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RESUMD

Disfun¢cies do marca-passo natural do coracao,
o n6dulo sinusal, tem sido avaliardas pela medigdoc do
tempo de recupera¢ao do nadadulo sinusal {TRNS) , que
correspontde ao  intervalo antes da proxima atividade
sinusal espont3nea, apds a estimulacdo elétrica atrial.

No presente trabalho foi desenvolvida uma

metndologia e um sistema de instrumentacdo para
determinaci&c do TRNS e do TRNS corrigide (TRNSc = TRNS
menos o intervalo espontineo medio, iEM) in vitro. A

metodologia consiste da preparacd3o do atrio direito
isglado de rato e a instrumentac3o & constituida por uma
unidade isolada de captacdo/estimulacdo conectada a um
microcomputador dedicado. Com isto pode-se efetuar a
captac3o, amplificagdo, +Filtragem e processamento do
sinal correspondente & atividade elétrica atrial,
possibilitando a determinagd3o do TRNS a partir dos
metodos da estimulagdc atrial continua (EACY) e da
estimulacdo atrial com pulsos prematuros (EAP), os quais
sa0 +requentemente utilizados clinicamente. Como
aplicacdo, valores de TRNS foram determinades a partir
dos metodos da EARC e EAP, e comparados em diversas
condigdes experimentais. Observou—se gque o aumento da
concentragao extracelular de potassio aumentou
significativamente (BP{O,05) o TRNS & TRNSc, e que,
embora ambos, a noradrenalina & a acetilcolinag, tenham
afetado significativamente o IEM e o TRNS (P{(D,05),
apenas na presenca de acetilcolina foi encontrada
correlacdo significativa (P(0,08) entre TRNSc e IEM. Os
metodos da EAC e EAP produziram resultados diferentes,
exceto em intervalos de estimulacd3o préximos ao IEM.

A partir dos resultados obtidos, conclui—se
que a metodologia e instrumentacdo desenvolvidas podem
ser uwtilizadas para explorar as caracteristicas dos
métodos existentes para determinacdo do TRNS, além de
possibilitar a intensificacdn dos estudos para o
desenvolvimento de novos meétodos para avaliacdo da
fungido do nodulo sinusal.



ABSTRACT

Dysfunctions of the Sinus Node have been
evaluated by measurement of the sinus node recovery time
(SNRT), which is the interval before resumption of the
Ginus node activity, after atrial electrical
stimulation.

In the present work, it was developed a
methodology and an instrumentation system +ar the in
vitro SNRT and corrected SNRT (CS5NRT = SNRT minus mean
spontanepus cycle length, MCL) determination. The
methodology consists of the isolated rat right atrium
preparation and an instrumentation system composed of
an isalated sensing/stimulation unit connected to a
dedicated microcomputer . The instrumentation allows the
sensing, amplification, filtering and processing of the
signal corresponding to the electrical atrial activity,
pearmitting SNRT determination by two methods, the
cont inuous pacing wmethod {(CP} and the method of
gstimulation with premature pulses (PP}, that are
currently used for clinical SNRT determination. As an
application, the wvalues of SNRT obtained by CP and PP,
were compared in several experimental conditions. It was
observed that the SNRT and CSNRT increased significantly
(P{O.05) in high extracellular potassium concentration,
and that, although both norepinephrine and acetylcholine
affected the MCL and SNRT (P(0O.05), only in the presence
of acetylcholine the CS8NRT was significantly {(P{(C .03}
correlated to MCL. The SNRT values obtained by CP and PP
were different, except Ffor the stimulation intervals
near the MCL.

The results obtained clearly show that the
methodology and instrumentation developed may be used to
explore the characteristics of the methods used for SNRT
determination and to improve the studies with animal
preparations concerning environmental influences on the
SNRT, as well as the development of new stimulatory
procedures {for sinus node function evaluation.
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1. INTRODUGCAD

0 corag3o ¢ um o6rgd3o muscular composto por quatro
camaras: duas superiores, os atrios direito e esquerdo, e duas
inferiores, os ventriculos direito e esquerdo (Figura 1.1). A
funcd3o do coracdo € manter a circulacdo de modo que um suprimento
adequado de sangue sob press3o suficiente seja distribuido a
todos o8 tecidos do corpo. Deste modo, sua atividade mecdnica,
composta por contragbes ritmicas dos atrios seguidas pelas dos
ventriculos, constitui—-se em fator permissivo para a circulacdo

do sangue através de todo o organismo (Milnor, 1980).

A atividade mecdnica do coragd3o, deflagrada pela
despolarizacio da membrana das células miocardicas depende de
trés propriedades Ffisioldgicas basicas do misculo cardiaco -
auto~ritmicidade, condutibilidade e contratilidade. No coragdo
normal, estas propriedades estdo desenvolvidas em araus
diferentes nas wvarias regifiese da musculatura cardiaca, mas
encontram—se fortemente relacionadas, conferindo uma vigorosa

organizacio espaco-temporal & sua contragao.

A sequéncia de excitagdo do corac3o & apresentada
na Figura 41.2. A despolarizacdo iniciada no nédulo sinusal {NS)
espalha-se radialmente através dos atrieos, convergindo sobre o
nédulo atrio-ventricular (NAV)Y e completando—-se em cerca de (,i1s.
Davido & lenta condugdo elétrica através do NAY, ocorre um atraso

de aproximadamente 0,1 8 antes da onda de excitacao difundir—se
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Figura 1.1 - Desenho esquematico do coragde humano. NS, nddulo
sinusal; AD e AE, atrios direito & esquerdo, respectivamente;
NAY, nddulo atrio-ventricular; FH, feixe de His; RD e RE, ramos
direito e esquerdo do feixe de His, respectivamente; VD e VE,
ventriculos direito & esquerdo, respectivamente; RP, ramificactes
da rede de Purkinje nos ventriculos direito e esquerdo.
imodificado de Milnor, 1980 .
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HiIS- PURKINJE
Figura .2 -~ Sequéncia de excitagtdo do coracdoc. NS, nédulo
sinusal; NAY, nodulo atrio-ventricular. (mpdificadeo de Vander et

al., 1980).



pelos ventriculos. 0O NAV e o feixe de fibras que dele se originam

constituem a dnica ligac3o elétrica entre os Aatrios e os

ventriculos, sendo as demais areas de contato separadas por
tecido conjuntive n3o condutor. Apds deixar o NAV, a ativacdo
eléetrica orignta—se rapidamente por fibras miocardicas
espercializadas, o0 sistema de condugdo His-Purkinje, que descem

pelo septo interventricular comp feixes que se espralam por quase
todo miocardio ventricular diregito e esquerdo. Estas fibras
finalmente entram em contato com as fibras miocardicas
ordinarias, através das quais a ativacd3o elétrica & transmitida
célula—-a—celula ao restante do coragdc. A rapida condugdo pelas
fibras de Purkinje, que se distribuem de maneira altamente
difusa nog mipcardio, pcasiona despplarizacadn maciga das
ventriculos direitd e esquerdo mais ou menns simultaneamente e

asseguram uma contragdoc isolada, coordenada e sincrona (Banong,

1969; Vander et al., 198B0).

0 coracac normal, munido de suas propriedades
basicas & sob controle modulatério do sistema nervoso autonémico,
efetua seu trabalho contraindo-se em média BO vezes por minuto,
podendo bombear cerca de 10.000 litros de sangue por dia, e um

individuo normal de vida sedentaria.

Infelizmente, indmeras patologias COoms a
endocardite, a ¥ebre reumatica, doengas vasculares, doenca de
Chagas ou intoxicagd3p por drogss e traumas cirdrgicos  podem

comprometer geriamente = fungdo bombeadora do coragido



{Bashour , 1983), fazendo com que a doenga cardiaca ocupe ©0s
primeiros lugares no niumero de mortes de individuns ainda em
plena atividade fisica e mental. Por outro lado, com o advento
das teécnicas cirdrgicas modernas (e.qg. cirurgias de
revascularizagdo miocdrdica, substitui¢c3oc de valvulas) e dos
sofisticados modelos atuais de marca-passos cardiacos
artificiais, uma parcela significante de pesspas tornadas
incapacitadas pela doenga tem recuperado parcialmente sua

atividade normal.

Dentre as diferentes doencas do cora¢ao, aquelas
que acabam por levar aoc implante de marca-passo artificial
apresentam grande incidéncia, sendo que as afeccbes dos sistemas
aerador 2 rontrolador da atividade cardiaca {(marca-passo natural
e seu sistema de irrigac3o, e tecido nervoso adjacente) aparecem
com destagque significativo. Nos Estados Unidos, cerca de 32% dos
implantes se devem a disfunglo de marca—-passo natural do coragio
(Tonkin & Heddle, 1984; Cain, 1987; Yee & Strauss, 1787). Embora
se desconheca a existéncia de dados semelhantes no Brasil, €& bem
provavel que este nimero seja ainda maior, uma vez que doeng¢as de
origem infecciosa, uma das principais causas da disfuncdo do
marca~-passo natural (Chung, 1978; James, 1981), tendem a ser mais

frequentes nos paises menos desenvolvidos.

0 sucesso do implante de marca-passo artificial
depende, entre cutros fatores, da escolha do tipo de marca-passo

mais adeguado a um paciente em particular. A escolha do tipo de



marca—passt, pPoOr suwa vez, estad diretamente relacionada ao
diagndstico preciso da patologia apresentada (Krishnaswami &

Geraci, 1975) .

A seguir sera apresentada uma descri¢ao resumida
das caracteristicas anatdmicas, histologicas e fisiologicas do
marca—-passo natural do coragcao (o nodulo sinusal), bem comno das
patologias que comumente afetam esta estrutura e dos métodos

utilizados para avaliar sua fungao.

1.1 0 marca—-passo cardiaco (nddulo sinusal)

Todas as celulas miorardicas s3c potencialmente.
capazes de assumir atividade espontinea, mas aquelas gque
apresentam o© maior grau de ritmicidade, as celulas do nodulo
sinusal (N5}, normalmente determinam a frequéncia de batimentos
do org3c como um todo. For esta razao, o NS & denominado marca-
pasec natural do coragd3o & os ritmos gque dele se originam S30

designados ritmos sinusais (Milnor, 1980).

Existe consideravel wvariabilidade de tamanho e
localizacd3o do NS meemo em coragboes de animais da mesma espécie.
No coracdo humano o NS ppssui aproximadamente dois centimetros de
comprimento, dois milimetros de espessura g se estende a um
milimetro sob o epicardic proximeo 4 juncdo entre a wveia cava
superior e o atrio direito (James et al., 1966) (Figuras 1.1 e

1.3).
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4.3 - Dhesenho esquematico ilustrando a localizacdo

(VES)Y com o atrio direito

nodulo sinusal; L£T, crista terminalis; AN, artéria
(modificado de James, 1977}).
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0 suprimento éanguinen do NS & +feito por uma
artéria (artéria nodal) relativamente grande (2 { mm de di3metro}
orientada lpngitudinalmente a sua estrutura (Figura 1.3). Ha
evidénocia de gue existem outras vias de irrigagd3o do NS,
possivelmente o0s pequenos ramos de ambas as artérias coronarias
direita e esquerda (James & Nadeau, 1963). A drenagem venosa do
NS & feita por peguenpos canais diretamente para dentro do atrio

direito (James et al., 1966).

1 NS & formado por ceélulas individuais (células
nodais) distribuidas em uma densa rede de coliageno ao redor da
artéria nodal. A membrana externa das celulas nodais esta ligada
4 rede de colagenn. Alem das fibras de colageno, o espaco
intercelular contém capilares, pequenos ramos arteriais ou
venosos e terminacdes nervosas. Dois tipos diferentes de células
nodais s3o0 encontrados dentro da rede de coliaesno: relulas P e
células de transicdo. As céliulas P si3o pequenas, esféricas ou
ovoides, possuem um citoplasma limpido com um nicleo central
desproporcionalmente grande, contém poucas miofibrilas, peguenas

mitocdndrias distribuidas aleatoriamente e apresentam Jungdes

intercelulares relativamente simples. Estas células, localizadas
principalmente na regido tentral do NS s3p, provavelmente, o
lncal de origem do impulso sinusal. Estas células organizam—se
em grupos semelhantes a um cacho de wuva, o qual €& revestido por
uma unica membrana basal. Na juncdo de uma célula P com outra,
existem pouCas especializagbes da membrana, tals como

desmossomos , g guase nenhuma “gap junction”. s células P tambeém



formam jungbes com as celulas de transig3n, apresentando neste
casn um maior numero de especializacoes da membrana; n3o existe
conex3o entre as celulas P e as células atriais (Jdames et al.,

1966; James, 1977; James & Sher+, 1981).

As rélulas nodais de transigdo s3oc Finas e
alongadas, mas muita menores do q&e as células miocardicas
comuns. Comparadas Aas células P, estas celulas contém mais
mitocbndrias e miofibrilas organizadas longitudinalmente. As
celulas de transicdo apresentam caracteristicas intermediarias
entre as células P e as celulas miocardicas atriais e sua
principal Ffuncdo é, provavelmente, a distribuicio da atividade
plétrica sinusal para fora do nodulo. As células de transigao
adjacentes as células P  fazem contato com elas atravées de poucos
desmossomos, enquanto gue nos sitios de jungdo com as ceélulas
atriais, observam—s8 NUMETrOSOSs desmossomns DU mesmo  discos
intercalares completamente dessnvolvidos (James, 1977, Irisawa,

1978, James & Sherf, 1981; Brown, 1982).

