura de carais de K regulados por ATP mimetiza o
slgito animoganico da estimidagio muscarinica? Cu seja, nosse objetive @ investigar se
o gumenio maniido da conduldncia da membrana ag K per sg é necessério ¢ suficiente
para causar faciiiacio da geraclo e manuieangio de TA,

Em suma, no presente trabslho, nos propusenios a prosseguir no estuds da
indugfio de TA em atrios solados oor estimulacio de alts regliéncla, sstude aste inidado
no projeto de Mestrade. Peio desenvoivimento e implementacio de uma nova sbordagem
axpevimental {delerminagdo do velpatrograma), buscamos Identificar o pedrio de
propagagio da atividade slébica neste tipo de TA, Nos propusemas ainda 8 investigar a
nporidncia do aumento da condutancia de background da membrana a0 K na geragio
de TA, ¢ a esolarecer melhor os mesanismos de antagordsmo dag vias golindrgica

rugcarinica e B-adrendrgica na delterminagiio da suscentibilidads 3 gste ino do TA.
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Objetivos



OBSETIVOS

2 Desenvolver ¢ implemeniar uma metodologia para © estudo dos padrdes de
propagacio da atividads elétrica durante arrtmias atrials;

&) Testar a hipdiess de que o aumento da condutéinda de fundo da membrana ao
inn KY & necessarnia e suficlente para a taciliiacio da indugio e mamdeniso de

TA
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Material e Métodos




3.1 ANIMALS

Mo preserte trabatho, utiizou-se ratos Wislar adultos de ambos 0g sexcs com
idade ante 5 & 7 meses. Os arimals foram adouindes do Centro Mullidisciplingr para
investigacio Bioldgica {CEMIB) da UMNICAMP ¢ mantidos alé ¢ dia do experimento no
wintério do Centro de Engenhnaria Biomadica (CEB) JUNICAMP {registro no. GNO34-03 no
Colégio Brasiieiro de Experimentaglo Animal — COBEA). Os animals foram alujados em
gainias plasticas coletivas {3 animals por galola), com cama de maravatha esterdlizada
wovada 3 vezss por somana, o mantidos sob regime de luminagdo de 12 horas darc e 12
horas escurn. Agua fiftrada s raclo balanceada peletizads (Labirsy, Purina) foram
ofsrecidos em regime ad fbium. Suplementagiio muliivifaminica figuida (Vitagold: fol
sdministrada com  perodicidade quinzensl Os  animals  nfo  sofreram  gqualquer
manipulacio experimental alé o dia de sua ulilizagio.

O protocolo experimental utilizado neste trabalho fol aprovado pela Comissko de
Etioa em Expedmentacio Animal (CEEA]} do Institule de Biologia da UMICAME (Proc. No.
Pzl a PY731L

12 PREPARACAO BIOLOGICA

Oig armals foram saorificados por exganguinaciso ooy maele de secgdo dos vasos
sanglingos cervicals, apds concussdo cersbral, Apds o pawdiicie do animal, a calka
tnracica 8 o pericardio foram abantos, 2 o corago fol refirado e merguthado em solugio
ds Krebs-Henselelt modificada (K-H} oxigenada, para retirada do excesso de sangue. A
sequir, procedeu-se A dissecclo do atio direlto e/ou exquerdo, que fol montado como
descritc a seguir, A preparagio fol mardida a 38,5 & 05 7C, sob borbuthamenty com
cathogdnio (95% Oy 5% OG0y durante todo o experimentds,

3.3 MONTAGENS EXPERIMENTMS

Foram utiizados dois tipos de monlagem exparimental. A primeira, mostrada na
Figura 3.1, destinpu-se a0 oxperimentos para  moniioragio de  elabrograma
gridimensional, coms iniclalments desorito por Zafalon (20011 A segunda montagsm,

mostrada na Figura 3.2, fol utifizada em experdmentos com monioragdo de eleograma
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Gidimensional {usade para determinacis do veloatiograma). Em ambas as montagens, o
atio era mantido numa camara de incubagdo, dentro de um compartimantn contendo
soligio de K-M continuaments borbulhads com carbogénio. Esle compariimento &
grvoivido por outro compartimento, no qal & manfido um luxe constante de Agua
asuscids por um sistema de oirculagBo e aguecimenio. leio permile a manutengio da
temparatura no compariimenio gus contém a preparagio bioldgica.

B oambas as montagens, uma das exiremidades do dirip o fixads 8 um supors,
g o5 ofra, presa & un Jio de algedBo coneclade & uma massa de 0% g {pré-cargal.
Também am ambos o8 casos, utlizou-se flos de plating (0.5 mm de didmelo) como
sletrados pars estimulacfo sléiricy, snquanto e a cantacio do sinal eldkicg atrigl o
felta poy meie de eletrodes de prata dorefads {por imersdo em hipodoriio de sddiv por 2

min, seguida de lavagem com &gua destilada, antes do inicio do axperimento).
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Figura 3.1 ~ Esquemsa flustrative da montagem horizontal oo AD {Arie Direito} para
estimulacdd & registro de eletrograma atrial unidimensional, Mesta montagem, o &tide &
preso horzoniaiments por doig fios de aigodde, um fixe g oulro gado s uma carga de 0,5
g. Gomo podemos observar no insef da ligura, o par de elelrodos de estimulacio {(EE) &
colosads em posiclo aproximadamente ortogonal com relagio ao par de eletrodos de
captacho do sletrograma (EC). O dldc ¢ manlido am sohiglo de K-H sontinusments
borbuthada com carbogdnio. A cBmara onde lica o AD & anvobvida por um compartimenty
onde circul Agus proveniente de um sistema de oirculacdo ¢ aguscimento de dgua
(SRR, A cAmara fof Tella de vidro, com exceclo da parede ateral extama, qus ol fslta
de gorlico Higura rodificada de Zafalon, 2007).
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Figura 3.2 - Esguema Hustrative da montagem atrial para captagdo do eletrogramz atrial
bidimensional, Mesta montagem, o &lro & preso como ingdicado na Figure 1, porém com
diferente disposicdo dos elgbrodos de cantacdo. Um suporte de awrlico posiciona os
elstrodos de prata clorelads {slebrodos de caplegdo, pontos am prelol, de maneira que
astes se siluem nos védices de um iEngule sprovimadamente egliidlers. Em cirea
gsoure, estd indicads o elpirode de prata coretada usado como referdngia. Pam
sstimidacio slética, vilizow-se eletrodos de plaling {traceiadol. Come na montagem da
Figura 3.1, a cmara onde o afrio esl incubado possul didmetro de aproximadaments 35
mm & & preenchidga com solugho de K-H carbogenada e mantida & 38,5 °C.

3.3.1 Regisiro do Eletrograma Alrial
2) Eletrograms unidimensional

Usou-ss para esle fim a montagem Bustrada na Figura 3.1 O slebrograma alrial fol
captado por meio de 3 elatrodos de pratg clorstada: dois de registio @ um de referéngia, O
Himo fol imerso na seluco da oimara, afestade do élrio, Og eletrodos foram conedctadoes
2 um amplficador de sinals blolégicos {projeto CEB/UNICAMP n° G0-5817), utilizando um
acoplador unbversal com entrada diferencial (Marco Biosygtems mod. 7189, cuja saida fol
hgada &) 8 uma placa de aquisiclo de dados {Lynx CADN 238, Lynx Tecnologia Eletrbnica
Lida, Sdo Paule, 8P, vonectada a um computador {UPDATING, med. BYZ00Z), para
reisire o armazenamento do eletrograms, & a8 um oscliosodpio {Tekironh TOS2I0Y, para
monioranio continua do sinal,

Parg fiftvagem do sinal do elefrograma atrial, uliilizou-se Blires passa-baixg com
freciiénclias de owrle de 100 ou 300 Hz, dependendo da gualidade do sinal. A gguisigio
de dados feita foi 3 800 Hz com resolugio de 12 bits, Tanto a aquisiciio quanio a filragem



foram exendadas com o software Agdades {Lyny Teonclogla Eletrénica Lide, 550 Pauls,
Sy,
by Eletrograma bidimengionsh

Para captagdo do eletrograme bidimensional, fol utilizadz a montagem mostrada
na Figura 3.2. Como podemos observar, sio uillizados 4 aletrados de prafg cloretada:
irés oo regislro & um de referéncia (este também imerso na solugio da camara, alastado
do &trio). Os eletrados foram conectados a dols amplificadores de sinals biclGgicos
{projetos CEBAINICAMP n° 00-5817 & 01-2575) através de 2 scopladores universals com
eniradas diferencials (Marco Biosystems mod, 7189) (Figura .31 Os sinais de saida dog
amplificadores de sinais bioldgicos foram digializados atraves de uma placa de aguisicas
de cdados (Lynx CAD1238, Ly Tecnologle Elelrdnica Lida, 880 Paule, 31, filtrados

armazenadns, como no caso do elslrograma unidimensional.
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Placa de agusioBo L § o 4 s
9 de dados e %anai i Canal 2
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Figura 3.3 -~ Esquema fustrativo do aranjo dos eletodos para caplagao do

sletroatriograma bidimensional. (g tridnguls de Einthoven aplicado a esia montagem

sxpedmenial, que defing as derivacies cldssicas do elstrocardiograma eixes D1, D2 e
& {bY maneira coma o5 sletrodes foram conectados aos amplificadores diferencials {poy

mein dos acopladores universais), para permitir o registro de duas derivagtes (D1 e D2).

3.32.2 Estimulagho eléfrica atrial

Qs atrips foram sstimelades elebicamsnte através de dols sletrodos de plating,
martidos em comaio direto ou préeimos da supsrticie atdal. A dsposiplo dos elstrodos
s3fd mostrads nas Figura 31 & 320 A Figura 34 Husire o sislema completo para
cantacin da atividade siética e estimulagio {embara 2 disposiclo dos elelrodos tenha
variado entre as montagens, os componentes da instrumentaglo foram essencialments

g3 mesmos), Fol usado um estimulador glgico de tensdo (Naro Biosystems, mod. 81



10} comandatio por um sistema de estimulagdo elélrica integrado a um orrnputador. BEsle
sistema pervite controle da amplitude & dos pardmetros femporais da estimulagao, e foi

desenvolvide no Centro de Fngenharia Biomédica da UNICAMP (Bodoy ef &f, 1881
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Figurs 3.4 -~ Dipgrama represerdativo do sisterna para captagdo do elstrograma afrial &
astimulacan aidtrica. Os elelrodos de registro {EC) e de referSncia (ER) foram conectados
A urm amplificador diferencial {acoplador com entrada diferencial + ampificador de sinals
biokbgicos) que. por sua vez, era conectade a um computador. No computador, o singl era
adoulnido a 900 Hz com precisie de 12 biis por mein de uma plasa de aquisicdo, e
armazenado para analise posterior. O mesme computador fol alnda usado para comanday
o processe estimulatdro, por meic da uma placa de geragao de sinals digdtais, os quals,
aptis conversin dighal-analdgica, eram usados para comandar um estimulador alétrico de
sensho, A forma de onda esiimulatdda ern aplicada através de elatrodos de estimuiacao
(EE). O osciioscdpio fol uilizade para moniloramento continuo do sinal estimulaidno e do
sletrograma alial {modificadsa de Zalalon, 2001}



34 PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE MONTAGEM DOS ATRIOS

Este protocolo basico fof uilizede em todas as preparagies, e consistiy de uma
segiléncia de passss, desde a montagem da preparagie atial até o infco do seu periodo
cle estabilizacio. Estes passos foram;

a} com trang estimulattrios controfados manualments (pulsos com amplitude de 2,1 V3,
determinava-se a melhor disposiciio sspacial dos eletrodus de estimulacio para a
inducdo de TA;

by determinava-se o fmiar estimulatdrio aidal (LE), isto &, g menor amptituds do estimulo
gapsz de inlclar alividade slétrica o Alrin;

cp procediz-se & lentalive de Indugfio de TA {ontole marual da estimutagio,
mardendo-se a ampliiude do estimulo em LE. Em caso de sucesso, 3 amplitude do
pulso estimudaténo era fixada em 2x LE, e dava-se Inlcio ao pericdo de estabilizando.
Nae sendo possivel induzir TA, a ampliude do pulso esfimulatono era aumentada
progressivaments aie que fosse cbiide sucesso na induc@o. Determingva-se, entdo, o
fmiar de indupBo de TA (LI}, isto &, a mener amplitude do estimule capaz nduzir TA
Neste case, a ampliiude do pulso estimulatdn era fivads em 1,2x U] & dava-se inicio
an perindo de estabilizagio.