Do ponto de vista eletrofisioldgico, o potencial de
ac3o (PA) das células nodais difere do PA das outras celulas
miocardicas em varios aspectos (Figura 1.4): (a) a velocidade de
despolarizacao vista na fase 0 & mais lenta; (b © potencial
reverso € pequeno ou ausente; () o pico & arredondado; (d) =a
{ase 2 apresenta um abrupto declinio sem ocorvréncia de platd; (e}
o potencial de repousoc & mencor do gue o encontrado para as

células miocardicas comuns {(Milnor, 1980 . Entretanto, a
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cardiacas. (A PA de uma ceélula miocardica Comum {n3o
automatica), raracterizadoc por wum potencial de repouso (PR}
estavel {fase 47. {BY PA de uma célula marca-passo do nddulo
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potencial limiar {de Marrioctt & Myerburg, 1981).
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diferenca fundamental entre o PA das celulas nodais e o PA das
outras celulas miocardicas e a despolarizagcao espontadnea
(potencial marca-passo) gque as células nodais apresentam durante

a fase 4 (Irisawa, 1978; Milnor, i1i98B0; Brown, 1982).

i despnlariza¢ld3o esponti3nea, caracteristica da

atividade marca-passon, resulta de alteragies dependentes de tempo

e potencial, principalmente, nas condutd3ncias dos ions sédio e
potéssio atraveés da membrana celular, embora outros ions (e.g.
ralcio) também possam estar envolvidos (Mandel et al., 1975;

irisawa, 1978; Brown, 1982;: Rousen, 1i98&6).

Embora a ritmicidade seja uma propriedade inerente
ao NS, sua atividade sofre modulag3o do sistema nervoso
aptondmico (Mandel et al., 1972). Préwimo & regido central do NS
existem numerosas terminagies nervosas das eferéncias simpatica e
parassimpatica, assim Como ganglios {presumivelmente
colinérgicos) proximos & sua margem. A inervacdo parassimpdtica €
feita pOor fibras colinergicas, cujo neurctransmissor, a
acetilicolina, tem efeito inibitério sobre o NS, Por outro lado, a
noradrenalina, mediador quimico das fibras adreneérgicas
simpaticas, tem efeito excitatdério. Desta forma, a interagdo do
tdnus simpatico com © parassimpatico exerce uma modulacdo da
atividade marca—passc definindo a frequéncia cardiaca adequada as

exigéncias Fisioldgicas (Mandel et al., 1975; Detweiler, 1976).

1



1.2 Patologias do néddulo sinusal

Dois mecanismos fisiopatoldgicons e300 ps principais
responsavels pela disfuncdo do NE: distuarbios na automaticidade
das células nodais e distdrbios na condugdo sinp-atrial. NiSo &

incomum ambas anormalidades existirem simultaneamente (Kaplan et

al., 1973, Bizzi et al., 1i981; Haragueuzian et al., 1985}.

4

0 quadro indicativo de falhas na funcdo do N8 e
denominado de sindrome da doeng¢a do néodulo sinusal (SDN)Y. A& SDN é

um conjunto de condigdes caracterizado por um ritmo cardiaco que

& inapropriado para as exigéncias fisioldgicas (Fisher, 19817 .
Clinicamente, a SDN envolve n3o apenas disturbios na formacido do
impulso sinusal e sua conducao para o 2 atrio, mas também

distiurbios na conducdo da onda de ativacdo eletrica nos atrios e
no sistema especialirzado de condugdo dos ventriculos (Bashour ,
1985; Benditt et al., 13787 ). Freguentemente, a pressnga
simultd3nea destas afecgbes leva ap aparecimento dos sintomas
tipicos da disfungdo sinusal, as tonturas, desmaios, perda de
consciéncia, palpitagdes geradas pela presenga de bradi-

taguiarritmias entre outras (Chung, 1978; Mond, i981).

O principais agenies eticlégicns da S8DN incluem a

intoxicac3o digitadlica ou gquinidinica, o infarto do miocardio
atrial, cirurgia cardiaca para CoOrrecac de comunicagcdo
interatrial, lesd3p toradcica, obstrugdes arteriais, endocartide,
pericardite, alteragbes esclerdtico-desenerativas do NS & da

jungan sino-atrial e as cardiomiopatias {(&.g. doenga de {hagas!

12



(Scarpa, 1976; Chung, 1978; James, 1977; Thery et al., 1977;

Jordan et al., 1978; Ferrer, i1982; Bashour, i985).

Pe mpdo geral, a coexisteéncia de varios agentes
eticlbgicos na SDN pode levar a degeneracdo direta das células
nodais {celulas P ou de transigao), excessiva proliferacdo de
fibras de colaneno e obstrucies do fluxo sanguineo para o NS,
atetando dirstamente o seu funcionamento, ou por outro lado de
moda indireto, afetando a fung3c basica do marca-passc natural
cardiaco por alteracdes na conducdp sing—atrial, atrial e atrio-

ventricular.

1.3 Testes para avaliacdo da fungdo do nodulo sinusal

A avaliacloc das disfunches do NS & freguentemente

dificil e representa um dilema para o médico no estabelecimento
n3o s6 de um diagnédstico, como também de um procedimento
terapeutico {(e.g. implante de marca-passo artificiall, pois a
disfuncac do NS, estd usualmente associada a uma variedade de
sinais e sintomas nao especificos. Na SDN, o0s sintomas s3o
freqguentemente intermitentes, e a fungas sinusal apresenta-se
aparentemente normal nos periodos assintomiaticos. A nature:za
intermitente da doenca leva & necessidade de miltiplos testes,
nenhum dos guais sozinho, & suficientemente especifico, para gue
o diagndstico & a selecdo do procedimente terapéutico possam  ser
oshietivamente estabelecidos (Haragsusuzian et al., i985; Benditt

et al., 1987).
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Na tentativa te se estabelecer © maior rigor
diagnéstico possivel, a avaliagdo c¢linica para caracterizacao da
SDN tem sido apoiada por varios exames complementares, alguns dos

aquais (os mais utilizados) serdo discutidos a seguir.

1.3.1 Monitoracd3no continua do Eletrocardiograma por periodos

prolongados ("Holter")

£ um dos metodos de maior poder diagndstico na SDN.
Consiste do registro de anormalidades eletrocardiograficas
agﬁocia¢as a sintomas, tais como braditardia sinusal acentuada ou
parada sinusal, coincidente com tontura ou perda de constiéncia.
Fntretanto, devido & natureza intermitente da doenca, isto nem
sempre & possivel, mesmo quando a monitoracdo continua por longos
periodos € efetuada. Além disso, deve—se lembrar que sintomas
podem nd3o estar associados a anormalidades eletrocardiograficas,
ou., ao contrario, existir evidéncia de alteragao no
eletrocardiograma sem o correspondente sintoma {(Mandel et al.,

1975; Fisher, 1981; HKaragueuzian et al., 1983} .

1.3.2 Resposta ao esforgo fisico

0 proposito deste método € avaliar a capacidade do
NS de aumentar sua frequénci# de forma adequada em resposta  ao
esforgo fisico (Boldberg et al., 1970; Mandel et al., 1975). Esta
resposta cronotrépica positiva & provavelmentse o reflexo de uma

atividade simpatica aumentada, de uma diminuicd3o da atividade
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parassimpatica ou ambos (Maciel et al., 198&). Exercicios simples
(e.qg. rapida flex3o0 do brago ou perna por um curto periodo)
podem produzir resultados informativos. Uma atenuagdoc do aumento

de 4requéncia cardiaca em resposta a um esforgo fisico em
pacientes com SDN foi descrito por Mandel et al. (1972 . Holden
et al . (1978) sugeriram que uma resposta anormal da frequncia

rardiaca ao exercirio pode ser udtil na identificacdo de pacientes

com  SDN. Entretanto, visto que alguns pacientes com SDN  podem
responder quase normalmente ao exercicio, s30 comuns 0s casos de
falso~negativo neste tipo de teste {(Abbott et al ., 1977).

1§.3.3 Estimulacio do sein carotideo

Fsta manobra e realizade pela massagem do seio

rarotiden dirveito por um pericdo acima de 10 segundos, enquanto
que o eletrocardiograma € monitorado continuamente (Mandel et
al ., 1978; Scarpa, 1974; Haragueuzian et al., 1985). Uma pausa

entre batimentos maior do gque 3 segundos apds a estimulacdo do

ceio carotiden tem sido observada em pacientes com suspeita de

disfuncao do NS (Agrus et al ., 19782; Scarpa, 1976; Thorman et
al., 1978). No entanto, em pacientes com sensibilidade aumentada
a estimulagcdoc do seio carotiden, © uso desta manobra pode

conduzir a graves problemas hemodindmicos {(Mandel et al., 1975).
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$4.3.4 Manobra de Valsalva

A mancbra de Valsalva €& realizada utilizando-se

um “clip" oclusiveo no nariz e um bocal conectado a um transdutor

de press3o {Gorlin et al ., 1957 ; Mandel et al., 1972) . As
manobras s3o0 realizadas por 10 segundos nas presstes de 10, 20,
30 e 40 mmHg. Este procedimento, induz variagBes na Ppressio
arterial sistémica , que em fases especificas devem ser

acompanhadas de variagées caracteristicas de frequéncia cardiaca.

Em pacientes com SDN, pode ocorrer uma resposta pressorica
normal , sem at correspondentes mudancas na frequéncia cardiaca.
Infelizmente, anormalidades na resposta da frequéncia cardiaca a

manobra de Valsalva &80 por muitas vezes inespecificas para SDN

{Mandel et al., 1972; Mandel et al., 1973).

1.29.5 Testes farmacoldgicos

A ritmicidsade do NB sofre grande influéncia do

sistema nervoso autonfmico (Mandel 2t al., 1975}) . Os sinais,
sintomas g anormalidades registradas no eletrocardiograma,
caracteristicos da SDN, podem ocorrer devido a atividade

autondémica alterada. Para testar esta possibilidade, blogueadores
autondmicos s&o administrados a pacientes com suspeita de SDN.
Este teste é realizado analisando-se a frequéncia cardiaca antes
e ap6s o uso de atropina ou propranolol. Atropina ou propranoclol
3 administrados ap paciente por via endovenosa para obter—-se
um hlngqueio da influncia parassimpética ou simpatica,

respectivamente, sobre o NE. Apos administragdo de atropina, o
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ritmo & a frequéncia s3o monitorados durante 30 minutos (teste da
atropina’ . 0Os individuns normaie apresentam um aumento da
frequéncia cardiaca acima de 90 bepm nos primeiros 30 segundos. s
resultados indicativos de SDN incluem a presenca de pausas
- secundarias e falha do NS em aumentar sua frequéncia acima de 90
bpm. Em individuos normais a administracdo de propranolol resulta
em uma diminuigcdo da Fregquéncia cardiaca de 12% a 22% .
Entretanto, em pacientes com SDN, existe uma redugdc mais
acentuada podendo ocorrer bloguelo ou assistolia. Por outro lado,
a inexisténcia de guantificag3o dos efeitos destes blogueadores
autonfmicos em pacientes normais dificulta a interpretagio dos
resultados obtidos em pacientes com 5DN (Mandel et al., 1972,
Rosen et al ., 1975; Lucchesi, 197%9; Singh et al., 1980, Gizzi et

al., 1984 ; Haragueuzian et al., 1985).

A  “desnervacio" Ffarmacolégica do NS  pode ser
conseguida pela administragio de 0.2 ma/kg de propranplol seguida
por 0,04 ma/ke de atropina, obtendo-se em resposta a frequéncia
cardiaca intrinseca, que e definida como a frequéncia de
despolarizaclies espontineas do NS “independente’ da a¢3c do
sistema nervoso autondmico (Fisher, 1981). Utilizando-se este
método, pacientes com disfunghes intrinsecas do NS  podem ser
distinguidons daqueles pacientes com alteracfes da modulagdo

autondmica da funcldo sinusal (Joséd, 19646; Jordan et al., 197B;

Fisher, 19Bi; HKaragueuzian et al., 1i983).
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1.83.6 Exame gletrofisioldgico

Neste caso cateteres—eletrodos s3o introduzidos nas
ravidades cardiacas e posicionados proximo & junc3o da veia cava
superior com o atrio direito ou dentro do seip coronario (Scarpa,
1974, visando registrar a atividade elétrica espontanea do
tecido cardiaco ou sua resposta & perturbagfies produzidas por
estimulacdo elétrica. A resposta a estas perturbagies tem sido
utilizadas na avaliacdo da func3o do nodule sinusal (Mandel et
al., 19741, Narula et al., 1272, Strauss et al., 19?85 Fisher,
1981; Bizzi et al., 1984%; Tonkin & Heddle, 1984; Schweitzer &
Mark, 1984; Haragusuzian et al., 1985; Cain, 1987; ¥Yee & Strauss,
17871}, e consideradas importantes na escolha do tipo de marca-
passo mais adequado no caso de implante {(Mond, 1981; Michelsaon &

Dreifus, 419B4; Benditt et al ., 1987).