Durante o periodo de ssiabilizaglo, os atrips direitos permaneciam contraindo-se
gspontaneaments por 20 mimdos, sem aplicacio de estimulaciio eléidesn, Ao final deste
periodo, era registrada g freqidncia sspontlnes inlolal, & dava-se infoio 208 experimentos
de indugde de TA efou esiude do velnatriograma, de acordo com profocolos espacificns
descriios a seguir, No case de élrlos esguerdos, a prepsracan ol estimulads 2 0.8 Hr
corm pulso de ampiitude igual 2 1,2¢ LE durante o perfodo de estebitizacso.

3.5 5?4{{@@@@ DE  TAQUIARRITMIA ATRIAL POR  ESTIMULACAD
ELETRICA '

351 Delinicles e Protocoles para Inducio de TA por Estimulacio Flétrica
de Alta Fregliénoia
Ay ESTIMULD: O sstimulo unitdrio utilizado foi um pulso de tensio retanguiar, bipolar
simélrico, com duraclo folal de 1 me {ie, 0.5 ms em cada polardade), como
frustratdo na Figura 352 A amplifude utilizada fol de 2x LE oo 1.2 B comp
sxplicads no tem 2.4,
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B THEM DE PULBDS E o aénjunm de estimulos aplicados ¢ acordo com um padréo
fmmporal definido. Naste {frabaihe, foram uillizados 2 dipos de trens de pulses
astimulatdrios (Zafalon, 2001
F10 Congigte de 50 estimulos unitérios separados por um intervalo regular de 32,3 ms
{30 Hz, Figura 3.8b).

£3 Nesta configuragio, o padriio de aplicagic dos estimulos (ol de 3 Irens sucessives,
com 20 estimulos unitdrios cada e intervalo inter-pulso de 145 ms 85 Mz,
separacos por pausas de 1.3 ¢ (Flgura 3.5¢),

Tipicaments uiiizamos P1 quande estudamos a acan de famacos privarritmicoes,
nois este protoceln possul menor polenclafidade de indugBo de TA em condigbes
ontroles, quande comparado @ P3 (Zalslon ef af, 2004} [sto, portanto, permile que o
gleito pro-ardtmico do farmace néo sefa subestimado por saturacls do efeite pré-arritmico
da eslimulacio elédics. FPor outro fado, para o lesie de agentes antbarilmicos, o
protocoio P3 é o mals adequado, pois tem alfe inducibiidade de TA, o que permite ampla
margem de reducdo da inducdo de TA palo farmaco a ser testado. £ importanie ressaltar
gue, embora Pt e PS tenham sidos usados e diferentes experinentos, sampre o mesms
protocoio de estimuiagdn elétrce o aplicade em condigbes controles o experimentais

nurag dade preparacio.

O} TENTATIVA: Definimos como tentaliva & splicaglo de um bem s pulsos ds uma
corfiguraciio qualquer fisto €, P1 ou PRI, com objelive de induzlr taguiarimia no tecido
atdal. O oridnic uliizado para identificar e ooorvéncia de TA fol a presengs, ands Brming
do trem de pulsos, de atividade slétrica abrial espontines de fregiiéncia minima de 10 M2

& duracio minima de 0,2 &

Dy EPISONIC: Cada epistdio era compostn de 8 ientativas, com trens de pulso da
mesma confouracio (Fgura 2.8 Num episddio, tentativas sucessivas foram ssparadas
nor urn pariodo de 1 rin. Caso uma dada tentaliva evocasse TA, a proxdima teniative era
iniclacda 1 min apds o Brming da andtmda, Casoe a aritmig ndo cessasse espontaneamenie
num periodo de 20 5, sua reversfio era feila por estimulag@o da preparacio com pulsos
de apresentacdo slertdria, apos o gue se aguardava um pericdo de 1 min antes da
privima tenative. Quande meis de um epleddic era aplicade & uma preparaglo,
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observava-se um perfodo minime entre episddios de 15 min, para permitir establlizaggo
da fregiifincia atrial
Fim da aplicagBo

.. . a L "

nicie da anlicacd 33,3 ms : e
Inicic da aplicasdo *Ww';*‘“ - do trem estirnulatorio
da trern estimulaidng " ; X -

Amplitude

1 estinnlo SO° patimulo

3

LR AR

1

26 esttmulos {c}

Figura 3.5 ~ {8) representagio de um estimudo unitéro, ou seja, um pulso bipplar de
tensio utiizadn para estimulacio stial (b) representagio do protocele estimulatdno 1
o reprasentacio do protocolo sstimulatonio PR

ERNDICE DE TAQUIARRITMIA: & indice de tagquiamitmia (1) representa g orobsbilidade
de se induzlr TA am um ep?sédis, Bie & definido como o quoclente sntre o niknero de
tentativas que sfetivaments Induziram TA e o nimero tolal de fentalivas. Por exempio, 1T
= 050 guando, num dado epistdio, metads das tertativas induzem TA.

Fim da aplivaclo
do trem
petimulattrio TA
7 Teptative 2 Tentative 3 { Tonghiva o Tentativa 8

i
-

i

] |
Tontatival \

Nenhuma
taguiarritmia

Figura 3.5 - Esguema flustrative de um episédio estimulatdrio. Lim episbdio fol sempre
composte de 8 tenativas separadas por um intervalo de 1 minuto, dusars o gual o atrio
assumia athvidade gue scompanhava ¢ rbmo sinusal, Se, apds & aplicagio de uma
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wentativa, ocoma inducBo de TA, sste intervalo era contado a party do momenio que a
artitraia termiava @ o ritmo sinusal era resiabsleoivo.

352 Protocolo Estimulatorio para Induclo de Aniimias Dependentes de
Catecolaminas em Atrios Esquerdos

Neste tino de preparacio, que ndo tem alividade espontdnea devide & auséncia de
marne-passns, auomatisme (aritmia) fol induzido de acordo com a abordagem descrla
por Boer & Bassant {2004}, A preparac8o foi tratada com 1 Wi 18O para estimulacdo de
adrencceptores B Dols min apds a adigo do farmace, splicou-se um trem estimulatdno
de 150 pulsos & B Hz, apds o qual & estimulaglo elética fol cessada. Atvidade
psportéanea, de freqliénaia reguler (3-8 Hzj, desenvolvewse loge apis interrupgio da

sstimudacio eldtrica

36  INFLUENCIA DE FARMACOS SOBRE A INDUCAD DE TAQUIARRITMIA

B todos 05 CAs0E. LI oy mais episddios eram aplicados em condigda confrole
(e, anes da adicio do fArmace). No caso de mals de um episddio controle, em cada
anisédio ol utilizado um protocolo estimulatddo diferente, para melhor avaliagdo da
indunivitidade de TA em preparagbes individuals. A seguir, 0 Tarmace e adidonado &
solucdo do banho, 8, apds o perfodo de estabifizagBo adequade, aplicava-se episidiols)
som ofs) mesmolsl protooolols) estimulstdriols) utilizadols! em condicio contrale. Os
mesmos tpos de episédios eram aplivados novamente apds a lavagem do farmaco.
Portanto, & importante ressaliar gue, independentemente dos protosoios estimulatanios
usados, eles eram sempre 08 mesmos para determingplo de 1T na ausénela e na

prosenga do farmaco,

3.7 YETOQATRIOGHAMA

Ois passos para obtencio do veloatiograma sior &) caplagho do eletrograma atrial
hidimensional, bl processamento dos sinals de eletrograma; ©) composiglo do velor
sidirico medio (VEM]L



3.7.1 Capiacio do Bletrogramsa Alrial Bidimensional

Foi utizada & montagem mostrads na Flgura 3.2, 2 08 sinals nas derivagies Dt e
N2 foram obtides, como indicade na Figura 3.3, Os slefrogramas captados definem mp.{t)
& Mgplt), que 550 as coordenadas do VEM nas dertvacles I e D2, respectivarnents, no

sisterma de coordenadas no ortogonals definido pelo tridngule de Einthoven.

3.7.2 Processamento do Sinal do Eletrograma

O processamento do sinal do eletrograma consistiy na aplicagie da seqliénoia de
srooedimentos mostrados na Figura 3.7, Esta efapa incii a wranslormagio das
conrdenadas da base criginaimente nio orfogonal para a base orfogonal, ¢ que facia o
tratamento dos dados ¢ a inferpretacic dos resuffados do veloatiograma.

[Fvisgo do siral Filtragem
pelo fator de ganho bl (FO= 100Hz e el Promediagio
g amplificador noteh s B0z}
{1 {2} 2}

Apticacio da malriz

3 de fransformagio " Somposigio
near para mudangs do VEM

te Dase

& 15}

Figura 3.7 — Diagrama dos passes executados na fase de provsssamento dos sinais
sletrogralicos para a oblengio do veloatriograma.

Com excecis da filtragem do sinal, que fol executada com o soffware Agtiados,
todag as outras operacdes foram execuiadas com o programa Misrosofi® Excel,

A Figura 3.8a apresenta um registro original oblido na derivagdo I, que mostra a
svolucio ternporal do componente Mt do VEM. Na Figura 3.8b, € apresentado o
mesmo reglsiro apds filtragem do sinal com a aplicagio de filiro pasea baixa de 100 Hz e
nokch de 60 Ha.

A operacio de promadiagdo fol feita para determingr a forma de onda media do
sinal de sletrograma e aurmentar a relaglio sinabruito. Para isto, foram amostrados 7
cicios consecutives de aiividade eléirica, cujos pices positives foram sincronizados com o
pico do sinal do primeiro ciclo. A Figura .9 apresenia a sobreposigho dos registros
simultaness das dervagBes D1 e D2 apds promediagdo. O sinal em D1 fol o mesmo
aprasentade na Figura 3.8
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Figura 3.8 ~ {(a) Ragisiro eletrografice da atividade elétrica espurténea avial direila na
derivagio D) [b) O mesmo registro apds aplicagio de filtro passa bala de 100 Mz e
ngtch de 68 H
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”3{}M
40 "~ Tempo {s}

Diferenca de potencial (1Y)

Figura 3.9 - Registro do eletrograma aivigl nas derivactes D1 s D2 apds promediagan.
As baras nos racados correspundem ao erro-padrao da roaédia do sinal rog 7 clclos
promediadas,



O procedimento (4) exige a determinagdo da matriz de transformagao linear
(Boldrini et al., 1980), que sera agora considerada detalhadamente. Na Figura 3.10, estao
mostradas as operagdes geométricas necessarias para a determinagac da matriz de
transformagéo linear. Na Figura 3.10a, temos o sistema de eixos nao ortogonais, onde

ﬂ}(r) ¢ o VEM, e mp;(t) e mpy(t) sdo seus componentes nas derivagbes D1 e D2,
respectivamente. Procedemos entdo a um deslocamento dos eixos (Figura 3.10b), sem
qualquer prejuizo para a informagao contida no sinal. Na Figura 3.10c, foi sobreposto ao
sistema original o sistema de coordenadas ortogonais (x,y). A partir desse ponto, e
possivel a determinagao de my(t) e m,(t), que sao os componentes de VEM no sistema
ortogonal, a partir de mp;(t) e mee(t), que s@o os componentes obtidos experimentalmente
nas derivacbes D1 e D2. Na Figura 3.11, estdo explicitados todos os elementos

necessarios para esta determinagao.