No exame eletrofisildgico, um dos paradmetros
avaliados para caracterizacac da SDN e o tempo de conduc3o sino-
atrial (TCSA)Y, medido diretamente a partir do registro
extracelular do eletrograma do N5 (Klein et al., 1973; Reiffel et
al., 1974; Breithardt et al., 1977; Hariman et al., 1980; Reiffel
et al., 1980; Gomes et al., i982; Tonkin & Heddle, 41984). ©D
eletrograma do NS é caracterizado por uma inclinac3o diastélica
aue precede a anda P do eletrocardiograma # o eletrograma intra—
atrial, e aparece imediatamente apds ol intervalo T—U
{(Karagueuzian et al., 12850). O TCEA pode ser estimado diretamente

pala medigdo do tempo decorrido entre o inicio da deflewdo do

18



eletrograma sinusal e o inicio da ativa¢3o atrial {(onda P do
eletrocardiogramal) {(Bomes et al., 1982). Este método apresenta
variae dificuldades técnicas no registro do eletrograma do NS,
devido a alta amplificacdo necessaria, a dificuldade no controle
de oscilagtes de linha de base & de estabelecimento de critérios

para filtragem adequada do sinal (Yee & Strauss, 1987).

A partir da estimulac3oc elétrica atrial, o TCS8A tem
sidao determinado por dois métodos, diferindo basicamente no
regime de estimulac3p aplicada ao tecido cardiaco: o método da
estimulagdo atrial prematura (EAP) (Strauss et al., 1973) e o
método da estimulacdo com trem de pulsos (EATp) {(Narula et al .,
1978). No primeiro, estimulos elétricﬁs aplicados ao tecido

atrial s3c conduzidos em sentido retrdarado para o NS, produrindo

sua despolarizacio. A partir disto e do tempo para nova
despolarizagdn atrial espontinea, vinda do NS, mede—-se 05 temposg
e condugdn  Adtric-ndduloc e nodulo~atrio de modo rapido e

simplificado (8trauss et al., 1973; Miller & Strauss, 1274; Gizzi
et al., 1981; Tonkin & Heddle, i?84). Entretanto, a aplicagdo

¢

pratica dos valores de TCSA determinados pelo método da EAP @

limitada (Tonkin & Heddle, 1984, pois este metodo requer
suposicies (e.g. gue o estimulo extra n3o deva suprimir a
automaticidade dno NS, que os tempos de conduc3n retrdogrado e

anterbdgrado devam ser igualis, que a velocidade de conduc3o atrio-
N8 deva ser independente do local de estimulacdo {(Strauss et al.,
i973; Karagueuzian et al., 1985, que nem Ssempre 830

verdadeiras, principalmentes em pacientes caom  SDN {Tonkin &
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Heddle, 1984; Haragueuzian et al., 1985; Yee & Sirauss, 1987).

Para determinac3do do TCSA pelo método da EATep, o
dtrio direito €& estimulado com um trem de oito pulsos em uma
frequdncia 5 a 10 bpm acima da frequincia espontanea (Narula et
al., 1i978). Em ambos os métodos (EAP e EATR), na estimag3o
indireta do TLS8A assume-se que a diferenga entre a pausa apos
estimulacd3o e o intervalo esponti3neo médio seja igual ao tempo de
conducdo sino—atrial total (retrdgrado + anterdgrado) (Strauss et

al., 1973; Narula et al., 1978B).

+

Independentementse g métpdo utilizado para a
estimacd3o indireta do TCSA, o numero de pacientes com SDN
apresentando um wvalor de TCSA fora da faiwva de normalidade e

baixo (< 0%, suger indo que estes metodos apresentam baixa

pespecificidade (8trauss et al., 1976; HKang et al., 1982;
Karagueuzian et al., 1985} .

Outro parametro de grande importd3ncia diagnostica,
avaliado durante o exame eletrofisioldgico do coracd3o & o chamado
tempo de recuperagdo do nbHdulo sinusal (TRNS). Com este pard3metro

procura-—-se avallar a automaticidade do NS,

Mandel et al. (1971), mostraram gque apds o teérmino
de estimulacd3o elétrica continua (EACY do Atrio direitoc em
frequéncias superiores a frequéncia natural (meéetodo da EAC),
segue—se uma supress3n temporaria da atividade espontidnes. O

intervalo entre o dltimo estimulo eletrico aplicado e a primeira
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despolarizacdo atrial de origem sinusal € tomado comp Limn

]

indicador do grau de supressao da automaticidade do NS e e

denominado TRNS. fis observacies iniciais mostraram que o TRNS &

anormalmente prolongado esm pacientes com SDN (Mandel et al.,

1974 ; Naruala et al., 1972, Scarpa, 1974; Gizzi et al., 1984
Tonkin & Heddle, 19284; Pachon et al., 1984; Benditt et al.,
19687y . Para uma andlise mais adequada, corrigi-se oo TRNS em

relagdn a frequéncia cardiaca subtraindo~se do valor de TRNS
obtida o0 intervalo espontiéneo médio apresentado pelo paciente
antes do inicio da estimulac3o externa. Este valor & denominado
TRNS corrigido (TRNSc). Esta forma de expressdo elimina o sfeito

das variactes da Ffrequéncia cardiaca sobre o TRNS (Narula et al.,

ie72) .

Embora nao muiteo difundido, o metodo da EAP tambem
i& Ffoi utilizado para cbtengdo do TRNS {(Narula et al., 1978 .
Apesar da estimulacdo neste caso, ser bem menos agressiva |, uma

comparacdo detalhada das vantagens clinicas de um ouw outro método

nao parece disponivel na literatura.

A definigcao exata doe limites de normalidade para o

TRNS & ainda um pouco controversa, contudp valores de TRNS acima
de 1600 ms e de  TRNSc acima de 525 ms sao fortemente
rorrelacionados com disfungdes do NS (Benditt =t al., 1987).

Deve-se salientar que embora o TRNS seja importante
indicador de disfuncoes do NS, sua especificidade € ainda

considerada baixe (Cain, 1987; Yee & SBtrauss, 1987 & certamente

21



o conhecimento e aprimoramento dos métodos de medigdo & das
particularidades eletrofisioldgicas das diveras patologias
poaderio melhorar no futuro o valor diagnastico do par3metro na

SDN .

Atualmente, com o advento da estimulacdo cardiaca
transesofdgica, a medigio do THANS 2 do TRNSc tem sido efetuada de
modo na3o—invasivo (estimulacidoc atrial por meio de um cateter

lnpcalizado no esofaogn) (Pachon et al., 1984) e constitui exame

canplementar praticamente obrigatério na caracterizac3o da B8DN e

no auxilio a decisdo guanto ao implante de marca-passo artificial
{Pachon, J.C., II Simpasion sobre Grritmias Cardiacas da Unicamp,

1989 .

Embora todos oz métodos apresentados pOsSsSUAam
limitacfes se usados isoladamente para caracterizagd3oc da  BDN,
parece concenso na literatura medica, que a associacd3o criteriosa
dos exames clipicos gerais ans suames complementares, 2m sspecial
aps testes eletrofisiclogicos, tem possibilitado um indice
crescente de acertn diagnasticn facilitanden e melhorando a
conduta terapButica tanto por meioc de medicamentos quanto
cirdrgica ou de implante de marca-passo artificial (Benditt et

al., 1987; Lain, 1987; Yee & Strauss, 1i987:.

No presente trabalho os métodos para avaliagc3o da
fungan do NS por meio da estimulacdo elétrica constituem &+ alvo
de esstudo. Apresenta—se uma nova metodologia & instrumentacido,

que possibilitam medir o TRNS em preparactes com tecido rcardiaco
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isnlado de pequenos animais. Foram implementados e comparados os
meétodos da EAC e da EAP para obtengd3o do TRNS. Além disso,
perturbacies controladas (e.g. desequilibrio idnico e presenga de
nedrotransmissores) foram impostas ao tecido cardiaco e, nestas

condigBes, analisados os valores obtidos para o TRNS.

1.4 OBJETIVOS

Osg obietivos do presente trabalho foram ta
desenvolvimento de metodologia & instrumentacdo para estudo in
“vitro do tempo de recuperacdo do nodulo sinusal (TRNSY utilizando

tecide cardiaco isolado de rato.
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a. MATERIAL E METODOS

2.4 HAnimais

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus wvar.
albina) Wistar machos; pesando de 200 a 300 gramas, provenientes
do Bioterioc Central da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). Os animais féram alojados em gaiolas coletivas, no
biotério do Centro de Engenharia Biomedica (CEB) -~ Unicamp,
recebendeo Aagua e racac ad libitum e ndo sofreram qualquer

manipulacdo experimental ateé o dia de serem utilizados.

P .2 Produtos Quimicos

Foram utilirzados os seguintes saisg, todos de padrio

analitico (Merck A.G.): cloreto de potassio (KC1), cloreto de
calcio bihidratado (CaCl,.2H D), fosfato acido de potassio
(HH2 PO 4), sulfato de magnésio heptahidratado (M9804.7H 28 e
bhicarbonato de sédio (NaHCO,) , alem de glicose (CgH,, O, ). Os
seguintes farmacos foram usados: cloridrato de propranoclol,
sulfato de atropina, (-~} arterenol base livre (noradrenalina) e

acetileolina (fabricag3o Sigma co., USA)Y.
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2.3 Solucbes Fisiolédgicas

al solugcdo nutriente controle: como solucao
controle foi utilizada a solugdo de Krebs—-Henseleit com a
seguinte composicao quimica: NaCl - 115,0 aM, KC1 - 4,6 mM,
CaClo.2H20 - 2,0 mM, Mg804.7HO - 1.2 mM, NaHCd3 — 25,0 mM,
KH» POg — 1.2 mM e glicose — 11,1 mM. Esta solucldo apresentou pH
de 7,4 ¥ 0,2, e osmolalidade (atividade osmolar medida) de 298

3 mDam/1 .

B} spolugdo nutriente com atropina e propranoclol:
esta solugdc Ffoi obtida adicionando—-se & solugao controle
sulfato de atropina {concentragcdo final 100 NnM) e cloridrato de
propranolol (concentracd3o final 30 nM), para blequeio de
receptores colinergicos muscarinicos e beta adrenérgicos,

respectivamente.

) solucdo nutriente com concentragac de KC1

([KC13) aumentada: esta solucdo foi obtida pela adigd3o de KC1  a
splugdo nutriente descrita no item (b). Cbtendo-se uma

roncentracao final de KC1 de 4.1 mM (AEKC1I = + 1,5 mM) .

d}) solucdec nutriente com {KCL3J reduzida: para
ohtengd3no desta solucio, reduziu—-se a concentragao de KC1 da
solucao nutriente descrita no item {bh). Obtendo-se uma

concentracac final de KCIl de 3,1 mM (ADKC1II = — 1,5 mM},
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) solugdo nutriente com aumento progressivo da
[KC11: esta solugdo nutriente foi obtida a partir de uma soliugcdo
de Hrebs-Henseleit com atropina & propranolel, cuja concentragdo
inicial de HKC1 foi de 41,6 mM. A partir de uma =solug3o estoaue de
cloreto de potassio (0,7456 g de KC1 em 10 ml de Aqua) a [KC1]
foii progressivamente aumentada por adicio de 0,01 ml da sclugdo
estoque de KC1 em 20 ml de splugdo de Hrebs-Henseleit, produzindo

incrementos de 0,5 mM na [KC131

¥} splucao estoque de noradrenalina: consistia de
uma solugdo de noradrenalina na concentragio de B0 mM. s

diluictes foram realizadas imediatamente antes do inicio dos

experimentos em solugdo de Krebs—-Henseleit, e conservadas em
banho de gelno. As concentragies utilizadas foram: 10, 20 8 100
nH.

a} seolucido estogue de acetilcolina: consistia de
uma solusgdo de acetilcolina na concentracio de 20 mM. As
diluighes foram realizadas imediatamente antese do  inicio dos
experimentos em solucdo de Hrebs-Henseleit, g conservadas em

banho de gelo. As concentracbes utilizadas foram: 4, 3 e 10 uM.

2.4 Metodologia e Instrumentacio dessnvolvidas
2.4.1 Preparvagido bioldégica e registros tipicps

Faram utilizadas preparages com auriculas direitas

ispladas de ratos, com base na proposta de Hawkine (19483 para
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estudos farmacoldgicos em auriculas direitas ispladas de cobaia.
A Figura 2.1 ilustra a montagem experimental usada neaste

trabalho.

O= animais foram sacrificados com um forte oolrpe na
rabega e imediata seccdo dos vasos sangilineos cervicais para
rapido escoamento do sangue do interior das cavidades do coragio,
minimizando a presenga de codgulaos que pudessem dificultar a
nutriecd3o do tecido. A auricula direita foi dissecada & montada

para registro isometrico de forga (transdutor de forga modelo

F&O, Narco Bio-systems) sob tensB8oc inicial de 0.5 gf, em banho

para oOrgdc isolado (20 ml), contendo solucdo de Krebs-Henseleit
e}

(36.5 C, 5% 02; 3% CDz), Em uma das extremidades da auricula

direita foi fivado um eletrodo constituido de guatro fios de
platina (didmetro aproximado O0.85 mm, separaci3o 1 mm), montados
em um suporte de acrilico. Eote sletrodo tetrapolar foi usado
tanto para detec¢d3o da atividade elétrica atrial (eletrograma

atrial) guanto para estimulaci3o eleétrica do tecido cardiaco.

s eletrogramas e as contragdes atriais foram

monitorados por meio de um osciloscépio de qgquatro canais, com
membdria de fosforo (Tekironix, mod . 51iithA, SAL14N, "Four channel
amplifier"}) durante todo experimento. A observagdo simulti3nea da

ocorréncia de contragdes correspondentes 4s despolarizagies,
possibilitou descartar experimentos com preparacies nas quais a
atividade eletrica nao era acompanhada da correspondente

atividade contratil, zugerindo falha no processo de excitacio-

27



POLIGRAFO OS8CILOSCOPIO
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Figura 2.1 - Montagem experimental e instrumentac3o

do nodulo
{a} transdutor de forga;
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(+} auricula direita;
eletrodos de platina; (h) c3mara de vidro; (i)

de 34,3 ; e (i} vista +frontal dos eletrodos
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utilizados

para
estimulacdo elétrica e captacdo da atividade elétricae atrial. MD
- microcomputador dedicado; UICE ~ unidade isolada de captacio e

estimulacdo.
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contracao cardiaca.