(a) (b) (c)

Figura 3.10: (a) Vetor elétrico médio determinado diretamente de suas coordenadas nao
ortogonais; (b) reposicionamento dos eixos n&o ortogonais; e (c) sobreposicao dos eixos
ortogonais aos eixos em (b).

Por simples observacao da Figura 3.11, temos que:

mMix(t) = Mo () (1)

Pode-se perceber que y;(x)=1g(x)x(t), e que yi(x) € paralela a y,(x). Destas
relagdes, e considerando que a=90-4 (B é o angulo entre os eixos das derivagoes de

medic&o, no caso, idealmente 60°), temos que:

¥,(x) =18(90 = B)x+b (2



Figura 3.11: ParAmetros utilizados para a determinagao da matriz de transformagéo das
coordenadas nao cartesianas em coordenadas cartesianas.

Para determinacéo de b, basta que tenhamos um ponto pelo qual passa ya(x).
Tomemos o ponto Py, como mostrado na Figura 3.11. Suas coordenadas no sistema
ortogonal sdo (-cos(B): | Mo2(t) | , sen(B)- | mpz(t) | ). Como mp(t) possui valor negativo, pois
sua orientagao € no sentido decrescente do eixo D2, temos que |sz{t)| = -Mpa(t).
Assim, as coordenadas do ponto P; ficam (cos(B)-mp(t), -sen(B)-mpe(t)). Substituindo

estes valores em (2), obtemos:
b=~1g(90— ) -cos(f) - m,, (1) —sen( ) - m, (t) (3)

Tomando agora o ponto P,, cujas coordenadas no sistema cartesiano sao (mx(t),
m,(t)) ou (mps(t),my(t)), e substituindo, juntamente com (3), na equacao (2), temos:

m, (t) = (90— B) - mp, (1) +[~18(90 = B) - cos(f) — sen(B)]-mp, (1) (4)

Com (1) e (4), chegamos a seguinte transformagéo linear, que converte as

coordenadas de M(t) do sistema ndo ortogonal para o sistema ortogonal:

m (1) _( I 0 N My, (1) J 1)
m (1) a 12(90—B) 1g(90— ) -cos(f)+ sen(B)) \—mp, (1)

Para 8= 61° T1 sera:

[m_t(r)J [ 1 0 ] { my, (1) ]
= : (T2)
m (1)) (0,553 114) (—mp,(0)



So manelra simples, consideremoes agora 2 andlize de propagacsio de efros em
nossos procedimentos. A conversdo de (v t), miee()) em (mul), mdll implica na
utiizacdo de um angulo (8) na obtencBo de £ estamos suielio 4 erros de medidas, Assim,
o primeirs passo na andlise de erros consisie em determing © angulo £ e seu anrn. Para
ista, foi falla 2 determinacio dos valores reais de 8 mostrados na Figura 312

831

3 M)

Figura 3,12 Bimplificacdo do sistema de bases ndo orogonais, onde sa0 mosirades o
angule B & as distincias reals entre s eletrodos no nosso sistermna experimental.

Da Flgura 212, apticands a Jel dos senes ao angulo £, oblemos:
5 -t

cos f = ——%ﬁ;‘mn {55

. considerando que cos 8= Flo,boi=y.

Gom a equagis (5) podemos detenminar o valor de B, Nela utilizamos valores de 3,
b e ¢ gue est3e sujsitos 3 erros de medicdo, Assim, devemos calcular @ erro de § a partly
da imorecisio associada & a, be o

D3 1eora de propagacio de ervos, lemos gus:

a7 = \é {acT ()

(Y ey (30 (o5
&) (3] (3

Considerande, de acordo com a Flgura 312, 3= 418 20008 mm, b= (23,20 ¢

0,005 mm e o= {24,30 = 0,008) mm, e aplivando {8} em {5} obigmos:
AY = 2638107

EiN



Ansimn,

cos A =0,4830% 2638107

Assumindan gue:

B = arccosx {7)

ande x=04R839% 2638107 dateoria de propagacdo de erog, temos gue

Af = f@ AR )

Aplicando a equagao (8] a (7}, chegamos &
£ (610620,00)°

Procedemos agors 4 angiise de propagscio de eros em nossa matiz de
wansformagio.

Cormno m (= my (1), temoes que:

e {£y= Amg (1) 8

D [4), sabemos oue;
(1) = 1 (B0 ~ B3y, (0 +112(80 — By cos{ B~ sen{ B1] - my, (1)

Podemog esorever:

m (1= FUB e, 0, m,, (1) | 10}

D teora de propagacao de erros:

I a *ﬁ i ,
A (1) = jk } L%mw} A, (03] - J

e } fam,, (Of

(1)



Resoivande (11), B considerandn que S={GL06 2 0.07), chegamos 3 seguinis

SNDTESSAC pAra Am e
(am, )] = L7046 G, (OF + 7602 g (0F 47,21, (0 e (1)) -(ABY +

0,306 (B, (1) + 0,369 {Am,, () {12)

Cam a iransformacio T2 e as equacBes (8 & (123, basta gue ienhamos

g {0k A A1y © oy, (13 E Ay, (1) para que seja possivel determinar m (1) T dem (1) &

m, Fgn A {1y,

Firmlmente, com 2 ulifizacis da transformac8s linesr (12) & ¢ procedimendo pars
determinacie do eno, podemos gerar, & panilr dos registros slstrogralicos das derivagbes
Dt 2 D2, os sinals souivalerdes ng base orogonal, como ne Flgure 3013a, onds &

mostrads & sobreposicio dos CGmQ{}ﬂeﬂE@;S.m;[(E} g m (do VEM. A partir destes

componentes, & possivel ertfio, gerar o VEM {Figura 3.13b). O VEM mostrado na Figura
3.13b é o velor associado as coordenadas my, (83e my, (1) dos sirais mostrados na

Figura 3.8,

28 EITUDO DO BFEITC DA ABERTURA DE CANAIR DE K* OPERADOS
POR ATP SOBRE A INDUGCAO DE TA

Como 14 exposto, a reducio do periodo refratdnio parecs ssr om fator importante
na manutencio de TA (Kim ef al, 1906}, especiaimente no caso da fachitagio oolingrglea
de TA fLiu & Nalel, 1987 Kneller of g/, 2002). A duragdo do periodo refratdrio estd
diretamende relacionada com a duragho do PA, a qual é consideravelmente reduzida por
ativaclo de receplores oofinérgicos muscarinicos atrials (Euler ef al, 1986, Watanabe ¢!
al, 1986, Sesunov ef al, 2002}, Parag investigar se o encurigmenio do PA & condigia
suflcients para & indugdo de TA por estimulacho slétrica de alta freqlénaia, testamos o
sleito do pinacidil, um apente que sumenta a condutinoia da membrans 2o KY por
promover a aberlura de canals uperades por ATP (Fan ef al, 1890

Kt
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Figura 3.18: a) Sobweposicdc dos componentes m {t) ¢ m () do VEM oblidos 2 partir

dos componentes my, (e my, () pela aplicagdo da wensformaglo T2, b) VEM
SOMPOSo 2 partir de m (0 & m {0}, As barras correspondem au ero padradc ok média.

Com o objstive de minimizar s influncla da ACh liberads das terminagfes pare-
simpaticas pala propria estimulagio eldtica e, com isso, isclar o efeito do pinacidd, alguns
pxperimentos foram realizados na pressnga de atroping {1 uM), blogueador competilive
de receplores oolindrgicos muscarinioos. Nestes sxperimentos, [T fol delerminads em
condicdn controle (ausingia de térmacos) & 30 min apds & adigho de alropina. A segulr,
pinackil fof sdiclonade cumulativaments o mein. 1T Tol detsrminado 8 cada corceniragio
de pinacidl, apds um perfode de 7 min para estabilizagdo do efeito. bm oulres
exparimentos, pinacidi! fol adiclonado na ausénoia de outres Tarmanos ou a preparagles
ia pré-tratadas com CCh. O efeitn do pinacidil tambam fol testade em alrios esquerdos.



3.8  ESTUDO DA PARTICIPACAC DE FOBFATASES NO ANTAGONISMO
ADRENERGICO-COLINERGICO NA INDUCAD DE TA

Npstes experimentos, utfizamos fuorslo de siddio (INaF a uma concentraglo de 3
i para a iniblgfo ndo seletiva de fosfatases de protelnas {(Meumann ef al, 1985}
intcialments, 1T fol determinado na auséncia de farmacos. Err seguida, adiclonou-se &
praparaciy 100 pM 3Hschuti-t-mefixanting (IBMX, inibidor nfc  selefive - de
tosiodiesterases, Rethke s al, 1992, e, 10-30 min depols, adiclonou-se o agonista B
adrangrgico 150 (100 n). Este procedimento teve por objetive madimizar a acumulagie
intranalular de cAMP &, por conseguinte, o grau de fosforilaglo dos substrates da BHCH
Dsls min apds & adico de 180, 1T foi determinado novamente, A saguir, 0.5 ph carbasol
(CCh, agonista de receptorss solindrgicos muscarinicss) também fol adicionado a0 mein,
& IT determinado 10 min depois. Em algumas preparages, a adigho de GGh fol feita apts

incubag8o com NaF por 18 min.

310 BOLUGOES

A composicin (em mM) da solugio de K-H fol: 118 NaCh 4,8 KCE 2,5 Call. 20
1,2 KHPO,; 1.2 MaSC.THD; 25 NaklGy 11,1 olicess & 2 de &cido aschrbing; pH 7.4
aob horbuthamento com 95% O, 5% GO, Para o pregare da solugo K4, utizou-se sais
de padrae analftico e Agua destilada e defonizada.

Tades o8 fArmacos uliizados foram adquiridos da Sigma Chem. Co. (8L Lows,
MO, EUAL Com excecdo do pinacidil (Sigma P-154, solugio-estogue de 10 mbd, dimetil-
sutdxido como selveniel, as solugdes-astoque dos dernals Tarmacos Torarm aQUOSas, com
ag serpiniss concentragdes: 40 mid cloridrato de GGh (Sigma 043882); 10 mi suffate de
araping (Sigrma ASS47); 20 mM clovidrato de (M50, (bigma IBE4): @ 10 md IBMX
{Sigma 15879). As solucBes-estogue dos férmacos forem mantidas a -20 °C e diluidas
imedigtaments antes do Use.

Parg 3 adicio de NaF  (Sigma 8780} 2  preparagio, fransferimos
aprovimadamente 3 mi de solugio de K-H da cimara de incubacko parg um reciplente
contende a massa adequada do sal para uma concentragdo de 3 mM quando diluido no
vplurme tols! da camarg (20 mil. Apds dissolugio completa do sal, o wolume relirado i
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deveivido & cdmara de incubac8o. Nio ol observada altsragio do pH da soiuglo apds
adicio de NaF. '

311 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como média = ervo padrde da média (EPML Os
valores ge 1T nos difersntes tratamentos farmacoldgicos foram comparados por maio de
aralize de varfncia monofatorial para amostras pareadas oy ndo pareadas, com a
aplicacio post-hoe de teste de Neuman-Keuls ou Dunnett para comparac@e dos
contrastes. A hipdtese nula fle., ausénela de dfergngas significadivas) ol rejeitada
quando sua probabilidade fol menor ou igual a 5% {p s 0.08). A andlise astatistica fol
malzada com o auxflio do programa Prism, versfo 4.0 (GraphPad Software Ing., Ban
Clegn, GA, EUAL
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41 0O ELETROGRAMA BIDIMENSIONAL

4.1.1 Validagdo da Montagem Experimental
Para validar & mantagem, primelramente concebemes wm VEM tedrico de mbdula

ronstants e que desenvoive uma trajetdda clrodlar, como mostrado na Figura 4.1.

ML)

Figura 4.1 - Madslo tedrico do VEM adolado para validacho da mordagern experimental
procedimento para determinagho do vefoatriograma. Neste modslo, VEM possul modulo
consiante & muda apenas sua orisntacio, gue descreve uma cirounferénoia.