A Figura 2.2 ilustra os registros tipicos obtidos
em tecido auricular direito isolado de rato. 8Sao apressntados o
eletrograma atrial, a tensdno desenvoalvida pelo tecida e ps sinails
de sincronismo fornecidos pelo sistema de detecgdo da atividade
elétrica atrial {vide item 2.4.3, descrigido da UICE - unidade
isnlada de captagdo e estimulacdo), o qual faz parte do

"hardware" do sistema desenvolvido neste trabalho.

B.4.2 Modelo tedrico para determinac30 do tempo de recuperaclo do

nadulo sinusal (TRNS)

Anatomicamente a preparacd3o biolagica descrita ﬁﬂ
item 2. 4.1, deste trabalho, pode ser dividida em trés regifies ou
faixas, de acordo com o tipo de tecido cardiacrm: a2 regido nodal
ou do nodulo sinusal (NS, na gual sstdoc localizadas as ceélulas
do marca-—-passo primario do coragao, a regidop atrial {A) onde se
localizam células muscdlares ordindrias do tecido auricular de
contrasgd3o e uma regido intermediaria ou juncional {(JS8A - juntcao
sinaoatriall, na gual as celulas sa apresentam diferenciadas,
caracterizandn uma transigdo anatémica do tecido nodal para o

tecido auricular.

Do ponto de vista funcional a atividade elétrica se
inicia na regido nodal, atinge a regido juncional, onde sofre um
atraso devido a sua lenta condugdc na JSA {(Strauss & Bigger,

1974 w 1972), até atingir a regido atrial gue serd rapidamente
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Figura P.2 - Registros tipicos opbtidos em atrio direito isolado
de rato. Em (1) s3p apresentados: (A eletrpgrama atrial; (B
sinal de sincronismo fornecido pelo sistema de detecgdo da

atividade elétrica atrial; & () tensdo desenvolvida pelo tecido.
Em ({2 os mesmos tracados s3o apresentados em escala horizontal

expandida. Amplificacdo em (A) BOOO x.
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despolarizada. Este comportamento funcional pode ser representado
no diagrama em escada {("ladder diagram") da Figura B.3. Este
diagrama ilustra um modelo tedrico (Btrauss et  al., A973), no
qual considera-se desprezivel o atraso de condugdo da onda de
excitacdo nas regifes nodal e atrial. As barras verticais indicam
a despolarizacdo de cada regido. 0 tempo de conducdon entre as
regites NS e A & representado pelas barras inclinadas. Assume—ce
comn  premissa, que apenas na JS5A ocorra um atraso significativo

no trajeto da onda de excitacdo entre o NS e o atrio,

A partir deste modelo, estimulos slétricas
aplicados a regifo atrial provocam uma onda de excitacdo gue pode
invadir a regido nodal e inibir temporariamente a atividade
marca—-passo {(provocar um “"reset”, condigd8o na gqual duas vezes o
intervalo espontdneo (AyA) & maior do que a soma dos intervalos
rorrespondentes a prematuridade do estimuloc extra {ArER) e &
pausa apos estimulagao (EE-A), Figura 2.3). A ocorrvéncia de
"reset” depende da fase do intervalo diastdlico atrial espontdneo
na qual o estimulo & aplicado. 0 tempo necessario  para
recupsragan da atividade elétrica espontidnea apos estimulacio é

denominado tempo de recuperacao do nodulo sinusal (TRNSY.

No presente trabalho o modelo para determinacdo do
TRNS foi testado a partir de dois métodos: (a) estimulag3o atrial
prematura (EAR)} (pstimulos edtras aplicados dentro do rciclo ds
despolarizacoes espontaneas). A condigdo de “reset" foi observada

para estimulos extras aplicados na faiwa de 285% a B80% do
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Figura 2.3 — Diagrama representando o modelo teorico da conducao
da onda de ativag3p na regido nodal (NS5), na Jjungdo sincatrial
(JSA), e no atric (AY. O intervalo (AyEE) corresponde a 53% do
intervalo diastodlico atrial espontdnec (AFAY. Um estimulo extra
(EE}Y aplicado com esta prematuridade, provoca uma onda de
excitagdo que se propaga em sentido retrégrado, invadindo e
produzindo ‘'reset” do NB. 0 intervalo (EE-AY) & o tempo de

recuperacan do nodulo sinusal (TRNS).

32



intervalo diastdlico espontineon, apbe a detecclo de uma
desppolarizagdo atrial. 0 wvalor de TRNG, neste caso, fol
aproximadamente constante (Figura 2.4); e (b) estimulagdo atrial
continua (EAC). As frequéncias estimulatdrias usadas foram tais
que os intervalos entre estimulos fossem compativeis com os
intervalos de esstimulacdo do método descrito em (a). Em ambos os
métodos Foi calculado o tempo de recuperacdc corvigido (TRNSc=
TRNS menos o intervalo espontdneoc meédio), para eliminar o efeilto
da frequéncia espontanea, permitindo, assim, a avaliagdo dos
valores de TRNS mesmo na presenga de variagoes da frequéncia
sinusal espontdnea {(Narula et al., 197a2). A Figura 2.5 ilustra
alguns testes do modelo para obtengdo do TRNS. Fstimulos extras
(EEY =30 aplicados em &53% (Figura 2.5-1) e 35% (Figura 2.5-2) do
intervalo diastdlicn atrial espontdnec. 0O diagrama em escada

(Figura 2.5} ilustra, esquematicamente, a conducdo do impulso nas

reqgibes do modelo tedrice da preparagdo bioldgica estudada. A
condigBo de “reset"’ foi observada nas duas situacbes, pois, (28 %
208) » (135 + 278) e (2 % 208) ) (74 + 271), respectivamente. Na
figura 2.4, estimulagdo atrial continua durante 3 segundos, na
fregquéncia de 460 est./min, (53% acima da frequencia
espontdnea), & aplicada ao tecido cardiaco isolado, para

determinacdoc do TRNG,
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Figura 2.4 — Tempo de recuperacdo do nddulo sinusal, TRNS (MEDIAt
EPM), determinado em &trio direito isclado de rato. Foi utilizado
o método da estimulacdo atrial prematura, rom estimulos extras

aplicados na faixa de B5% a BOY% do intervalo diastdlico atrial
pspontdnen. n=10.
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Figura 2.5 — TRNS determinado em atrio direito isolado de rato,
utilizando-se ©o método da estimula¢do atrial premstura. Estimulos
extras (EE), sdp aplicados em 65% (1) e 35% (2) do  intervalo
diastolico atrial espontdneo. Nestas prematuridades de estimulo,
a onda de ativa¢io ganha acesso g despolariza o NS, provocando
“reset”. Em {4) & {(P) s3c apresentados: (A) eletrograma atrial e
(T3 forgca de contrac3o. 0= diagramas em escada (B ilustram a
conducdn da onda de ativac3o na regido do nddulo sinusal (NS}, na
juncd3e sinocatrial (18R e no Aatric (A). (ArAp= intervalo
diastolico atrial espontd@neo; (ATEE)= intervalo de prematuridade;
(EE-Ay = TRNE. Todos os intervalos =30 dados em ms.
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Figura 2.6 — TRNS determinado em aivio direito isplado de rato,
utilizando—se o metodo da estimulacgdo atrial continua, durante 5

na frequéncia de 4560 estimulos/min. Em (1) s30 apresentados:

(A) despolarizacbes atrials espontineas, periodo de estimulacdo e
TRNES ; (B) sinal de sincronismo; e (0} forca de contragd3c. Em (2)

tracados A, Be C, 30 apresentados em escala horizontal

expandida. Em (A a atividade elétrica atrial, durante
estimulacd3n, & contaminada pelo artefato de estimulo,



2.4.3 Instrumentac3do

Para atingir os obietivos do presente trabalho Jfoi
dessnvolvida uma instrumentacleo (vide circuitos eletricos no
apéndice) baseada em microprocessador (“hardware” e “"software"),
que possibilita o estudo in vitro de métodos para estimulagdo
cardiaca sincronizada, em particular, dos métodos para avaliacao

da funci3o automatica do nodulo sinusal.

2.4.3.1 “Mardware"

N diagrama em blocos do sistema desenvolvido é
apresentado na Figura 2.7. 0 sistema & composto por uma wnidade
isplada de captacio de sinais e estimulagdo (UICE) conectada a um
microcomputador dedicado {MDB) desenvolvido com base no

microprocessador INTEL B8085A.

Por meio do painel de controle do  instrumento o
sistema pode ser preparado para execucdao de uma determinada
tareta, previamente programada e armazenada na memoria. Na
presente configuracdo o sistema contém B048 posigdes (2 kbytel de
memoria fixa (EPROM, "Erasable Programmable Read Only Memory®)
para armazenamento do sistema operacional e programas aplicativos
basicos, e 1024 posigdes (1 kbyte) de memdria volatil (RAM,
"fRandom Acess Memory") para area de trabalho e armazenamento

temporario de dadaos.

Entradas de dois tipos sado reconhecidas pelo
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sistema: dados numericos (um codigo decimal para seleg3aoc de
tarefas e dados tais como o tempo de estimulacdo) e um pulso de
sincronismo fornecido pela UICE, correspondente a cada

despplarizacdo atrial. Duas chaves do tipo "pushbuttom"” do painel

de controle, Ler (L) e Carregar/inicio (C/I), conectadas
respectivamente as  interrupcfes de "hardware" 5.3 e 6.5 do
microprocessador, s3p usadas para controlar a entrada e a saida

de dados do sistema.

Os pulsos de sincronismo fornecidos pela UICE podem

ser diretamente reconhecidos pelo MD, que testa, por “software’,
a "flag' (0 pu 11 da interrupcadn de  Thardware 7.5 do
microprocessador. Oz dados numericos de entrada, e tambem os

resultados s3o0 apresentados no “display" numérico do painel de
controle, para visualizac3o. Um relatdrio final com os resultados
ohtidos pode ser impresso para documentacao dos experimentos.
Indicadores luminosos {“ledsa”) no painegl de controle sinalizam

qual a operagao ague estd sendo executada no momento.

Uma interface paralela programavel (INTEL B823%)
foi usada para realizar toda comunicacac entre o wWsuario e o
sistema (controle da entrada de dados numéricos e de todas as
saidas). As portas A ¢ B da interface paralela foram uJutilizadas
para transferéncia de dados do microcomputador para a impressora,
& controle da entrada e apresentacao de dados no "display"”
numérico do painel de controle. s indicadores luminosos foram

ligados ame bits de 0 a 4 da porta O, enguanto que os bits & e 7,
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para determinagdo TRNS in  vitro. MDD -
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foram usados, respectivamente, para disparo {"trigger") do
peciloscopio e do circuito de estimulagdo {(secgdo B, Figura 2.8 -

UICE) .

Na Figura 2.8B é apresentado um diagrama em blocos
da unidade isonlada de captacdo e estimulacd3o (UICE). Na secgdo A
& apresentado o diagrama em blocos do circuito de captacdo. Nesta
secrcdo, o0s eletrogramas atriais sao amplificados (Amplificador de
instrumentacﬁm‘baseadu no LM 723 amp. op., CMRR 120 dB, ganho 20
x) & Ffiltrados (Filtro passa—faixa, PA = 35 Hz e PB = 150 Hz) para
eliminar ruidos de alta 4requéncia e oscilagbes de linha de base.
1 sinal resultante £ copticamente acoplado a um amplificador de
ganho wvariavel (1300, 3000, BO0O & 16000 x)}. Um filtro notch-&60
Hz & utilizado apds o amplificador para minimizar interferéncias
da fede elétrica. Finalmente, o sinal & alimentado a um circuito
detector de picos, o gqual gera um pulso retangular (nivel TTL,
*“Transistor Transistor Logic") a cada despolarizacac atrial
detectada. Este sinal e utilizado como pulso de sincronismo, para
informar ao microcomputador a ocorréncia da atividade elétrica do

tecido atrial {(vide Figura 2.2, pag.30).

00 diagrama em blocos do circuito de estimulacdo, e
apresentado na Figura 2.8 (secgdo B). Esta secgdo consiste de um
estimulador eletrico de corrente, que permite o ajuste da forma
{pulsos retangulares, mono oud bipolares), duragao (50 Qﬁ a 150
ms) e intensidade (0 a 5,5 mA) do estimulo. O sinal de disparo

enviado pelo microcomputador & transmitido ao estimulador por
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meio de acoplamento dptico. Deste modo, 0 estimulador gue e
. , + . . .

alimentado a bateria (~15 V}, estara eletricamente isolado do

circuito da rede e dos demais equiramentos porventura wutilizados

em conjunto.