Para sstebelecer o VEM como proposte, ulitizamos a mordagem mostrada na
Figura 4.2a, na qual VEM fol gerade a partr de um dinolo siéirico induzido ente 08
sletrodos de estimulacio. A imensidade do campe elétrico do dipolo fol constante, o que
implica e méddulo constats do VEM mantide em T mV com a aplicacio de 8.2 V antre
o8 eletrodos de estimulacio. A orisniagho dos eletrodos fol varlada, de modo a descrever
uma trajetdria cloular, Parg a oblengdo da waietdria do VEM, disoretizamos o cireuio
sobre o qual se destocava a ponta do VEM em 24 pontos. Tomamos & malidas de tenséo
nas dervaches D1 e D2 am cada ponte e detenminamns a média e errg-padrio. Na
Figura 4.2b, temos o velograma shtido experimentalments a partiy da monagen
mostrada ne Flgura 4.2a. Sobreposto g0 velograma, temos o tagado de uma
cireunferdncia {trajeiéda ideal tedrica), o gual entontra-se dentro dos intervalos
delimitados pelas barras de erro das medidas experimentais, como podemes ohaervar,
fsin nos leva a concluit que @ presente abordagem expermental permile a geraglo de
VEIOUIAMAS GUE S8 LOMPOTIAM COMo o pravisto por modslo LEOR00,



gstimulacho
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Figura 4.2 - {a) Mordagem axparimental para estabsiecimenio do VEM de médulo
constante @ vajetdra ciroular. O VEM fol obiide a parilr do dipolo eléirico gerado pela
aptisacio de ums diferenga de polencial entre os elelrodos de estimulaclo. Para &
composicio do VEM, uillizamos as dervactes D1 e D2; (b} Sobreposicdo dos fragados
do VEM obtidos experimendalmeris com g montagem mostrada em A, 8 pantlr dog
rogisiros eletrograficos, determinacio de mp @ My & de transformacgio nesr T2, Os
pontos representam valores medios 2 as barras comespordem aos eros padrdes da
média calculados pels souacdn 11 bBm (b), temos ftambém o tagade de uma
sirounfpréncia de ralo unltdrio fedrico}, que cotresponds & rajetdia ideal,



4,1.2 O Vetoatriograma sob Ritmo Sinusal

As Figuras 4.3s, hec apresentam registros tipicos de veloatriogramas obtidos a
partiy de preparacdes atrials direitas sob ritro gerado pelo ndduln sinusal, na ausénela de
guaiguer agenie farmacoldgico. Os trés registros foram obtidos de preparagtes diferantes.
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Figura 4.3 ~ Em {a), (b} e {£) s8o apresentatos registros tipicos de vetogiriogramas sub
rdtran sinusal, registradns em éirios dirsitos isolados de ratos. As selas indicam o sentido
do deslocamento do VEM. Em {d}, mostra-se 2 disposican tipica de um &lrio, com relagao
ao wangulo de Blnthaven,
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Alguraas observacbes podsm ser {eitas, a parlir dos resultados no conjunto de 3

preparaghes estudadas:

a) os velpabiogramas apreserdam uma forma essencialments semelhante, embora a

ampiitude de VEM varie bastante entre preparagbes,

o) as rajetdrias do VEM sempre se dessnvolver no sentido hordde;

o) tudas as ajetérias tém inicio e fim no ponto {0.0}, o gual corresponde @ auseénsia

£.1.3

de atividade slétrica propagada ne tecido, ou sela, repouso aidtrco em tode o
tacido. A passagem da trajetdria por este ponto indica que a atbvaclo eiétrica atral

& prevedida e sucedida por repouso elétrico.

0 Vetoatriograma Durante Taguiarnitmia (TA} de Origem Colinérgica

hs Figuras 4.4a, b e o apresentem registros tipicos de veloalriogramas obtidos

em diferentes praparacies atals direltas iscladas durante a ovorréncia de TA Induzida

par sstimulagdo elétrca de alta fregliéncia (TA de origem polinérgical. BEm comparagio

nom os veloatriogramas obticos zob rtmo sinusal, cbservamos gue!

a}
o)

7

¢

4.1.4

Dependendo de preparacio, as tajetdras padem se desenvolver fanto no sentido
hordrio, quardo no anti-horario;

Comumenie, & rajetdria apresenta um grau consklerdvel de simelra, e tende a
uma elipge (exemplo, Figuras 4.48 ¢ b);

De mode independente da forma e senfido da Wajeltra, em neniuym momento
YEM tem médulo zero. lato Indica que, nde hd repouso siéldon: a um dado
inctante sempre hé alividade eléiics propagando-se em alguma pane do tecido.
iste ol observade em tadas as § preparacies estudadag.

O Vetoalriograma durante Arritmia de Origem Adrenérgica

Como i explicado, os mecarismos sublacentes a TA potsm envoiver, enfre

outros, o esiabslecdimento de cirouites resntranies ou & ocardnols e aufomatismo

ectépico. Para TA de origem colinérgica, propbe-se que o mecanismo de geragao da

margencio seja o de excitaglo reentrante (Allessie of &, 1884 Barwilis of af, 18984
Vaidva et &l 1999; Knefler et al, 200E), com o qual sia em acords o padiin de
vetoatriograma gue obtiveros durante TA induzida por estirulagio elélrica de atia

freqliénicia, que requer a ativacho de recepiores colingrgices muscarinicos {Godoy el &l
16949, Zafalon of gl, 20043,
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Figura 4.4 — Registros de vetoatriogramas oblidos durante a ocorréncia de TA induzida
por estimulacio slélrica de alta fregiinola (TA de origem colindrgica) em diferentes
preparaces eirials direlias isoladas de rato. As setas indicam o sentide do desiocamento
da ponta do VEM,

Mo entanto, espera-ge que aste padrio de propagagdo da adbvidads siérica atrial
seja difersrde daguele gue se desenvolve duranie um tpo de ardimia cus nde
necgssaraments envolve a formaciio de crcultos reentrantes, come € o caso daguela que

podds oporer am Strios izolados durande 2 sxposiglo do Ao a altas concentragbes de
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agonistas B-adrendrgicos {Hoer & Bassani, 2004}, Neste caso, a alividade sspom@nes
narece ser devida a automatismo ectdpics s/ou sobrecargd celutar de Ga®™ (MNash ef af,
200t Bassani & Sassani, 2008; Zom-Pauly et al, 2004). Para a indugio deste po de TA
yiiizamos 3 metodologia proposta por Bosr & Bassand {(2004), gue consiste em
astimulacio slétvica de dtrios esquerdos isclados & B Mz, na presenga de 1 uM B0,

A Figura 458 apresenta a sohreposicBo do vetogiriograma de varios dclos
consecutives de atividade espontBnes de origem adrendryics, enquanto gue a Figura
450 mostra ¢ veloatograma médio desses dolos (e, apds promediagdo). Podemos
chservar que o padrde de trajetdria da athidade eldtrica € absolitamente distinto do
padréc durante TA de origem colingrgica (Figura 4.4). A difersnca rmals marcante & U,
assim como ne vetoaiiograma regisiradn em atrios direltos seb rimo sinusal (Figura 4.3),
a fraieidna do YEM tem infdio & fim no pordo (0,0}, o que & sugestive de que cada ciclo de
atividads tenha origem nums dada regifio do eoido {que provavelmente assume ¢ papel
da um marca-nasst), & seja precedido & seguido por um periode de repouse elélnco.

42  TAGUIARRITMIA INDUZIDA POR ABERTURA DE CANAIS DE K7
REGULADOS POR ATP

421 indice de Taquiarsiimia (1)

A facitagiio da occordncla de TA por agonistas de receplores colingrgicos
mugeannions tem aido atribuids a0 seu efells de abreviar o PA, e conseglentemente, o
parfodo refratirio, 0 que facilitaria a reexcliiagho de regifes do tecdo atial, levando ao
psnhalacimeno de clrouilos reendrantes (Moffman & Suckling, 1633; Allessie eof al, 1884,
Euler & Scardon, 1987 Mor eof af, 1085 Euler of 2/, 1888, Walanabe of al, 1886
Mandapall e al, 2000, Sosunov &t al, 2002; Kneller &f @/, 2002). Para investigar se o
ancurlamento do PA & condiclo sulicente para facillar & inducdo de TA, testamos o
efelio do pinacikdd, cue atuz schre canals de K7 regulados por ATP, causando sua
aberturs {Fan of gf, 1980}
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Diferenga de potencial {uVl

i

Diterensa de potencial {;z‘%i’;

B0
Diferenca de potenchad iV}

(b)

Figura 4.5 - Vetoatrograma registrado dwrante avitmia de ordgem  adrendrgica
fautomatismo} induzida em Atrio esguerdo kolade por estimulacio slétdos & B Mz na
presenca de 1 uM de lsoproterencl; {8) sobreposicdo do vetoatriograma de varios ciclos
consecutives; {b) vetoaldograma medio, apds promediagiy dog ciolos apresentados em
fal.

A Tabela 491 2 3 Figurs 4.8 apresentam os resuliados dos experimanios com
pinacidl, apficade cumulativamente a é&lrios direllos na auséncgla de pulros fdrmacos.
Mests caso, dsou-se o protocolo P, gue fem menor eficidncia de induglo de TA em
condiofies  oontroles.  Phnacidil, nas  concentragbes wilizadas, n8o  alierou
sigrificativamente a feqiéncle aiial sspontBnes fpe L0628, analise de variénciz
monofaional para amostras pareadas), pordm, apresentou um efelly anfimogdnics
sigmnifioativo, ceracterizado pelo aumenio de T (o= 015, andlise de vardncia
monofatonial para amosiras pareadas), sspecialments nas concentraghes de 10 e 20 UM
foe 0,05 & pe 0,01, respactivamsnis, leste de Dunnett). Apds lavagem do farmaco, tamio 2
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freniiéncia esponténea, quanto {7 no foram significativemente diferentes dos valores
controde {p= 04587 e 0,720, respeciivaments, tesle de | para amostras pareadas), ¢ que

indics que o efeite do pingcidil sobre 1T & reversivel,

Tabela 4.1 — Valores do indice de indugfio de taguiamitmia (T3 e da fregliénela
gspontines {em batimenios por minuio, bom) em atios direilos isolados de ralns na
ausénola (confrole) 2 na presenga de pinscidl, 2 apds g lavagem. (s dados estds
aprasentados como medin £ EPM (N = 4L * p « 0,05 com relacio ao controle (este de
Sunneil) Nestes sxperimentos fol ulifizado o protocolo esimudatdno P,

Conlrole Finagcidgh Lavagem
5 pm 10 pm 20 um :
' 008 #0308 0,44 7 0,04 056 20177 Ge6 e 006" 08 ¢ 0,04
Freqléncia ZREE 8 AN 2918 atgre 1 21t
{bper} { P

D¥5m

050w

.28

.00 =
Controle 3p8 10ud 20pM Lavagem

Pinacidil
Figura 4.8 - Valores meédios do indice de inducdo de tagulaniimia 47) determinado em
atrios dirslios izolados de ralo na ausénca {(condrolel & na presenca de pinadidil, & apés
lavagerm. As linhas verticals indicam os EPRM. * p < 0,05 com relacio ac controie {leste de
Dunnett), N = 4.

A seguir, o efelio do pinacidil ol testade em preparaciss pré-tratadas com GCh
{Tabela 4.2 ¢ Figura 4.7). CCh causou redugio signifivaliva da Fegliéncia esponidnes
airial e aumento sigrificative de 1T, de modn depandente da conceniracio {p= 0,012 2 p<
0,001, respectivarmente; andlise de varénola para amosiras parsadas). Curiosamente,
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auande pinacidil fol aplicade & ssquir, observou-se reducio significativa de {1, embora
sam glelto aigum sobre a freqiifncia alrial {pe 0,001 & p» 0,985, respeciivamente; andlise

de varidncis para amostras pareadas).