Ds eestimulos s30 produzidos pelo gerador de pulsos,
sob comando do sinal de disparo enviado pelo microcomputador. 0

gerador de corrente transforma s pulsos de tensdc produzidos

pelo gerador internoc, =am pulsos de corrente, o0 guais s3o
aplicados ao tecido cardiaco. Oz estimulos podem ser
alternativamente aplicados a um resistor (1 kDhm), para que sua
amplitude e duracio possam ser ajustadas. Como saida para

monitoragas € produzido um pulso de tens3do proporcional an

eastimulo de corrente gerado.

2.4 . 3.2 "Saoftware"

As rotinas de MTspfiwars® foram escritas na
linguagem "Assembly” do microprocessador INTEL 80834, 0 diagrama
em blocos apresentado na Figura 2.9, ilustra a estrutura do
"snftware'! 1oplementado. 0 ‘“software" esta dividido em trés
niveis: rotina de inicializagd3o (nivel ), rotina de sele¢do de
vrarefas (nivel 1) e rotinas para cada tarefa (e.g. determinacdo
do TRNS, apresentacioc de resultados), a serem selecionadas pelo
usuario {(nivel B). Np nivel O uma rotina principal declara bhlaocos
comuns, inicializa wvariaveis, define Areas de interrupcdo, de

trabalho e de armazenamento de dados. Este nivel & acessado
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Figura 8.9 - Diagrama em blocos da estrutura do 'software"”
implementado. 0 nivel 0 ¢ acessado guando o sistema € ligado ou
apos "reset". No nivel i, a rotina de selecdo de tarefas, permite
a interagdo do usudrio com o sistema. No nivel e, estao os
programas aplicativos basicos armazenados em memoria (EPROM). Os

sinais de controle gque atuam em cada nivel s30 apresentados
{sstas com linhas traceiadas).
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quando ¢ instrumento € ligado ou apdés "reset” do sistema. No
nivel 1, a rotina de selec3o de tarefas, permite a interagdo do
usuario com o sistema. Pressionando a chave Carregar/lInicio, no
painel de controle, e colocando o cddigo da tarefa (ndmero
decimalil,; 0o qual e visualizado no “display" numérico, a tareta
desejada € selecionada pelo usuario. No nivel 2, dois métodos
para determinagac dp TRNS podem ser acessados sob controle do
sinal de sincronismo fornecido pela UICE. Neste nivel, outras
duase rotinas foram implementadas, sendo uma para apresentacao de
resultados através do "display" numérico do painel de controle, e

putra para impressao de resultados.

2.4.3.3 Operacio

Nas Tabelas 2.4, P.P e P.3, sidp apresentados,
respectivamente, os algoritmos para as rotinas de selecd3o de
tarefas, e para determinagdo do TRNS pelos metodos da EAC e EAP.

As interrupctes de "hardware® utilizadas para controlar o fluxo

do alogoritmo, sdc também indicadas.

A selegao das tarefas {(programas aplicativos
armazgnados em EPROM), & realizada através de ciédigos numéricos
decimais, apresentados no "display® do painel de ceontrole, sob

comando das interrupgfes de "hardware" 5.3 (L) & 6.5 (C/1) do

microprocessador {Tabela 2.1).

Para determinagdc do TRNES foram implementados deis

metodos: o metodo da estimulac3o atrial continua (EACY & o método
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TABELA 2.1

[ S EEERE—p——— T PP

£r71

Cr1

Sincronismo

L

{INT 3.5)

— Algoritmo simplificado da rotina de selecdos de

tarefas .

{INT &.3) i

(INT &.3) 4

CINT 7.9/ B

C/1 acionada pela primeira ves;
sinalizar operacan carvegar;

esperar 0 Usuaripo carregar no
“display" numerico o codigo da
tarefa desejada (nt decimal};

C/1 acionada pela segunda wvez;

ler as portas A e B da interface
paralela que contém o coédigo da
tareta selecionada;

calcular o endereco da tareta
selecionada 2 desviar para o ssu
entdereco;

sinalizar a operacdo inicio;

a tarefa & sinalizada e sua exe-—
cuan ficra sob controle do sinal
de sincronismo quando se tratar
de um dos métodos para determi-
nagdo do TRNS, ou do sinal L
guando se tratar da apresentacio
de resultados.
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da estimulacdn atrial prematura (EaP). No método da EAC (Tabela
2.2), ap6s um determinado periodo de estimulacdo continua (35, 15,
30, &0, 120 ou 180 s}, em uma dada frequéncia (300, 340, 380,

420, 440, 500, 540, 580, 620, &40 ou 700 estimulos/min.) superior

& AFreguéncia espontianea, o TRNS é determinado como o intervalo
(ms) entre a Gltima despolarizacdo provocada por estimulac3o
externa, & a proxima despolarizac3o atrial espontdnea  (vide

Figura 2.6). No método da EAP (Tabela 2.3), um estimulo extra com

prematur idade variavel (5 a 95% do intervalo espontdnec médio) &

aplirado apds uma despolarizacd3o atrial espont3nea. 0O TRNS neste
caso, e o0 intervalo (ms) entre a despolarizacido provocada pelo
sstimuleo extra, e a prdéxima atividade atrial espontanea (vide

Figura 2.97.

0 tempn de recurperacdo do nodulo sinusal corrigide
( TRNSc = TRNS menps intervalo espontinen médio}, e calculado em

ambos o0s métodos.
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TABELA 2.2

-  fAlgoritmo simplificado do metodo da estimulag3o
atrial continua para determinac3o do TRNS.

C/1 (INT &.5)

Bincronisamo (INT 7.5)

Sincronismo

CINT 7.5)

lor periodo de estimulagc3o e
frequencia;

calcular 2 armazenar Bm memoria
o intervalo medio ({(IEM) de 8
despolarizacles espontineas;

realizar estimulacdoc continua
até o fim do periodo de estimu—
lagdo selecionado;

produzir atraso de 75 me  para
evitar artefato de estimulo;

medir & armazenar em membdria o
TRNS e nito intervalos esponti-
nens seaguintes;

calcular e armazenar em membdria
o tempo de recuperagdo corriagi-
des: TRNSc = TRNS — IEM;

habilitar interrupcbes &.5{(C/71)
3.8 {l.};
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TABELA B.3

~ Algoritmo simplificado do método da estimulacdo
atrial prematura para determinacdo do TRNS.

C/7T (INT &.3)

Sincronismo

Sincronismo

(INT 7.5)

(INT 7.5)

Descricio

ler prematuridade (FP) compo % do
intervalo espontaneo medio;

calcular & armazenar em memoria
o intervalo medio (IEM) de 8
fdespolarizagbes espontineas;

calcular a prematuridade em ms
a partir de 1EM e P;

aplicar o estimulo extra na
prematuridade escolhida;

produziy atraso de 75 ms para
evitar artefato de estimulo;

medir e armazenar em memoria o
TRNS e oito intervalos espontd-
neos seguintes;

ralrular e armazenar ©m memoria
0 tempo de recuperacdo corrigi-
do: TRNGe = TRNS - IEM;

se existe gutro sestimulo a ser
aplirado, entrar no periodo de
repoust (60 s) para estabiliza-
t3c e retornar para o passo i

habilitar interrupcies &.5(C/1)
e 5.5 (L);
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2.9 Protocolos experimentais

Para ilustrar a aplicagd3o da metodologia e
instrumentagio desenvolvidas, foi determinado o tempo de
recuperacao do noddulo sinusal (TRNS) in vitro, e efetuada a

compara¢3o do método da estimulag3o atrial continua (EAC)Y com o
metodo da estimulacd3o atrial prematura (EAP). Além dissao, foi
estudada a influéncia dos par3metros estimulatdrios (amplitude,
tempo e frequéncia de estimulacdo), o efeito do bloqueio de
receptores autondmicos, da concentracdo extracelular de cloreto
de potassio e dos neurotransmissores autondmicos, noradrenalina e

acetilcolina, schre o TRNS.

2.5.4 Comparacdo dos métodos da EAC e EAP para determinac3o do

TRNS
Apds 40 minutos de estabilizacio em solucio de
Krebs—Henseleit, o TRNS +fpi medido usando o metodo da EAP.
Diferentes intervalos de estimulacdo (I {254 a BO% do
intervalo espontdneo médio) foram testados. Um novo periodo de

estabilizagao {20 min.) toi observado & o TRNS foi medido
novamente, usando o meétodo da EAC. Neste raso, cinco diferentes

frequéncias de estimulacdoc (380, 460, 540, 620 e 700 est./min.)

foram aplicadas durante 120 segundos cada, em intervalps de S
minutos. Todos estimulos aplicados em ambos os métodos, o am
pulsos de corrente {(retangulares, bipolares), 5 ms de duragcao e

amplitude 8% o limiar estimulatdrio.
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2.5.2 Influéncia dos par3metros estimulatérios sobre o TRNS

Foi estudado o efeito de trés parametros
estimulatodripns: amplitude dos estimulos, tempo e frequéncia de
estimulacd3n. Estes parametros normalmente definem o protocolo
clinico de estimulac3o para avaliacd3o da funcd3o sinusal. Apés 40
minutos de estabilizac3o em sclucdo de Krebs-Henseleit, o TRNS
foi determinado a partir do método da estimulacdo atrial continua
(EAC) . A estimulacdo Ffoi realizada com pulsos de corrente
(retangulares, bipolares), 5 ms de duragcdo e amplitudes 1.2, 2.0
e 3.0 vezes a corrente limiar, por periodos de 5, 40 & 120
segundos, em trés diferentes freguéncias (380, 3540 e 620

est . /min. ).

2.9.3 Influénecia do blogueio de receptores sobre o TRNS

fFoi wverificado o sfeito do blogueio de receptores

heta adrenérgicos & colinergicos muscarinicos, sobre o TRNS. Apds

n periodo de estabilizag3o (40 min.}) em solucaoc de Krebs-
Henseleit, valores de TRNS +foram determinados, utilizando~se o
metodo da estimulacdo atrial continua (EAD), para cinco

diferentes frequBncias estimulataorias (380, 4&0, 540, &80 e 700

est./min. ), mantendo-se constante a amplitude do estimulo (Bx o
limiar? e o tempo de estimulagdo (120 s). s estimulos Foram
pulsps de corrente (retangulares, bipolares), 35 ms de duragcdo. 0

TRNG o1 determinado antes & apos um periodo de incubagcio (40

min.) em solugao de Hrebs—-Henseleit na presenca de atropina (100
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nM) & propranoclol (30 nM) .

2.5.4 Efeito da concentragdo externa de cloreton de potidssio

{EHCIJG}sabre o TRNS

fApde um peripdo de estabilizag3o de 40 minutos,
valores de TRNS foram determinados pelo meétodo da EAC ( 380, 440,
540G, ABO s 700 aat.!min.. 180 & de estimulagdnl,  a seguir, peln
metodo da EAP (prematuridade dos estimulos 45%, 50%, 55%, &65% e
8O% ), primeiramente em solugdc nutriente controle (Krebs-—
Henseleit) com atropina (100 nM) e propranolol (30 nM), e apos
lavagem da preparagd3o e novo periodo de estabilizag3o, em solucdo
nutriente com atropina e propranclol onde a EHC13O foi aumentada
para &,1 mM ou reduzida para 3.4 mM. Uma curva concentragio-
efeito (EHCIBOMTRNSC) foi tambem obtida, utilizando o método da
EAC (620 est . /min., 4120 s}, 0O TRNE $oi determinado para as

seguintes concentraches de KC1: is, 1.9, P.B, 4.4, 4.4, 7.8

7.& mM. A estimulagido foi realizada com pulsos de corrente
{retangulares, bipolares), 5 ms de duragdo e amplitude 2x o
limiar.

2.5.9 Efeito da acetilcnonlina (ACh)Y & noradrenalina (NA) sohre o

TRNS

Fara avaliar o sfeite dos neurotransmissores (ACh e
NA S sobre o0 TRNS, foi usado n método da estimulagido atrial

continua {EALCY apds um periodo de estabilizacgdo (40 min.y em
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splucio de Hrebs—-Henseleit. Neste caso, os estimulos, pulsos de

corrente (retangulares, bipolares, S5 ms de duracdo e amplitude 2x

o limiar})., +oram aplicados A& preparacdn durante 1280 =, na
frequidncia de 4820 est./min.. NA ou Ach foi adicionada & solu¢do
do banho, e apds um periodo de contato de P minutos, o TRNS foi

determinado novamente. TrEs diferentes concentragfies cumulativas
de NA (10, B0 2 100 nM) 2 ACHh (1, 3 e 10 uM), foram aplicadas na

mesma preparacao.

Em experimentos adicipnais a velocidade de
conduc3n, no  atripo direito isclado de rato, foi determinada
utilizando—se a preparacao descrita anteriormente. Estimulando-se
o tecido atrial com eletrodos localizados a diferentes distancias
do eletrodo de captacdo, obtem—se uma resposta defasada no tempo.
Medindo—se a defasagem (A t) e conhecendo-se a distincia (Ad)
entre os eletrodos de estimulag3oc, tem~se a velpcidade de

condug 3o por:
v = I ds At

Eetimulos extras, com duracd3o e amplitude minimas,
necessArias  para provocar a resposta do tecido cardiaco com o
menar artefato de estimulo, toram aplicados sempre no meio do

intervalo diastolico atrial espontineo.