Tabsia 4.2 ~ VYalores do indice de indugdo de taguarimia {IT) e da freséncis
ssporifnea {em bpn, batimentos por minutol em dtrins dirgitos isolados de ralos ma
auséncia de [Ermacos {controlel, na presenca de 0,3 & 0.8 oM carbacol {OCH & mna
presenga de 8, 10 e 20 uM de pinacidl. Os fdrmacos foram aplicados de modeo
curidativa. O3 dados estdo apresentacdos pomo média £ EPM (N = 44 7, pg 005 we
controfe; #, p < 0,01 ve 0,8 UM COh {teste de Dunnett). © protocole utiiizade fol P11

. Controle CCh ; Pinacidi

' 0,3 uid 0.8 ubd 5 10 um : 20 pm

T 0062008 | 028006 | 0784008 031 20,08% 0224036% 0,12£0,05%
FreqUéncia | 22359 | 119%40° | 785267 | 82428 | #5590 85+ 28
| topm) "

4.0
#
LCh 0,3uM 08uM 08uM  GBuM 08 uM
Piracidil 5 ul 0 uM 20 uM

Figura 4.7 — Valores médios do fndive de induglo de tsquiarmitmia (1T} detsrminado em
Atrios direlios leclados de ratos na auséneis de ldrmacos {oontralel, apds adicdo de 0,2 ¢
0.8 oM oprbacn! {OOR & pinacidil, Os frmacos foram adicionados de modo cumudalivo,
A3 linhas verdicals indicam os EPM, * o « 4,01 ve. controle; # po 0,071 ve, 0,6 ubd COh
{teste de Dunneit). O protocodo utilizedo ol PT. N = 4,



A observagdo de que pinacidi polenciafizou o elello pré-aniimico da ACh
erdégena iberada, embora inibisse o efsllo do OCh exdgeno, pode ser sugestiva de que
o pinacidl facilite a Sheragdo newral do neurclransmissor para-simpatico duranie 2
eslimulacio oidtrina. Para tesiar esla possibilidade e, com iss0, tsolar o efeilo dreto do
pinacidil sobre o tecido attial, repelimos o$ expenmentos na presenga de abropimm
{Hocueador dos recaplores colingérgicos muscarinicos), usando o piotecolo P3. Este
protocolo, que & mals sfelive pars indugdo de TA gue o P, fol szcoihide para
confirmacio de total blogueio da facifitacio colinérgica de TA pela alropina. A Tabela 4.3
e a Figura 4.8 apresentam os resultados destes experimenmuos, A adiglo de alroping ndo
mpcificon a freqiiéngia atral espontinea (o = 0,391, lesie { de Student para amostras
pargadas). Em atrios pré-fratadoes com atroping, fol detectade efeilo cronobrdpice negative
do pinacidd fo= 0,027, andlise de vari@ncla monofatorial para amostras pareadas), embora
este sleiic fosse sparente apenas para z concentragdo de 50 M (pe 0,05, teste de
Durnel), maior que 2 maxima concantragdo ulilizads nos sxpetimentos anteniores, nos
guais ndo se observou sfelio cronotrdpico do piracidil. Na concentracio de ¥ UM, atropina
fol cangz de abolir totalmente a induglo de TA pela sstimulacdo siéirica (= 0,003, esig t
para amosiras parsadas}, como observado previamente (Godoy ef al, 1989; Zatalon of
al, 2001}, No sntanie, mesmo na presenca de atroping, pinacidl apresentou urn marcanie
elelto pré-arritmico, oue fol dependente da sus concentragho {pe G001, andlise de
varifncia monofatonal para amostras pareadas; pe 2,07 para as conceniragdes x 20 ui
de pinacdil vs. atroping apenas, taste de Dunnett). Este resultado indica que pinacidil
apresenta efeito pré-ariimico independenta da liberagdo de ACH neursl ou da interagio
do neurctransmissor efou 6o pinacidil com receptores colindrgions muscearinicos alriais.

Tabela 4.3 ~ Valores do indice de inducdo de faquiswritmia 473 e da fregliéneia
ssparténes {em bpm, batimentos por mingio) em atlos dirsitos isolados de ratos na
auséncla de idrmacos {contole)l, na presenga de 1 uM de abropina & apds adiclo
sumufative de 10, 20, 30 ¢ 50 oM de pinacidil. Os dados sstio apresentados come madia
+ EPM M= 4). " pe 0,07 vs, controle; #, p« 0,01 vs. abroping apenas (tesia | de Sudent
para amesiras parsadas e fests de Dunnett, respectivamente). Utllizou-se o protonsio P3.

Controle Alropina Pinacidi
1 b 10 pm 20 3 m 50 um
it 0,72 25,08 Gx07 £,1220051082£011 0,91 2003087003
# # : # #
Fragiéncia 238 2107 20816 242 G preat o 1WIL7 4 %
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Atropina T uld 1l 1 uld 1 pbd 1 UM
Pinacidil 10uM  20uM  30uM S50 uM

Figura 4.8 ~ Valores médios do indice de indugio de taguiaritmia {IT) determinado em
para atries dizgitos lsolados de ratos na auséneia de tirmacos foontrolel, apds adigio de
1 UM atroming e pinacidl (10-50 ub) Os fammaces foram adicionados de modo
cumulative. As linhas verficals indicam os EPM (N= 4}, ™ p< 0,05 vs. controle {tesle t de
Student pars amosiras pareadas); # pe 05 v, afroping leste de Dunnstt). O protocalo
iitizado ol B3,

Por fim, a Tabels 4.4 ¢ a Figura 4.8 mostram os resultados dos experimentos com
pinacidit em dtrios esquerdos isolados. Esias preparagbes, além de nac apresentarem
atividade espontanes, possuem inervaciio austondmica bem menos densa do que alres
dirsltos (Hoover ef &, 2004}, e foram usadas com o proposiin de se minivizar a infsdncia
da lbsrachy dos newroiransmissores enddgencs sobre & Indugldo de TA. Nesies
exparimentos, a preparagio Tol estimidada sletricamente apenas durante as terlativas de
inducio de TA, & o protocolo usado fol P3. Como podemos observar, 1T em condigles
cortrotes ndo ol estatisticamente diferente de zera, o que mosta a balxa efetividade da
sstimulasio alétdos em induzir TA neste po de preparagio, mesmo com o uso de um
nroipcolo estimutatdrio capaz de induzir TA em mais que V0% das lentalivas em &trio
direite {Figura 4.8, contole). Mo entanto, a aplicagfio de pinacidil causou um aumento
consideravel de 1T (o< 0,001, andfise de vardéncla monclalorial parg amostras pareadas),
de modo semelhants Aquele observade am dtrios direlios expostos a atroping, © que
confirma - gue este agente pode faclitar g induglo de TA mesmo ng auséncia oe

pronuncisda ativagio de receptores colindrgicos muscarinions. Apos lavagem, o efeilo do
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pinacidii fod revertido {p = 0,423 va. condrole, ieste | pera amosiras pareadas), do mesmo
modde que em atrios direlos.

Tabela 4.4 —~ Valores do indice de indugio de taguianitmia {71 em &lrios esquerdes
isoizdos de ralns na susénoia {controls} ¢ na presenga de pinacidil. Os dados estdo
apressniados como média = EPM (N = 3). "p < .01 va. contrele {leste de Dunnetlt). O
profoecio glillzado fol PR

Sontrola Pinacidi Lavagem
5 uM 10pM | 20pM | 30uM
T 0042004 | 00450,04 (04220047 0752007 0752 0,07* | 0,08£0,04
.0+
e .4

Controle  Spl oM 20uM 30ub  Lavagem

Pinacidil
Figura 4.9 ~ Valores meédios do indice de indugio de taguiariimia (1) determinado em
dtrios esquerdos isolados de relos na auséngia de rmacos (controle), na presenga de
pinadidil & apds lavagem. As linhas verticals indicarm o EFM (N= 3. " p< 0,01 vs. contrale
flasie de Dunnetl). O profocolo utifizado 0 £3

4.2.2 VYelpsiricgrama

Come pudsmos observar, pinacid, mesmo ng presenga de alroping, mimeliza o
afeito da estimulacho oolindrgica muscarinica gquanto a faciitagie da induglo de TA por
gstimulacio ciética de alta freqléncia. A questlio que se apresants, m;é grtanto, & se 3

54




TA induzida por pinacidil & semelbanie dguels de ohigem oolinérgica quanto a0 padrio de
propagacds de atividade elétrica. Para responder esia pergunta, delsrminamos o
vetoayiograma durarte TA induzida por pinacidll (20 uM) na presenga de 1 b atroping
am atrin dirgitn isoladn, que esid apresentado na Flgura 4,140, Como podemos oheervar, ©
vetoatringrama & muite semelhante agueles oblides durante TA de origem colindrgica
fapresertados na Figurs 4.4). Em ambos o5 casos, a ireleldris & estdvel, slipsdide &
nunca passa pelo ponte (0.0}, o que indica gue & abvidade elélrica & continuaments
propagada (nBo ha repousc eldlico), como esperado pars um cicle reentranie de
atividade elétrice (veja elstrograma para models de propagacio circular, Figure 4.2b).

Diferenga de potenclal {pV)

Diferenca de polencial ()

Figura 4.10 — Yeloalriograma de ciclos consecutivos durante TA induzida por pinacidil {20
uhd) em atvin direlio isolado tratado com 1 M alrapina.

4.3 ENVOLVIMENTO DE FOSFATABES NA FA{E%L%T&@@{} ﬁﬁ&iﬁﬁﬁ;&i@ﬁ
DE ARRITMIA INDUZIDA POR ESTIMULACAD ELETRICA EM ATRIO
DIREITO DE RATO

Haviamas observade anteriorments que o tratamenio de dtbos direltos com CGh

apresentava um glefio pré-arritmico, ennuanio que 2 estimulagdo de recsplores -

L
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adrengrgpcos reduzia a induclio de TA por estimulagio elética de alla freqli8ncia
{Zatglon, 2001, Zafalon ef al, 001, 2004 A Figurs 411 demonsira que ambos os
efeites s&o dependentes da conceniragho do agonista, Observe-se que 2 adiclo de GCh
facifils de modo marcante a indugio de TA pelo protongio P11, gue & pouco efstive na
ausénoia do agonista, Por oulro lado, & indugio de TA peln protoccic P3, gue ooorda em
~75% dos casus, foi consideravelmente indhids por 1SC.

.00+
375 %
e
2 o504
.25+ g i [0
03,00+ O Ceh
BL .o 5 7 5

Log lagonista] (M)

Figurz 4,11 — Relaglo concentragdo-alsilo do isoproterens! (IS0 & carbaco! {CCh) sobre
o indice de tagutarsiimia (1T) em airies dirallos isolados de ralo. BL {2 esquerda) indics o
T comtrole {Le., na suséncia de férmacos exfgenost Para o teste com B0 e S0h foram
ytilizados grotocolos estimudatdrios PR e P, respeciivamante IN = B para ambos os
agonistash.