Em alguns experimentos, a velocidade de conduc3o da
onda de excitacdc, agerada por estimulacd3o artificial, no tecido

atrial foi determinada na presenga de ACHh {410 uM e 30 uM) .
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2.4 Analise estatistica

s valores de TRNS obtidops em diferentes
combinacdes dos trés parametros estimulatérios {amplitude,
duragao e frequéncia), e tambeém agueles determinados na presenga
de atropina (100 nM) mais propranclol (30 nM), Foram comparados

por analise de variadncia bi e trifatorial (Keppel, 1982).

s wvalpres de TRNS obtidos a partir dos métodos da

EAL & da EAR, e aqgueles determinados na presenca de noradrenalina

{NA) e acetilcolina (ACHh)Y, foram comparados por analise de
varianrcia bifatorial e teste *t* para comparacbes oriogonais
(Keppel ., i782) . Retas de regressdo linear foram obtidas pelo

método dos minimos guadrados .

Ds wvalores de TRNS obtidos a partir dos metodos da
EAC e da EAP, na auséncia £ na presenca de aumento oo diminuigiso
da [HEIJOf fovam comparados por analise de varid3ncia trifatorial

e teste "t" para comparagbes ortogonais (Keppel, i1i982).

s wvalores de TRNG obtidos a partir do metodo da
EALD na presenca de diferentes concentragbes de KC1, foram

comparados por analise de variancia monofatorial {(Keppel, 19882).

Valores de "P" iguais ou menores do gque 0,05 foram

consigderados estatisticamente significantes.
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3. RESULTADOS DA APLICACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA

3.1 Comparacdo entre os métodos da EAC e EAP para determinacio

do TRNS

Retas de regress3c para a relacd3o entre o intervalo

de estimulacio (IE)Y e TRNSc, obtido pelos metodos da EAC e  EAP,

san apresentados na Figura 3.4. Foi encontrada uma rcorrelac3o
negativa (P<0,001) entre TRNSc e intervalo de estimulacio
(frequéncia_gb no métode da EAC, enquanto, para o metodo da EAP,

os wvalores de TRNSC permaneceram constantes em prematuridades de
estimulo variando de 25% a BO% do intervalo espontanec médio
(IEM) . A Tabela 3.1 ilustra os valores de TRNSc, obtidos nos
correspondentes intervalos de estimulacﬁo.para ambps 0s metodos,
como também os valores de TRNSc relativos ao IEM. A andlise de

varidncia bifatorial revelou qgue 0z valores de TRNSe foram

significativamente dependentes do metods wusade (P 0,001 o
metode da EACD produzindo maiores valores de TRNSe (P ( §,09) em
intervalos de estimulagidac na faixa de 45% a 59%% do 1EM. Os

valores de IEM medidos antes de cada determinagd3o de TRNSc

permaneceram constantes durante o experimento.
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Figura 3.1 - Relacdo entre intervalo de estimulacdo (IE, Como
porcentagem do IEM) e tempp de recuperagdo do nodulo sinusal
corrigide {(TRNSc), agbtidps através dos metodos da estimulacdo
atrial continua (EARCY e estimulagdo atrial prematura (EAPY  em
atrio direito isonlado de rato. 1 intervalo de estimulagd3o Ffoi
calculado da frequéncia de estimulacdo (EAC) ou da prematuridade
do estimulo (EAP) . No meétodo da EAD, «CQC ., Y= 101,89 — 0,7ix;
cooficiente de correlagdo= — 0,67, P { 0,001; n=30. No método da
EAP, { & 3, Y= 47 .% - 0,06x; roeficiente de correlacd3o=s - 0,413,

P { 0,05; n=7&2.
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TABELA 3.1 ~ Tempo de recuperacido do nddulo sinusal corriaido
(TRNSC ) determinado em atrio direito isolado de rato, a partir
dos métodos da estimulacd3o atrial continua (EAC) e estimulacio
atrial prematura (EAP) em diferentes intervalos de estimulagdo.
Os dados s33o apresentados como MEDIA —EPM (ms). O TRNSc relativo
[ { TRNGC + IEMY/IEM] 4o0i calculado em ambos o©0s metodos. IEM=
intervalo espontanec médio. n=64.

i e e s e i AR o T i A > AT T A" o S . St — —r i i i — —— — A —— a1 it

EAC EAR

Intervalo de TRNSc TRNSC TRNSC TRNG

eatimulacio

(% IEM) {ms) relativo ({ms) relativo

45 69,82 8,3 1,34 44,72 3,8 1,82 »
50 69,31 3,4 1,34 43,32 3,9 1,282 *
55 59,75 4,3 1,29 45,71 2,9 1,23 *
65 so,8f,p 1,25 43,2 3,3 1,21
80 45,21 3,1 1,88 39,32 1,9 1,19

IEM (ms} 200,81 3,7 pot,2t s,

¥ diference estatisticamente significante (P{0,05) entre métodos

56



57

3.2 Influéncia dos pardmetros estimulatdorios sobre o TRNS

Na Tabela 3.2 e na Figura 3.2 sdo apresentados os

valores de TRNSc obtidos para diferentes combinacbes dos trés

parametros estimulatiorios: amplitude do estimulo, tempo e
frequéncia de estimulacio. A analise de varid3ncia +trifatorial
revelou que apenas a frequencia de estimulac3o afetou

significativamente o TRNSc (F=4,74; DF=P-435; P {( 0,05). Nenhuma
interacao significativa dos  parametros estimulatdrios foi

detectada.

TABELA 3.2 — Influéncia dos pardmetros estimulatdrios (amplitude,
tempo e frequéncia) sobre © TRNSc determinado em atrio direito
isplado de rato. A analise de varidnecia indicou um efeito
significante da frequeéncia de estimulacd3o (P ¢( 0,05). 0O dados
s3p apresentados como MEDIA YEPM (ms). n=6.

Estimulacio FreguBénrcia de estimulagdo

(eastimulos/min .}

Amp litude Tempo 380 500 HE20
{x corrente limiar) ({s)

5 31,3t 5,2 34,81 7,5 46,31 13,8

1,2 &0 3,5t 4,2 44,0% 4,3 48,7 &,6
120 40,71 5,9 45,3% 4,4 63,51 4,8

5 34,51 4,9 36,0 4,9 47,0 5.6

2,0 &0 39,2t 4,6 48,7 % 13,7 50,0 8,1
120 41,8% 8,2 se,2t 15,2 54,01 18,5

5 45,85 8,1 47,5§i0,4 SE,OEiE,B

3,0 L0 45,72 7.8 44,72 9,1 61,7 T19,8
120 48,82 8,4 51,8 8,2 64,8 15,7
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9.3 Influéncia do bloqueio de receptores autondmicos sobre o TRNS

A Tabela 3.3 e a Figura 3.3 ilustram valores de

TRNS: obtidos para cinco diferentes frequéncias de estimulag3o na

ausBncia e na presenga de atrvropina {100 nM) mais propranolol (30
nMy . 0 tratamentoc in vitro n3o afetpu a frequéncia espontinesa
(267 13,8 e 293 £3,3 batimentos/min., nas condicBes n3o-tratada e
tratada respectivamente). A analise de varidncia bifatorial

revelou uma relacdo frequéncia-TRNSc (F=4,86; DF=4-8%; PL0,01}
significativa. Alem disso, o tratamento com atropina mais

propranolol ndo afetou o TRANSe nem a relacdo frequéncia~-TRNSc.

TABFLA 3.3 —-Influénecia da frequéncia de estimulagd3o e bloqueio de
receptores autondmicos sobre o tempo de recuperagdo do nodulo

sinusal corrigido (TRNSC), determinado &am Atrio direito isolado
de rato. Experimentos realizados na ausénecia e na presenca de
atropina (100 nM) e propranclol (30 nM: . A analise de variancia

indicou um significante efeito da frequéncia de estimulagcdo
(P(0,01). Os dados s3o apresentados como MEDIA TEPM (m=2). n=10.

et S . e e i S L P . VA PR o P T e Rl e A S S A A T . e s T AT R AR SR e e e e K AL A AL A3 AR Al S Bl T S P —— o W KLARG MAL] ————r Tt iy A YL oy e i L S

Frequencia de estimulag3o
Tratamento (estimulos/min.}
in vitro

[P —————_ R SRR R ey Bt S 4 MR B ) ekl

380 440 =40 620 700
nenhum 41,5 t4,7 46,01 4,9 53,2 £5,0 0,25 5,8 52,1 19,3
oo+ P 39,4 Tp,5 45,5 13,8 53,9 15,1 58,11 5,2 58,015,

A= atropina; Ps propranolol
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Figura 3.3 — Relagdo frequéncia~TRNSc em tecido atrial direito
isolado de rato. (X)) Hrebs~Henseleit + atropina (100 .nM) +
praopranolol (30 nM), (0} Krebs—Henseleit normal .



3.4 Efeito da [KCll,. sobre o TRNS

O

Na Tabela 3.4 e na Figura 3.4 sio apresentados os
valores TRNSc obtidos em diferentes condi¢les: controle
([KC11, =4.6 mMJ, alta [KC1ly= 6,1 mM (AKC1y e baixa EHC1d = 3,1
mM (TKC1)Y. A analise de varidncia revelou, que n3po importando a
concentracdo de HCl, os valores de TRNSc obtidos pelos dois
métodos (EAC e EAP) sdo diferentes (P { 0,04). O método da EAC
apresentou valores maiores para o TRNSc. Nas condictes controle e
YKC1, foi detectada uma interac3o intervalo de estimulacdo IE -
método significativa (P(0,01). Neste caso, a diferenca fol devido
a2 relagio positiva entre frequéncia de estimulagdo e TRNSc
encontrada no método da EAC, em oposicdo ac método da EAP, no

qual © TRNStc foi independente do intervalo de estimulacdo.

Embora a diferenca entre os metodos tenha
persistido péra i KO, a interag3o IE~método nao foi
sestatisticamente significante. Neste caso, o0s valores de TRNBc,
no metodo da EAP, aumentaram a medida que a prematuridade de

estimulo foi aumentada, acompanhando a relagdo IE-TRNSc obtida no
meétodo da EAC. De modo geral, o TRNSc aumentou em AKC1 (P ¢ 0,01)
e nao %Qi alterado em VKC1. A analise de contrastes ortogonais
indicou gue o0s métodos da ERC e EAP n3o foram diferentes em
intervalos de estimulac3o proximos ao intervalo espontidneo médio
(65% e 80% no controle e AKC1, ou 55%. &5% e 80% em Yxc1). Em
trés ewperimentos adicionais, nos guais a [KC1lp= 1,6 mM, foi

confirmada & tendéncia de transformar o TRNGc independente de

61



62

IE, & medida que a EHCI%} & diminuida. Neste caso, para IE na
faixa de 45% a BO% do IEM n3o houve alteragdo significativa dos
valaores de TRNEo.
TABELA 3.4 — Valores TRNSc determinados em atrio direito isolado
de rato, a partir dos métodos de estimulac3o atrial continua
{EAC) patimulacdec atrial prematura {EAP) ., #m prosenca  de
modificacoes da concentracdoc de KC1 (controle = 4,6 mM, ixca =
H,1 WM e Yo = 3,1 mM). A analise de vari3ncia revelou gue AKCL
aumentou 0o TRNSc {P(O,04) e modificou a relag3n IE-TRNSc
{(P(O,D1?, snquanto que Yoo ndoc modificou o TRNSc. 0Os métodos da
EAC e EAP foram diferentes (P<0,01) ndo importando a [KCll, ,
exceto para intervalos de estimulacd3o proximos ao IEM. Us dados
sa0 apresentados como MEDIA — EPM. n=é&.

1E Controle 'HCI ‘HCl
(% IEM}

EAC EAQAP EaC EAP EAC EaP
a5 75.1%5,9 4g,5%3,6 75,075,1 am,0is,2 92,0%17.4 &7.0%7.9
50 70,5%4,3 4s5,9%3,4 v3,01s5,8 av,0%5,2 97,0%13,4 &5,5%7,3
55 58,8%4,1 44,723,7 53,5%6,8 44,0%I5,1 86,0712,8 63,0%6,5
L5 48,5%3,1 44,113,5 s52,0%6,5 47,0%a.2 66,551 7,4 s59,013.82
80 47,5%p,2 39,7 1,9 s52,015,7 41,013,141 60,0% 6,3 45,0%1,7

IE = intervalo de estimulacd3o; IEM = intervalo sspont3nen médio

Na Tabela 3.5 e na Figura 3.9 s3o apresentados

valores de TRNSc obtidos a partir do meétodo da EAC {620

est . /min., B min.) na presenca de diferentes valores de [KCilp. A

analise de variadncia monofatorial mostrou que ps valores de TRNSc
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Figura 3.4 — Influéncia da concentragdo extracelular de KU1 sobre
o tempo de recuperacac do noédulo sinusal (TRNS) in wvitro.
Abcissa: intervalo de estimulacd3o como porcentagem do intervalo
esppnt3nec medio (IEM). ordenada: tempo de recuperagido do nodulo
sinusal corrigide (TRNSc) obtido a partir dos métodos da
ectimulacd3c atrial continua (circulos) e estimulagde atrial
prematura (tridngulos), determinados em atrio direito isoclado de

rato na presenca de 3,1 (@, A , secg3o A), 4,6 (O, 4L, seccdes A
e By & 4,4 (%, 4, secgido B} mM de KO
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determinados na presenca de incrementos da {HCIJO para &,4, 7,3 e

7.6 mM, a partir do controle (4,6 mM), foram significativamente
maiores {P { 0,03}, enquanto gque &sm [KC11, menores que o controle
(1,6, 1.2 e 2,8 mM), os valores de TRNSe ndo foram diferentes do

controle.

TABELA 3.5 - Valores TRNSc (Me&DIA ZEPM em ms) obtidos em atrio
direito isolado de rato, a partir do método da estimulacao atrial
continua (6280 estimulos/min., 120 s) em diferentes concentragies
de KCL (LKC1lo?. A analise de variancia monofatorial revelou que
em [HKC1Jo abaixo do controle os valores TRNSc n3do foram
estatisticamente diferentes, enquanto que em [KC1lip acima do
controle o TRNSc aumentou significativamente (P(0O,01). n=7.

Concentracdo KCI TRNSc
{mM)} . {ms}
1,6 65,0 L 6,45
i,9 66,0 F 6,13
2,8 65,0 1 7,35
4,6 (controle) g1,0 L 7,55
&, 4 104,0 I 8,55
7,3 134,0 113,31
7,6 124,0 I 8,45

3.8 Efeito dos neuvotransmissores noradrenalina {NA) e

acetilcolina (ACh) sobre oo TRNS

& Tabele 3.6 & a3 Figura 3.6 ilustram os efeitos da
noradrenalina {(NAY e acetilcolina (ACh) saobre IEM, TRNS & TRNSc

{TRNSc= TRNE - IE£M3 . Dentro da faixa de doses usadsa, ambos NA =
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nodulo sinusal corrigido (TRNSc), determinado a partir do método
da motimulacdp atrial continua {(EAC), em atrio direito isolado de
rato.
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ACh exerceram efeito cronotrépico significantivo (P (

0,004i), a

NA diminuindo & a ACh aumentando o 1EM de modo dose-dependente. O

mesmo

foi observado para o TRNS.

Porém,

os valores de

TRNSc nao foram afetados pela NA. Como ilustrado na Figura 3.7, o

TRNSc

adrenérgico
pequena,

TRNGSc e I1EM +oi

(NA) .

outro lado,

observada.

na

nao acompanha as variagoes de IEM na presenga do

presenca

4.6 — Valores de intervalo espontineo médio
(TRNS e TRNScC,

agonista

AChH, uma

porém significativa correlagdo positiva (P ( 0,03 entre

(IEM) 2 tempo
determinadons  a
direito

isolado de

auséncia e na presenca de diferentes concentragoes de
O=

dados sd0

i A i B . S . e P el M VAL AAL L My . S A Al T o . . By T AR AR, A WAL SN Lio M B Sl M A W T g s e e i) b i b e, e, S e e S . ik . A WA A L S

45,0 Lp,7
S0,3 24,8

48,5 f4,3

TABELA
de recuperagao do nodulo sinusal
partir meétodo da EAC) obtidos em atrio
rato,
noradrenalina (NA) acetilcolina
apresentados como MeEDIA TEPM (ms). n=é&.
Farmaco Concentracio IEM
(LM {(ms)
6,00 196,0 L 3,4
0,01 87,2 L 6,1
T4 N
0,03 is9,2e - 5,7
0,410 1596,0 - 9,8
0,00 2o04,2 X 2,8
i,00 236,75 11,1
Ach .
3,00 248,77 - 10,9
10.00 268,32 12,0

{ACHh) .
TRNS
{ms)

240,28 ~ 4,8
23,2 7.6
219,85 - 7,4
202,00 - 7.3
253,99 - 4,7
+
296,00 - 44,7
any.e -i2,7
333,7 - 15,6

49,3 ta,4
59,3 4,9
58,5 ©5,0

65,5 27,4

A velocidade de conducdp atrial apresentou

reducdo
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0,228x; coeficiente de correlacio= 0.30; n=24.
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Figura 3.7 - Relacdo entre intervalo espontdnec médio (IEM) e
tempo de recuperagdoc do nédulo sinusal corrigido (TRNSBc), obtidos
a partir do método da EAC em atrio direito isclado de rato,
exposto a diferentes concentragbes de noradrenalina {NAD e
acetilcolinae (ACh)Y . Para NA, (O ), Y= 56,40 - 0,00x; coeficiente
de rorrelagda=s - 0,14, P { 0,05; n=24. Para ACh, ( ® ), Y= &,48 +
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significativa (P { 0,04) & dose dependente na preaesenca de ACH
(controle: 67,5 ~4,1 cm/s; ACh 10 uM: 47,9 13,7 cm/s; ACh S0 uM:

37,22 41,2 cm/e) .
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4. DISCUSSAD

£ metodologia desenvolvida neste trabalho

possibilitou que os principais parametros (TRNS, TRNSc, interwvalo

espontdneo médin) frequentemente utilizados para avaliagdo
clinica da fungdo do N8B (Mandel et al., 1974 Narula st al .,
1978, Tonkin & Heddle, 1984 pudessem ser determinados por meio

de diferentes métodos, e em diferentes condicdes experimentais.
Embora esta metodologia n3o permita o estabelecimento preciso de
caracteristicas particulares do NS em fun¢do do método empregado
para sua avaliacd3o, o modelo experimental utilizado apresentou
caracteristicas similares (vide item 3.1) &s observadas por
outros autores em experimentos in vitro e in vivo (Bonke et al.,
1267 e 1971, Strauss et al., 1973; Kerin et al., 1983) . Além
disso, a metodologia desenvolvida podera ser utilizada para o
desenvolvimento e teste de novos modelos animais para estudo da

disfuncido do NS.

0 sistema de instrumentacdc desenvolvido, composto
por wuma unidade isolada de captagao/estimulacdo (UICEY e um
microcomputador dedicado (MD3, permitiu a deteccao e
processamento do sinal eleétrico correspondente a atividade
eletrica atrial, possibilitando uma determinagao precisa,
reproduzivel g +acil do TRNS, além da possibilidade de
documentacdo dos principais resultados (vide apéndice) . Por
nutro lado, embora o sistema de instrumentacdio apresentado neste

trabalho seia de construgdc e operacdo relativamente faceis e
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apresente um custo razoavelmente baixo {(aproximadamente US$ 120),
ele & dedicado e exige reprogramacaoc da EPROM para modificac3o de
suas funcies. Este problema poderia ser contornado conectando-se
a UICE a um microcomputador convencional, o gqual permitiria a
programacan em linguagens de alto nivel, aumentando &
flexibilidade do sistema e a wvariacao dos protocolos de
estimulagdo. Outra limitacdo que este sistema dedicado apresenta
£ a necessidade do conhecimento prévin, por parte do usuario, dos
codigos decimais correspondentes as tarefas que o MD  pode
executar (e.g. determinagao do TRNSG, documentacdo dos
resultados), uma vez que estas tarefas s83no acessadas por meio de
um cdHdigo decimal escolhido pelo usuldrio por meio do painel de
controle do insﬁrumento. Neste caso, 0 probhlema  pode ser
farilmente resolvido modificando—se o “hardware”, de modo que o
acesso as diferentes tarefas do MD seja realizado atraves de um

tecladn {(Marques & Bassani, (98%9b3 .

Dois metodos para determinagd3o do TRNE Jforam
implementados neste trabalho: o método da estimulagdp atrial
continua {(EACY & oo método da estimulacio atrial prematura (EAFP).

Em diversos trabalhos tem sido mostrado que o TRNGS, determinado a
partir do metodo da EAC, depende da frequéncia, do tempo de
estimulagdo (Lange, 1965; Lu st al., 1945, Mandel et al., 1974,
Narula et al., 1978) e da intensidade dos estimulos {(Chadda et
al., 1975; Kerin et al., 1i9B3}). Nestes trabalhos, a influéncia de
um dado parametro sobre o TRNS 4o0i avaliada enquanto gue os

outros eyvam mantidos constantes. Entretanto, a influnria de um
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determinado parametro pode depender do estado dos outros
pariametros, isto &, pode existir uma interagdo significativa
(Herin et al., 1983). Em apenas um peqgueno numero de trabalhos
(Herin et al., 1983; Neely et al., 1987), a interagdo destes
parametros, o0& quais normalmente definem o protocolo clinico de

estimulacdn para avaliac3o da funcio do NS, foi analisada.

No presente trabalho, observou-se a ausBncia de
interagdc entre os pardmetros estudados (frequéncia, duragdo e
intensidade), sugerindo gue seus efeitos sobre o TRNBc sejam
independentes (vide Figura 3.2, 0 gue confirma os resultados
obtidpse in vivo por outros autores (Mandel et al., 1971; Narula
et al., 4197g; Chadda et al., 1975; Herin et al., 1%83). Guando os
trés parametros foram analisados separadamente, arpenas a
frequéncia de estimulagdo afetou significativamente o TRNE e

TEBNSc {Maraues st al ., 1988).

Juando os valores de TRNSc, phtidos a wmartir dos
metodos da EAC e EAP Fforam comparados, observou—-se qgue, em
determinados intervalos de estimulacd3o (1E:}, calculados a partir

da frequéncia de estimulacdo no metodo da EAC e da prematuridade

do estimuloc no método da EAP, o0s valores de TRNSc ndo Fforam
estatisticamente diferentes. Este fato possibilita, em
determinadas situagbes, a opgdc por um ou outro método. 0 método
da EAF pode ser escolhido, por exemplio, no sentido de reduzir a

corrente estimulatédria total aplicada ao tecido cardiaco.

0s wvalores de THANSc obtidos a partir do método da
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EAP mantiveram-se constantes para prematuridades de estimulo
variando de 25% a 80% do IEM. Isto parece ser devido an fato de
que nesta faixa de prematuridades, todo estimulo extra aplicado
ap tecido atrial conduz—-se retrogradamente e despolariza as
células do NS, produzindo efeito de "reeet" em todas as condigées
{Narula et al., 1972; Strauss et al., 1973; Tonkin & Heddle,

i984) .

Valores de TRNS obtidos a partir dos métodos da EAC
e da EAFP in vivo em humanos foram previamente comparados por
Narula et al (1972). 0Os resultados aqui obtidos, em atrio direito
isnlade de rato, apresentaram varias caracteristicas similares
dquelas observadas por Narula et al (1978} e outros autores
{Mandel et al., 1974; Strauss et al., 1973; Dhingra et al., 197§,
Strause et al., 19746; FReiffel et al., 1988). No presente
trabalhn, os valores de TRNSc determinados pelo métpdo da EAP ndo
foram influenciados pelo IE, na mesma faixa de prematuridades
ohservadas por aqueles autores. No metodo da EAC, por outro lado,
t0i encontrada uma relagdo positiva entre TRNSc e frequéncia de
estimulacio (Mandel! et al., 19741, Marques £t al., 1%88; Marques &
Bassani, 198%a). Quando o TRNS relativo (LTRNSc + IEMI/IEM) +ou
calruladn, surgiu uma outra similaridade entre o0s resultados
obtidos in vive em humanos & agquelss agui apresentados. 0 TRNS
relative calculado a partir dos dados apresentados por Narula et
al (1972 e Strauss et al (1973) in vivo em humanps foram,
respectivamentea, 1,2 = 41.Bé&. Comp apresentado na Tabela 3.1, os

valores obtidos in vitro foram aproximadamente iguails, suger indo
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que 0 modelo experimental in vitro e o modelo in vive possam

compartilhar varias raracteristicas basicas.

A relagdc positiva entre TRNSc e frequéncia de
estimulacdo observada no método da EAC, poderia a principio ser
devida a trés mecanismos: (a) ocorréncia de blogueio sinoatrial
de primeiro grau, & medida gue a frequincia de estimulacdo
aumenta (Lu et al., {945; Mandel et al., 1974; Narula et &l.,
19785 ; (b} wvariag8es no balan¢o celular do ion potassio (Lu et
al., 19465, Vassalle, 1965; Narula et al., 19782; Hunze, 1977;
Pliam et al ., 1977 ; Vassalle, 1977); e {C) liberacaoc de
neurotransmissores autonémicos (acetilcolina - ACh e
noradrenalina - NA) devido a estimulacdo elétrica (Amory & West,
1962; Alanis & Benitez, 19467 ; Lange, 1965; Lu et al., 1965,

Narula et al., 1972; Jalife et al., 1983, Neely et al. ., 1%987).

0 mecanismo responsavel pela relacao positiva entre
TRANS: e frequéncia de estimulacdc ainda ndo estéd completamsnte
estabelecido. Acredita-se, entretanto, gue a estimulacio eletrica
forgada provocaria a excitagdc das celulas do NS e das
terminagoes nervosas, induzindo a liberacao de
neurptransmissores . 0 efeito inibitorin da ACh poderia
potencializar a supressdo da automaticidade do NS (Lange, 1965;
tu et al., 1965y, Na literatura, no estudo da influBncia da
liberacao de neudrotransmissores sobre o TRNS (Amory & West, 1968;
L 2t al ., 1965, Chadda et al., 1975; Jalife et al., 1983, Saito

et al ., 1984, tem sido utilizada estimulacdo de campo, com alta
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corrente e alta frequéncia ou estimulacdo direta do NS, No
presente trabalho a estimulaci3o foi realizada atraves te
eletrodos de contato (vide item 2.4.1, pag. 26 ), com baixa
corrente e baixa fregquéncia, e, provavelmente, foi insuficiente
para provocar uma liberacd3o maciga de neurotransmissores. Esta
ppssibilidade o1 wverificada, efptuando-se o bloguesio dos
receptores colinérgicos e beta-adrenérgicos com atropina e
propranclol, respectivamente. Em experimentos realizados nestas
condicBes, a relacd3o TRNSc-frequéncia de estimulagdo nao foi
abolida {(vide Figura 3.3, pag.60 ). Este fato sugere que outros
mecanismos como a ativagio da bomba sodio-potassio
(ATPase Nat —K¥ ) ou variacBes na condutdncia do ion potassio
atraves da membhrana (Lu et al., 1965; Pliam et al., 1977
Vassalls, 1977y, produzidas por estimulac3o elétrica, possam ser
fatores adicionais determinando as variaces do TRNS com a
freqguBncia de sstimulacdc (Herin et al., 1983; Marques 2t al .,

L9868 .