HMaviamos idertificade que 2 regulacio da concentragio intracsiular de cAMP
parecs ser um msoanismo de convergénda do antagonismo adrenérgivo-colingrgion na
ncduclo de TA, pols o elelto de estimulacio B-adrendigica podia ser mimetizads por
infbidores das fosfodiesterases. No entanio, este ndo parecia ser o Onico mecsnismo
ervolvido, i que a reduglo de 1T por inibigiio da degradacdo do cAMP podia ser revertida
pela administracio de agonista muscarinico exdgenn [COR Cafalon, 2001 Zalfaion of o/
2001, 2004}, Bl sugere, siém da exisiéngla de um mecanismo adiclonal que gl
mazanigmo atuaria numa slapa posterior ao conrole da concentracdo de cAMP na
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cascala de ansdugio B-adrengrgica, Comeo complemento an estuds iniciado previamente
(Zafalon, 20013, investigames aqui 0 possivel papel de fosfalases estimuladas pela via
musearining como mecanismo independents do controle da sintese s/ou degradecic de
CANME,

Para nibir fosfatases de proteinas de modo ndo selefivo, utiizamos o Nal {3 mM).
Nesta concentraco, Naf nfo alterou significativamente a freqUéncia alrial esponiénea
(370 + 0,01 Mz e 3,50 + 0,59 Mz na auséncia e presengs de NaF, respectivaments, e
G511, N o= 4% o que indica ndo ter havido ativagdo imporiante, pelo fluoreio, de profeinas
hgantes de GTP acopiadas a receptores colindrgicos muscarinicos & B-adrendrgicos
(Bloay of g, 1985

A Tabels 4.5 ¢ a Figurs 4.12 apresentam os resultados dos experimenios com
NaF. Nastes expstimentos, nos quais fol utifizado proteools de induglo P8, maximizou-se
a goumulacdo intracelular de oAMP {com o objstive de madmizer a fosforilagas
depandents de PKA) pelo tratamento conjunte com 0,1 pM 130 & 100 pb IBMX. Podemos
obsarvar gue gste ratamento aboliu tolalmente a induglo ce TA por estimulagio slstrics,
steitn este que nio fol modificads pela adiglio posterior de MNaF (Tabela 4.5). Na ausénoia
de NaF, a adicio subssquenie de 08 uM de CCh revertey o efelio de ISOHBMX,
restawrandn 1T ac valor conirole. Porém, na presenca de NaF, esie efelts do GOh fol
consideravelments suprimido {pw 0,08 vs. IBOBMX+OCH), o que estd de soordo com a
nroposta de gue a abvaclo de fosfatases pela estimulaglo colingrgica participe na

reversiao do sfalto antiardimics da soumudacho intracelular de oAMP,

Tabelz 4.5 - Valores do indice de indugdo de itaquiaritmia {71 em &lrios esguerdos
isolados de ratos na ausénoia de farmacos (cordrolel, na presenca de 180 {01 pbd) +
BV (300 p), apos adiclo de NaF (3 mi), e apds adighe cumulativa de CCh (0,6 1)
e auséncia ou presensca de NaF. Os dados estie apresentados como meédia + EPM. O
rimers de experimentios esta indicade entre parénteses. * p< 0,08 pars IBOBMKGOR
Ve, ISO+IBMX+NaF+OCh {toste de Neuman-Keuls). O protocolo utiizads ol P&

Controle SOLBMY | ISOLBMYXCCh [S04BMY: Naf | 150+BMX+NaF
+0h
047 20, D0 0,63 0,1 0D 014 40,1"
18 {8} {6} {3 {7}
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06 Controle
- —-{w

%

0,1 -

A
50+ IBMX - + + +
Gln - - + ¥
MNaF - e e +

Figura 4.12 — Efelto da inibigio de fosfatases por NaF sobre o Indice de TA [T} em atrios
dirsitos isolados de rale estimulndos eletricamernte a alia fregléncia {profoceis P3)L
iciaimente, T fol determinado na auséneia de Hrmanos {controle), A seguir, a indugio
de TA fol suprimida pelo tratamanto com 100 pM IBMX + 0,1 g IS0, para maximizagao
da acumulachn intracelular de cAMP. IT fol restaurado 2 valores controles pels adig8o
subseguents de 3.8 bt OCh, mas ndo gquando o sgonista fol administrado duranie
inibighe de fosiatases por 3 mb NaF. * p«< 0,05, teste de Neuman-Keuls.

58



Discussao e Conclusoes



51 VETOATRIOGRAMA E ARRITMIAS ATRIAIS

O vetocardiograma & uma importante ferramenta utiizada na olinioe médics, qus
permile diagnosicar ardimias, disttirbios de condugdo, e alteraglo do eixg siéiico do
coragdo que pode ocorrsr, por exemplo, devide a hiperrofia veniioulsr [Pipherger &
Ganer, 1952, Lopss ef al, 2008},

Meste trabalho, desenvolvemos uma sbordagem metadoitgios parg detsrminacio
do vetoglatrograma em fecido atrial isclade de raln {veloaldograma), com o objative de
gstudar o padrdo de propagacido elévica durante atividade elétrica de origem sinusal o
durante TA. A viabilidade da aplicaco do velograma exige que a fonle geradora do sinal
glétricn (na clinica maédice, o miscuio cardiano, © neste rabalho, o alrio solado) posss
ser fratada como um elemento pontual, cufe sinal vhedece ao princlpin da supsrposicio.
A safistacio do principic de supsrposicio pode ser tesisda sxperimeniaimente,
apdisendo-se um singl com caradteristicas conhecidas e verficando-se 58 o singl medido &
compativel com ¢ sinal tedrico esperado. 2 resullade oblide com a geracdo de um dipolo
conhecido, deslocads numa trajstdna droular, mostra que nossa montagern ¢ capaz de
regisirar com fidelidade o sinal gerado por uma fonde com dimensies proximas as das
oreparaches atrials, o gue confirma que o sinal pode ser tratado como classicamenis o é
no velnoardiogramas.

Dada a sus natureza vetodal, o veloatrograma consisle em ums ferramenta O para
o esiudo de propagacdo de atividede eldiics em lecido muscular, Considerande os
veloatriogramas obiidos em preparagBes sob riimo sinusal, ohservamos que 2 trajetiria
apreserta vatiactes entre preparaghes, 48 quals alribuimos principaimente a diferengas
no posiclonaments do atrdo e slefrodes de registro enfre os experimentos. No entanio,
deve-se destacar o {8lo dos regislros apresentarem imporiantes caracteristicas qgue foram
esssencialmenis semelhanies entre a8 praparacdes, s como & diregiio de propagagio
da atividade elétrica (irajetdria do VEM am sentido hordrio} ¢ origem dos ciclos no ponlo
{000 Esta Sltima caracteristics indica que o alivegio eléirica atrial de origem sinusal &
sempre precadids e sucedida por repouso elétics de todo o {ecido. Portanio, cada dclo
de afividade slélrica inivisdo no nddule sinoatrisd corresponderia a uma Unioa onda de
prapagacdo, que se extinguirta apds complata repolarizacio das vélulas de tods o tecido.

Em confrasie, $¢ um ou mais olrogitos de reentrdingds se sstabsiecem duranie um
episadin de TA, sspera-se aulp-regeneragdo da propagacio de atividade sidldea, que

podarig ooorrer repetidas veres em cada circuito apds um dnico ciclo de ativagio slétrca
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{gerado por marca-passes no fecido, ou mesmo por um estimulo elétrico). A Fgura &1
apresenta um modelo simplificado de propagacBo am um unice ciroulle reentranis,
representado por um pedace croglar de tecide muscular, no qual a frente de onda
despolarizante (hachurado) descreve uma irsjetdria espiral (Figura &a). O ssiado de
refratariedade do isoido estd associado a0 tom de cinea uliizado em brancs, repragenta-
se @ regifo do feoido que estd em condicles de ser exciiada, enguanto gqus agusia
mostrada em prefo e51d totalmente refratdria, Como podemos observar, a rente de onda

sempre sncontra, imediataments & sua frente, lecido am condicdes de ser excllado. Na

Figura 5.1b, esid apresentada a Irajeidia de VEM {:-";%'}._ obtido a pardr de sus
decomposicio, como mostrads na Figura S0lc. Portando, uma trgjetdria {ou ciclo
regrirarde) sera compleisda de & a t. O padrdo de propagagio da abvidade eidtrica
adotzade na Figura 5.1 fol baseado no modelamente desunto por Kneller ef al {2002),
seounde o qual a frente de onda de uma atividade reentrants de origem colingrgica evolul
ng forma de umas espiral. Embora se irale de um modelo computacional, os resuliados de
Knefler sf a8l (2002} concordam com observacles fellas em preparaches bisiGylcas
{Mandapatl e &, 2000, Blan & Tung, 2008; Bursac & Tung, 2006}

() (L) (1) {t)

Figurs 5.1 Modelo simplificado da evolugdo temporal de um dnino circuito reentrante. a;
nedace circular de tecide muscular, no qual a frente de onds despolarizante (hachurado}

descreve uma irajetdds espiral; b) rajetdls de VEM (A ) ©) componentes do VEM no
sistema de coordenadas ndo ortogonals,
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Dave-se rassailar que o vetcalrograma do modelo do cvcuito reentrants na Figura
5.1 & chrodar, 2 nfo passa pels ponto (0,0, devido & perpeluacio da propagacho por esle
circiito, de forma que, duranie cislos repelidos de propagacdo, em momento algum ba
repouso eldtrdcs simultansaments em todo o tecido. £ nothvel 2 semelhanca qualitativa do
sletrograma predido para sste modelo & aguele regisiratio em alvios direltos isolados
vranie TA evocads por estimulacio elétrica de alta fregiiénoia, 8 qual ol demonstrada
nreviamenie g orgem colinérgica (Godoy ef af, 199%; Zafalon ef al, 2004}, Como ne
madele proposte, & rajetdda da ponta do VEM nfo pagsa pele ponte (0.0} ou seja,
durarte a ocorréncia de TA nio ha repouso siélrico. isto significa gue a fodo instanie ha
nropagacio de atividade slétrica em alguma regido do lecids. A regulandade da trajetéia
durgnte ciclos consecutivos 2 2 ndo exdsincia de uma divecds preferencial de
propagacio durante este tipo de TA em diferentes preparacies tambem sio obheervaches
consistentss com a ooonéneia de crculios resnfrantes. Deve-se mengionay gue
mentvincla tem sido consistenterents observada em TA de wigem cofinérgica, em
miocardio de vérias espécies animals, e considerada como o princlpal mecanismo de
instalacdo e manuiencan deste Hipo de aniimia {Allessie of al, 1984, Banville of al, 1989,
Yaidya ef &l 1998; Nattel &f 4/, 2008},
Segungio Allessie ef gl {1984), mais de um clrouito reentrante pode se formar ne
&hric de ofio durante a ocovdnoia de TA de origem colindrgica. Embora nosses resultados
n&o permitam avaliar o ndmero de tals circuitos, @ possivel supor que 03 veloaitogramas
determinados no pressnie estudo, dado seu alte grau de sslabilidade e simelria, indiguem
2 coorrdncta de apenas um chreuiio resntranie. slo nEO causs surpresa, 1B que a drea e
yolume de tecido airdal disponivels pars estabelecimento desses ciroullos & bem mais
fimiada no rato do aue no 80,
Por oulro lado, o8 veloatriogramas durarte arritmias de origem B-adgrenégrgioa am
Atring esqusrdos isolados (Boer & Bassani, 2004), apreseniaram uma semethanga mulie
grande com os regisiros obfidos sob rimo ginusal, e diferlram bastante daguelss oblides
durarte a ocorréncia de TA de ordgem colingrgica. fsso podera ser expiinado pelz
diferenca de mecaniamas responssvels peins dois fipos de arimia. Ha indicagbes de que
arritrmiag atrlale de ordgem S-adrendrgina estfo associadas ao eslabelecimento de focos
scidpions causados por corentes despolarizanies desenvobdidas devido a alta laxe de
liperagio de Ca®™ do retfculo sarcoplasmiiico durarte sobrecarga celudar do lon {Nash et
b, 2007 Seoote & Wilkams, 2002, Bassant & Bassani, 2003; Zormn-Pauly of &, 2004) efou
a induclio de automatismoe em miscitos localizados nas velas pulmonares (Naltet ef 8,
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2005 Takahasht of g, 2008 isto imgdica no aparecimento funcional de um ou mais
marca-passes num tecido que, em condigbes normais, € desprovido de automalismo. A
reguiaridade dos intervalos entre contragdes durante frens de alividade esponianes
avocads por catecolaminas nesle {ecido (Boer & Bassani, 2004) sugere a existéncla de
um marca-passo dominants {emw oposigio 4 geraclo de ectopismo migtfccall, o qus
wormaria o abtio esguerdo fundonalments semethante ao dirello. Nossa observegao de
grands semelhanca de padrdo dos vetoatriogramas dirsile sob riimo sinusal & esquerdo
duraris ardimia adrendrgica estd de acordn com esta proposia.

Uma decoréncla Importante do conlunte dessas observagbes € gue nossos
resultados indicam que a trajetdra do VEM determinada pelo veloatriograma € capaz de
permitir & distingdo dos padrbes de propagagdo de artmias cujo mecanismo dominanis
sela automatisme ectépico ou formacio de croultes reentranies. A deferminagio do
velpaltiograma, que € de Implementacdo relativaments simples ¢ dispensa o uso de
arranjos de eletrodos para mapeamento eiélrico do fecidn, pode ser uma ferramenty
gypetimental valiosa na identificacio de mecanismos basicos envolvidos na geragio de
ardtmias por férmacos ¢ alleracbes sico-quimicas do melo (e.g., composigao idnical.

Para & compresnsio dos possivels mecanismos por meio dos quais a ativagio dos
receptores colindrgicos muscarinicos facilitaria a indugdo de TA por reentr@ngla, devemos
snfender as conseqléncias da alivagho destes recepiores. A ocupacio dos receplores do
subtipo m2 pala ACh liberade das terminagies pars-simpaticas durante a estimuiagso
glétrica desencadeia uma cascata bioguimica gue resulla em alteraglo da slividade
elétrica celular. Entre estas altleragdes, destacam-se A reducac da duraglo do Phoe
conseqiente abreviagio do pariodo wiratdde (Hoffman & Buokling, 1883 Boucher of i,
1006 Watgnahe of al, 1R98; Wang af &, 1997, Sosunov 8 al, 2002 2 a redugio na
velocidade de conduglo do PA (Margues ef al, 18881 Como as terminagles para-
simpaticas nio s encontram uniformements distribuidas nos dtros {Hoover et al, 2004},
& de s esperar que estas alleragfes ovorram de manera nio homogénes no 8cido, ©
que feva a aumento da anisolropia sléirics o da dispersio de relratariedade. Extes sisitos
crizm o substrato para o estabeleciments de clrculios reentrantes,

Ui dos efeltns da estimulagdo de recepltves mustarinions do Hipe m2 ¢ a indugio
de uma corernte de funde {backgrouns) retificadora de saida de K*, aravés de canals
dependentes da giivagiio desses receptores. A indugio desta correrde (hoagn) @ mediada
pela nteracdo dos canais de K com a subunidade § da proleing ligants de G719 sensivel
a toxina perissica (G, acoplada a receptores muscarnicos do sublipe ma, o gue




promove g abedurss dessas canais (Woumd gf al, 1897, Esta corente, culo efsiio nio
depends de esttmulagdo adrendrgice prévia, causs abrevincdo da fase de repolanizando
do FA 8 tem side considerads o wincipal mecanismo envelvido no efello dirglo da ACH
et células aidais (Molom ef &), 1883 Koumi f gl, 1987, Brodde & Michel, 1894; Zhang
gt af, 2008}, BEm camundongos ransgénicos deflcientes das subunidades By de G, ambos
08 efellos cronordplos e ingdrdpico de O0h estlo auseniss no corapdo (Gehrmann f al,
2002, A importinoiz desta corente para induglo de TA de origers colindrgica &
svidenciada pela complela aboligho deste fpo de aritmia em camundongos com
deficiéncia {knockoud do gens que codifica o8 canals de K7 dependenies de ACh {Kavoor
et al, 2007y Tambem & importants observar e 0 amindarone, qgus & capaz de dloguesr
fiacn abole a reducdo da duragdo do PA causada por ACh (Walansbe #f al, 1988) &
suptime 2 inducéo de TA por estimulacio de afta fregléncia em &rios isolados de rafo
{Zatalon, 2001; Zafalon e g4, 2004). Porlanio, a ewvidéncia disponivel na Heralura
sustena & hipdtese de que o aumento da conduténcia de fundo da mernbrang ao K,
cavsatn pels estimulacio de receptorss muscarinicos, desempenna urn imponanie papel
no favorecimento colingrgico da inducdo @ manutengdo de TA

5.2 EFEITO PRO-ARRITMICO DA ABERTURA DE CANAIS DE K
DEPENDENTES DE ATP

Se, no caso da TA de origem colingrgios, 2 Induclo de o, tem side considerada
como o mecenisme sublacenie go encurtamento do perfode refretdrio ¢ & facillacio de
regntréncis, sera plausivel supor gue a alivaglo tdniva de uma comenie de salda de
cations pudesse mimetizar o sfeife pré-ariimico de agonistas oolindrgloos. Fara investigar
ssta possibilidade, & determinar se o encurtamento do PA pela afivacio de corrente de K7
& condicdo suficiente para facitar a indugdio de TA, testames o pinacidl, gue atya sobre
canais de K" reguiados por ATP, causando sua abertura {Fan of &, 1880; Uchida et &/,
1899 Kilbinger st af, 2002; Tamargo ef g/, 2004).

(n canals de K sensiveis ao ATP stuam como um slo entre Vi 8 0 astado
matabdlico da célula, Esles canals permanecem fechados quando ligados ao ATP, mas,
guando a concentracio citosdlice de ATP cal {oomo ocorre no case de isquemia

micodrdical, o nuclestideo s dissocia do canal, e esle se abre, debande fluir ums
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porrente de safda de 1K {karel, que, assim como hoag.. apresenta retificacic de salda
(Srnyders, 19589, Kane ef gl 2005). Eata pomente de salda lende a causar mperpolarizagio
diastélios em células nodals {o gue pode inlbir o oronotropiamo, Han ef af, 1598}, &, por
outro lado, reduz a duracgdo do PA em células mincdrdicas (Suzuki ef al, 2002). Este
ajusie & parfictlarmente importante durante & ocowdncla de isquemia, na qual a
disponibiiidade de ATP sncontra-se comprometida, A asosleraglo da repolanizagdo peia
ativagpdo dos canais da K sensivels g0 ATP raduz o influxo de Catt (Kane of &), 2005}
Isto pode tor um paps! importante ndo 36 para economia energetica, mas também na
aeruacio da sobrecarga celular de Ca®™ nesta circunstincia, pols mals de 70% dos
fhixos de remogdo deste jon do oitosol dependem direlamente de ATPases (Bassam ef
al, 1992, Assim, se o influvn for mengr, manor serd & carga celular de Ca™, & menns
ATPE sera gasto no ssu transporta.

Os canals de ¥ sensgivels ao ATP apresentam grande semelhanga estrutural com
os canais que megaiam loon Aldm disso, ambos os canas possuem propriedade
refificadors e sua aheriura causa reducdo da duragdo do PA cardiaco {Sryders, 18989,
Tamargo af al, 2004}

Em rossos expatimentos iniclals, e adigho de pinacidi] aumentou, de modo
dependente da concentragio, & incidéncia de TA duranie a estimulagdo elétrica de alla
frenfidnoia, somo ohsarvamos previamente com o GCh (Zafalon &f gl, 2004). Porém,
havia a possibilidade de que este efeitc pudesse ser devido A TacHitaglo da tberagho,
pela esfimulacio eléirica, de ACh das terminacdes para-simpilicas presenies no alve,
errhora houvesse relate prévio de intbico da liberacio de ACh pelo pinacidil em dirfo e
intesting {Kilbinger ef g, 2008). Para esclarecer esla questio, repelimos os axpetimentos
durante  bipnuelo  de recepiorss  colindrgioos  muscarinicos oy 1 g atroping,
concentragio sfefiva em abolir lotalments TA induzida por estimulngio elélica de altn
freqidnoa em Aldes isolados [Godoy et al, 1989 Zafalon ef af, 2004; presentes
resultados), Observamos que, mesmo com 0§ receplores muscarinicos blogueadoes, o
tratamero com pinacidil produziv um efeifo ardtmogénics significative ¢ dependenis da
concentracio do farmace, o que sugers um sfello direto do pinacidil sobre o tecide alral

Uma ourra mansira de minimizar a possivel contdhuiclio da ACh lherada pals
estimalacio eldtrina para o efeito ardtmogénico do pinacidil ol testar seu efello am dlnos
ssouerdos, gue sBO mals pobres am terminacbes parg-simpdticas , quando comparados
com o8 atrtos direftos [Hoover e gl, 2004} Isio estd de acordo cam o baixo indice de
inducdo de TA em Atrlos esquerdos, mesmo com o profoccls estimulatdrio mails eficierte
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para indugdo am Atios direitos (Godoy ef gl, 1998, presentes resultades), embora sela
possivel induzir TA de modo semedhante aquels em éinos dirgitos duranie incubagio com
oCh (Godoy s al, 1989). Isto indica que esta preparaglio, apesar de nAo possily
insrvagiio colindrgica densa, é dotada de veceplores colindrginns muscarinicos capazes
de mediar o efeito pré-arritmico colinérgico. Também em atrios esquerdos, observamos
gue pinacidit exerceu um efsito pré-arriimivo significative &, em ambas as preparagoes,
aste afsito fol revertido completamente apds lavagem do Tamaco.

Surpreendentemante, o pinacidil apresertou efeito antiardtmico guande apficado em
preparaches pré-tratadas com CCh, poranto, ja com faciBiapio da indugdo de TA. Uma
nossibiiidade para explicar este efeits do pinacidil seria a oromoegan da Bbheragio de
catecolaminas (IAlonzo ef al, 1988), 25 quals anfagonizam o efello pré-ariimico de
agonistas colindrgices muscarfnicos {(Zafalon ef al, 2004, presenies resuitados). Porém,
esta nossivifidade parece improvével, [ que sevia esperado gus as catecolamings iossem
mais efetvas em amtagonizar a inducdo de TA durande sstimulagloe colindrgics mais
suave beracio de ACh enddgena pela estmulaghe eitrica) do que durante forle
ativacio de receptores muscarinicos pelo CCb exdgeno, além da AGh snddgena. Ums
explicacio tentaliva sers que a somagde dos efsites do alte grau de estimulacio
muscarinica ¢ de proprio pinacidit causaria uma redugio generalizada da duragio do PA
por todo o tecldo, de modo a reduzlr o disperséo de refratadedade, o que crianig um
subsirato  desfavordvel para o estebelecimento de  circuilos reentrantes.  CGubrz
possibiiidade, mals atraente, serla g inibigdo raciproca das correrdes mediada por canals
retficadores de K dependentes de ACh e de ATP, ja deswita em milelos alnais
fWelnerfieritz ef al, 2004). Esta inibiglo reciproca fol alrbuida pelos autores a
alteragdes locals do potencial de equilibrie do I, ariginadas pela deplecdo do fon junts &
fane citostiica da membrana devido ao efluxe de K ﬁemrrer‘&é da ativacds indclgl de um
desies canals, o que resultaria em menor diving force para a corrente através do outro
tipe de canal, ativado posteriormente. Assim, embora lenta gfeito  prd-ardimico
independarte, a atvagio de e, parece atuar alenuande o efeito pro-ariimion da
atlvagdo de i-h«; ACH-

Ao supormos que a sberfura maniida de canals de ¥ oselz o principal mecanismo
snvolvidy na lacilitacBo da inducio de TA tanto por AGHCGOR, guanto por pinacidl,
podemes esperar gue g natureza da TA evocada pelo pinacic sela a mesma daguela de
origem colindrgica, ou seja, envolvende propagache reentranie da athvidade plétrica.
Como mastrado no capitule de Resultados, o vetoalrograma oblido durants TA evosada
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na presengs de pinadidl em preparacdes pré-ratadas com atroping mostrou a3 mesmas
caracteristioas dos veloaidogramas duranie TA de origem colindrgion, espedigiments a
zuséncia de repcuso lélicn, caractenzada por uma rajetona do VEM gue nunca passs
nalo ponio {0,0), ¢ que & compativel com a Tormagio de circultos reentrantes.

Assim, 0% presentes resullados estice de acordo com 2 hipdlese de que a sherturs
sustentada de canais de K7, tano dependeniss da ativagdo de receplores muscarinicos,
quanto dependentes de ATP, & suficlente para facilitar o estabelediments de regntringia ¢
aumentar a pradisposiciio 2 oooméncia TA, possivelmente por meio da acslerago da fase
de rapolarizacio do PA e abreviacio do pariodo refratdrio.

E nteressante observar que estes rasullados podem ter considerfvel imponéncia
clinica, pofs eles sfo sugestivos de que 3 condigln de isguemia aumenia a
vilnerabliidade do ecde atrial & ccorrdnga de TA. Este mecanisme poderia contribudr,
pefo menas em parle, para explicar a obeervagio de Rastenyle & Jandaiivie (2005}, de
que a ocorrénciz de frilages & fudters abrfals € mals reqgliente em associagdo com
infarto mincardico do que com outro problema cardicvasculsy. No case de lecido
ventrioular, isquemia mincardica 6 reconhecidamente um forte falor de risco para o

desenvolvimanio de arimiss letais (Borgar of al, 2003%

53 PAPEL DE FOSFATASES NO ANTAGONISMO ADRENERGICO-
COLINERGICO NA INDUCAO DE TA POR ESTIMULACAD ELETRICA DE
ALTA FREQUENCIA '

Cufro mecanismo, identificadn previamerte {Zafalon, 2001, Zafalnn af af, 20041,
nelo gual a athvacdo de receplores muscarinicos poderia influenciar a vulnerabiidadse
atial & TA parece snvolver o controle dos nivals intracelulares de cAMP.

O cAMP, segundo mensageiro da cascala acopiads 2 receplorss Bradrendrgicos,
ativa & snzima PKA, & qual fosfordla diversos substratos, entre eles, canals de Ca® do tipo
L, presertes no sarcolema, o que leva 8 um aumento da sua probabilidade de sbertura
Bers, 1881} J& 2 coupagdo dos receptores colinergicos muscarinicos por agonistas
sauss inibiclo da AC, por malo da interagio com a subunidade o da proteing G acoplada
an recentor m2, resuftando em reduclo da taxa de sintese de cAMP. Porlando, esla vis
colinérgica causa ndiretamente intbicAo da atividade dos canals de Ca™ e da coments
gue Hut atravas destes canais {in,,, MeDonald ef af, 1984}, Dove-se ressallar oue 2 e 8
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uma corrente despolarizanie, considerads de grande mportdincla na determinacho da
duragdo do plald do PA cardiace, & sua inikigdo resulla em encuramento do PA (Bers,
1881; Ople, 1988},

Aldm do antagonismo no controle da sinlese, uma oubra mansia pela gual a
ativacic dus receplores coolindrgicos muscarnicos podera reduziy @ concentraglo
infraceiviar de cAMP envolve g estimulacBo da enzima fesfodiesterase do tipg 2 (Brodde
& Michael, 1999 Endoh, 1928}, a qual degrada cAMP am AMP. O blogusio ndo sslslvo
de insfodissierases pelo IBMX, assim como a estimulag@o de receptores B-adrendrgicns
nefo IS0 8 pele NA enddgena, leva 8 uma reduco de 1T em alrios direltos isolados, o que
demonstra que & acumulzcdo de cAMP anlagoniza o eleito pri-aritmico muscarinico. No
entantn, sste efeito pode ser totaimerte reverlido pela adicio de agoniste sofindrgive
muscarinico {(Zatalon of al, 2004, Zafalon, 2001; presenies resullados), o gus indica a
existéncia de oulro mecanismo, que ndo a reguiacio da concentracio intraceluler de
cAMP, pelo qual 8 vz muscarinica ardagoniza o efelto antiartmico da acumulagio oo
nucientiden, especiaiments em condiches de ativeclo da cascala de Wansdugdo §-
adrandrpins.

O receptores colingrgicns muscarfnicos 1m a capacidads de estimular a produgic
de cGMP viz sstimulaciio da enzima NO-gintase (enzima que catalisa & conversio de L-
argirina em NOY (Brodde & Miche!l, 1898, Endeh, 1829, Este ssgundo mensageinn tem
sido implicado ng reversdo, pelo GGh, do aumento de ln,y causado por inibigio de
insfodissterases em midciios sardianes (Mubagwa ef al, 18831 O cGMP pode eslimutar
fnefatases, possivelments anvolvendo fosforliacdo destas pela quinase depsndents de
CBMP PG, Sperslakis, 1894, Brodde & Michel, 1989). kate mecanismo, portanio,
nodera atenvar os efelios da estimulacio da PKA por cAMP, reduzindo o estado de
fostoriacio dos substratos desla quinase. Fol demoensirado o envolvimento de {osfatases
na reducio de by e da forga de contraglo por ACh o coraclio (Herzig of al, 1895
Meumann ef af, 1985; Meumann & Scholz, 1998; Sskal ef &/, 1888, Chu ef sf, 2003
Portants, am tese, g estimulacio de fosfatases seria uma possibifidade para sxplicar @
restauracio de IT pelo CCh em condices de auments da concentracglio de cAMP
infracekidar.

Poara tastar o envolvimenio de fosiatases no antagonismo exercids pela estimulagio
rmuscarinica sobre o efeite antiarfimics da acumulacio de cAMP, uliizamas ¥aF, um
ibidor ndo seletive de osfalases, efetive na inlhicdo de desiosforilagio enzimédlica e ma
atenuacio de efeltos svocados pela eslimulacdo de receptores colindrgicos muscarinicos
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m2 e ng intbiche da (Neumann et 2/, 1985, Embora a2 conhecida 2 agdo do fuorsto em
ativar proteinas liganies de GTP (Bigay ef af, 18B5), a concentragdo ulilizada nesis
rabaihg (3 mMy parsce ser insuficlents para evocar este elzito, & que ndo causa
alteragfo da concentragdce Intracelular de oAMP (Neumann gf af, 1985). Aldm disse,
ohservameos gus 3 mid NaF nio afetou significativamente o cronotropismo atrial, gue é
bastanie sensivel 3 ativagiio de vips aoopiadas a proteinas G,

MNossa observacio gus NaF suprimiv a restauracie de 11 poy OO0 em proparagdss
pré-ratadas com 150 e IBMX representa uma eviddnga a favor da hiptlese de que a
alivacho muscarnica de fosfatases terda um papel no anlagonismo  colindrgioo-
adrendrgics na determinacio da susceptibiidade s TA, mals especiicamente em
condices da alla atividade da PKA.

Uma concluslo possivel do conjunio de resultados alé agora oblidos seria que o
efaitn antiaritmico da estimulacio da via f-adrendrgion, sm antagonismo ocom 8 via
muscarinica, envolveria o auments de fosforilacio de proteinas, possivelmants pela PKA,
Embiora ndo tenhamos sviddncia direls dests hipdtese, ela encontra suporie nas
shservaches de que lanto o aumenio da acumulagio intracelular de cAMP, quanio a
inibicao de fosfalases, ¢ capaz de antagonizar os efeltos pro-anitmicos da ACh e do COh,
No entarto, ndo podemos descartar o envolvimento de culras quinases cujas alividades
nossam estar avwnentadas durants a estimulagdo B-adrenérgica. £ possivel que os
submtrates alvos da PKA [ofou culras quinases) ¢ da fosfaiase cuja stividads parsce ser
gumentada pela ssliimulacio muscarinica sejam 'prcst&'{mst ciga funcio inflyencle na
duracgio do PA (e, canals ibnicos ¢ transporadorss inicos elstropénicos) E
intsrassante observar que a ssimulacio de adrenocceptores P, apesar de diminulr 8
duracdo do PA atial, fsm o efeilo de suprimiv o encurtaments do PA causado pela

estimulacis muscarinica (Sosunov ef &/, 2002).

54 PROPOSTA DE MECANISMOS RELEVANTES NA DETERMINACAO DA
SUSCEPTIBILIDADE ATRIAL A TAGUIAREITMIA POR ESTIMULACAD
ELETRICA DE ALTA FREQUENCIA

A Figura 5.2 apresenta um resumo esquemdlico da nossa proposia de mecanismos
celularas envodddos na ardtmaogéness por estimuiacdo atrial de alla freqhfincia, que é
deperdents da ativacio de receplorss colingrgicos muscarinicos. e de seu andagonismo
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pela estirmulacio da via B-adrenérgica. Como podemos observar, & agdo dos agonistas de
receptores muscarinicos m2 e B-adrenérgicos converge, por meio de acoplamento com
proteinas ligantes de GTP, para o confrole da atividade da enzima adeniisto-ciclase (AC)
que corverte ATP em cAMP, e cuja atividade € estimulada (+) ou inibidas {-) pela
ccupacdo de receptores B-adrendrgicos ou muscarinicos, respectivaments. O cAMP, por
sua ver, sfiva a PKA, por promover g dissociac8o de suas subunidades catslitiva e

regulatinia,

y

degradacéo

Figura 5.2 - Resumo esquemdatico dos mecanismos celulares envolvidos na
aritmogénese muscarinica am fecido atial e de seu antagonismo pela estimulacio da via
B-adrangrgica.

4 estimulacBo muscarinica poderda antegonizer a acho da estimulagio B
adrenérgica por melo de 3 mecanismos: a) inibindo AC; b} estimulando a degradacdo de
cAMP pelas fosfodiesierases (PDE) e ¢ aumeniando a lexa de desfosforilagio dos
substratos forforilados pela PKA, por sstimulagiio da athvidade de fosfatases (PP). Nossos
resultados anteriores (Zafalon, 2001 Zafslon et al, 2004) indicam a importénda da
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regulacio da concentracio de cAMP, smbora néo permitam a distingdo anire 08
mecanismos (a) & ol s resilados do presente sstudo, por oulre lado, apontam um
papel do Gliimo mecanismo neste antRGOMSMOG.

independentaments das vias de sinalizagho que raguiam a concentracio de cAMP,
o aberdura de canals de K', disparada diretamente pela ocupagiio dos receplores
muscarinicos @ translocaglo da subunidade § de GI implica no surgimento de ums
corrente hiperpolarizante do fundo, que acelera a repolarizagao e & recuparacho da
refrataiedade nas regides do tecido de major densidade de receplores mZ s/ou desses
cangie, A malor dispersdo de refratanedade resuftante faciitaria rgentringia na
propagagio de afividadie siétrica disparada por estimulns prematuros (providos pein
estimulacio eldtica, nests modelo axpurimantal).

Assim, & esfimulagio slélica de ambos os fpos celulares, miccardico shial e
reurdnios para-simpaticos, estaria envolvida na geragdo & manulengac de TA. A primeiz
tornecena o gatihe {astimulo pramatursl, e a segunda, por el da liberacdo de ACh 8
conseqiente redugio da cefrataniadade elética abial, forneceria o subsiraty para &
reentrincia da atividade elélrica. A obsarvagio de que a Indugao de TA nBo ocone
duyrarte a sstimulagio elélrica de preparagies sratadas com DIGGUSRTIY mscarinics, ou
om 4iros expostos & altas roncenvaghes de agonisia muscarinico axdégeno, mas nég
astimulados eletricamente (Godoy et &l, 1998 presentes resuitadng), confirma que 8
estmutacio elélrica alua em slvos miccardico & neural para a inducic de TA. O3
r&sui%adc}é dos experimentas com pinacidil neste trabatho mosiram, pela primelrs vez, que
& possivel induzly TA nesie models sem & participagia de sstimusiacho de receploves
colinérgioos, porém, desde que se mimelize 0 sfeiie desta estimulaglo sobre @
refrpladedade. Estes achados §50 sugastivos de que O aum entn da conthutdncia de fundo
a0 K*, dependente ou néo da ativagho da via muscarinica, sela condicdo necessansa @

suticiente pars facifitache da ingucio e manutenglo de T,
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