0 acdmuloc extracelular do ion potassic tem side
apontado {(Pliam et al., 1977; Vassalle, 1977; Kerin et al., 1983)
como um dos fatores responsaveis pela relacdo positiva entre TRNS
& +frequBncia de estimulagdn, aohservada in vivo (Mandesl et al.,
19714 Chadda et al ., 1975%; Reiffel 2t al., 1983; Neely et al.,
ie87) e in vitro {(L.u =t al., 19451 . Neste trabalho, guando a
concentragido extracelular de KC1 ([HCEJQ) foi aumentada, dois
gfeitos principais foram cbhservados: {a) aumento dos valores de

TRNSC determinados a partir de ambos os matodos {(EAC & EAP?}
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{Tabela 3.4); =) (b} aparecimento, no metodo da EAP, de uma
relacgdn positiva entre intervalo de estimulacSo e TRNSc, o© que
nac foi phservado na condigdo controle e em baixa [KC11l, (vide

Figura 3.4).

Quando o tecido cardiaco @ estimulado, as células
miocardicas acumulam Nat e perdem K'Y em fungdo do nlmers  de
potenciaie de agdc na unidade de tempo (isto &, um aumento na
frequéncia de estimulacdo potencializa este efeito). Um aumento
da concentracdo intracelular de Né* e/ou extracelular de H@ ativa
a bomba Nat -Kt causando uma hiperpolarizagdao £, em caonseqléncia,
uma diminuicio transitéria da automaticidade do NS (Vassalle,
19771, o gue causaria um aumento do TRNS com a frequencia (vide
Figura 3Z.44). O aumento da [KCll, parece ter potencializado este
efeito {Margues & Bassani, 198%a) . Este resultade confirma os
resultados obtidos por outvros autpres (Alanise & Benitez, 1967 ;
Pliam et al., 1977, gus demonstraram um aumento da pausa apdHs

estimulacdo na presenca de altos valores de [KC13g

Oz wvalores de TRNSc determinados em baixa CHCL 1,

{(vide Figura 3.4B) nao foram estatisticamente diferentes dagueles

abtidos na condigcdo controle. Uma explica¢do possivel pode estar
ligada an fato de que a reduc3o na [HC130 s em relagd3oc ao
controle, foi muito pequena para induzir uma inativacdns parcial

da bomba Nat-K'gque & ohservada em condicées onde a [HKC1ls; e nula
{Hunze, 19773 . Esta possibilidade foi confirmada em experimentos

adicionais, noes  guails  Foi observada a tendéncia do  TRNSC em
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tornar—-s2 independente do intervalo de estimulacio a medida que a

[HCI%} +01 diminuida (vide Figura 3.5).

A atividade do sistema nervosc autonbmico tambhém
tem sido considerada como um fator gque pode influenciar de
maneira marcante a determinacao do TRNS (Lu et al., 19465; Mandel
et al., 1%71; Narula et al., 1972; Strauss et al., 1974; Herin et
al., 1283; Cain, 1987; Neely et al., 1987). Neste trabalho, foi
avaliado o efeito dos neurotransmissores autonfmicos ACh & NA
sobre o IEM, TRNE e TRNBc, determinados a partir do métado da
EAC, em doses que provocaram variagbes sigpnificativas no  IEM
(Tabela B.é}.‘ A NA diminuiu o TEM £ o TRNS, mas nido afetou o
TRNSc (vide Figura 3.4). Embora tenha sido wmostrade gque a
estimulacdo simpatica n8o afeta significativamente o TRNS
determinado in viva, em c3es anestesiados (Kerin et al ., 1983),
Pliam et al. (1977 mostraram que a NA reduz & pausa apds

estimulac3o em experimentos realizados in wvitro em ventriculos de

cdo, o que estd de acordo com os resultados obtidos neste
trabalho. Por outro lado, tem sido mostrado que a ACh exerce uma
grande influéncia sobre o TRNS in vivo ({erin et al., 1283}
devido, principalmente, ao aumento provocado no IEM {(diminuigao
da frequéncia espontd3neal que apresenta-se como um fatﬁr
determinante da magnitude do TRNS (Chadda et al., 1975, Pliam et
al., 1977, Reiffel et al., 1982, Kerin et al., 1983; Neely et
al ., igg7). Este fendmeno foi também observado in vitro, neste
trabalbho, para o efeito da ACh, gue aumentou o TRNS = IEM, mas

nidn afetou signifirativamente o TRNSC. Adicionalmente, observou-
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se a existéncia de uma relagaoc positiva entre TRNSc e IEM

determinados sob  acdo da ACh, o que ndn aconteceu durante o
tratamento da preparagao com NA (vide Figuras 3.6 e 3.7}). Em
vista disso, acredita~se que as alteragfes produzidas pela ACh e

pela NA  sobre TRNS tenham sido determinadas pela acdo destes
neurotransmissores sobre o IEM, enguanto gque, a tendéncia de
aumento do TRNSc pela ACh, parece ter sido devida ao efeito
depressor e dose-dependente da ACHh sobre a velocidade de condugdo

atrial (Marques et al., 1989 a, b).

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a
importdancia da padronizacdo dos protocolos de estimulag3o para
determinacano do TRNE, pois a falta desta padronizacdo tem
dificultado o estabelecimento de limites de normalidade para o
TRNS & TRNSc, bem como, a avaliacdp da sensibiladade do método
empregads  para sua medicdao {Tonkin & Heddle, 1984 ; Benditt et

al., 19877 .

0 metodo da EAF tem sido utilizado para
determinac3o do tempo de condugdo sincatrial. Parece plausivel, a
partir dos dados obtidos no presente trabalho, que sua utilizac3o
seja mais explorada para a determinagao do TRNG. Fara isto, a
instrumentacdo desenvolvida no presente trabalho pode ser usada
de imediato em. experimentos com animais vivos e CcoOm  pPequenas

modificactoes podera ser empregada para Uso em pacientes.

Seria importante tambeém, levar em considerac3n

situagbes nas Quails o TRNS & determinado na presenca de
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desequilibrios idnicos. No presente trabalho, o aumento da
concentracan extracelular de potassio fe2 com que os valores de
TRNS e TRNSc, determinados a partir dos métodos da EAC e EAP,
aumentassem. Embora na pratica clinica a determinacao do TRNS
seja Feita com o paciente em condicles estiveis, nas guais o
equilibrio acido basico e hidro-salino estejam sob controle,
deve—-se lembrar que a condigdo de isquemia miocardica leva ao
arimule extracelular local de potassio (Webbh & Poole-Wilson,
1i984) . Os dados obtidos neste trabalho sugerem que este fato seja

conasiderads na determinagdo do TRNS.

Finalmente, sabe—-se que nas condigles em qQue o©
t6nus autondmico se apresenta alterado, o valoar de TRNS depende
diretamentse das variagOes produzidas no IEM (Margues et al.,
178%a) . Ressalta—-se, neste casn, gue a medicdo concomitante de
TRANS & TRNBr culio valor ndo sg altera com modificagtes do  IEM,

possibilitaria melhor avaliacd3o da funedo do NS

5. CONCLUSBES

A metodologia & instrumentacdo desenvolvidas neste

trabalho podem ser wutilizadas para determinagidoc do - tempo de
recuperagcan da nodule sinusal {(TRNE) in wvitro, possibilitandn o
estudo extensivno deste parametro, apresentando dados

reprpopduziveis & de bhaixa variabilidade.

Dos recsultados ohtidos da aplicacdo desta

metodolpogia conclui—-se gue:
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ajl

b}

C)

)

Para +Frequéncias de estimulasd3o até 53% acima da frequéncia
espontinea os valores de TRNSc obtidos pelo método da EAC sao

equivalentes aos produrzidos pelo metodo da EAR;

0 uso de frequBncias de estimulac3o muito elevadas {acima de
53% da frequBncia espontdnea) pode levar 3 superestimagc3oc do

TRNSc no tecido rcardiaco considerado normal;

0 aumento da [RCI]O provocou elevagcdo dos valores de TRNSc em

ambos ps metodos e surgimento de uma relacgl3o positiva entre

TRNSC e intervalo de estimulagdo no @méetodo da EaPR,
provavelmente, por potencializar o efeito da estimulacao
eletrica, efeito este que parece ser devido a uma ativacio da

+ + : +
ATPase Na —H causada pela perda de H durante a estimulac3o;

0 efeito dos neurotransmissores autondmicos, ACh & NA, sobre o
TRNS deve-se a seus efeitos sobre o IEM. Enguanto que a
correlag3o encontrada entre TRNSe & IEM na presenca de ACh,
parece estar relacionadae ao sfeito depressor da ACh sobre a

veloridade de condug3oc atrial.

Espera~se aque a metodologia e instrumentag¢do

desenvolvidas possibilitem a intensificacdo dos estudos para o

desenvolvimento de novos metodos de avaliacdo da funcd3o do NS e

o teste de modelos animais para o estudo da disfungadao do NS,
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7. APENDICE

inidade Isolada de Captacd3n/Estimulacdo (UICE)

a diagrama em blocos desta unidade & apresentado
na Figura 2.8. A secgac A (captacdo/detecedo, Figura I-A) e
constituida por um pré-amplificador de entrada, acoplador aptico,
filtrop passa-+aixa passivo, ampliticador de saida, filtro notch-
&0 Hz e detector de picos, todos implementados com

componentes eletrdinicos existentes no mercado nacional.

O pré-amplificador de entrada ¢ formado por dois
estagios: Lim primeivo estégio com entrada diferencial
(amplificador de instrumentac3o) baseado no LM 725, CMRR=120 dB,
ganho 20 x, e um segundo estagio (LM 308, ganho= 10 x) que

permite o ajuste da tens3o de “"offset" {("trimpot" 1) e determina

o ganho total do pre-amplificador (P00 x). A chave CHi na posig¢ao
2 t(entradas A, B, £ e D) permite a captagao das derivacles
precordiais do eletrocardiograma; e na posigcac i (entradss & e

C), a captacdp de sinais bipolares,

A Func3o do acoplador Sptico (4N2S) € transmitir o
sinal captado pelo pré-amplificador ac estagio seguinte, sem que
hajia uma ligacdo elétrica entre eles. Assim, a parte do circuito
de captacdo/deteccdo (pré—~amplificador) gque entra em contato com
a preparacdédo bicldgica estara isolada sletricamente do circuito
da rede e dos demals sauipamentps utilizados em conjunto {e.g.

oEciloscopiod .
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A banda passante do sistema, 5 Mz a 150 Hz, &
determinada pela utilizacdo de dois filtros passivos (passa-altas

e passa—-baixas) em cascata.

U0 circuito do amplificador de saida e formado por
dois estagios: um primeiro estagio (LM 358) com ganho fixo (5 x),
e um segundo sstdgio (LM 358B) para ajuste do ganho total 1500,
3000, 8000 opu 16000 x atraves da chave CH3. Uma chave (CHE2)
ligada a entrada (+) do amplificador de saida, permite acoplar a
entrada deste estagio ao sinal captado pelo pré-—-amplificador oau

ao sinal obtido na saida auxiliar (=4 V) de um monitor cardiaco.

0 Filtro noctch=-40 Hz € utilizado para minimizar
interferéncias da rede elétrica. A frequéncia de corte (60 Hz) é

ajuastada pelos "trimpots” 2 & 3.

0 circuito comparador/detector & constituido pelio
amp . op. LM 308, transistores PNP 2707 & NPN BC 548, = um duplo
monoestavel CD 4098, 0 nivel de comparacdo pode ser ajustado
atraves do potencidmetro Pl entre + 3 Q. 0 primeiro monoestéavel
fornece um pulso de 75 ms de duragao que aciona um  “LED" no
painel de controle. A saida do primeiro monestavel atua como

“trigager" para o segundo, © gual fornece um pulso de 20 us {(nivel

TTL: wtilizado pelo microcomputador dedicado como sinal de
sincronismo, correspondente & cada atividade eleéetrice atrial
detectadsa.

A seccdoc B {(estimulagico, Figura I-B)Y & constituida
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por um acoplador odptico, gerador interno de pulsas & gerador de

corrente .

8 acoplador dpticeo (4NP5) tem como objetiveo, isolar
eletricamente o estimulador (alimentado a bateria + 15 V) do
microcomputador dedicado ou de outro dispositivo utilizads para

disparo e controle do eatimulador eleétrico.

O gerador interno de pulsos produz pulsos
retangulares, monopolares ou bipolares, positivos ou negativos de
largura variavel (50 us a 150 ms). Estes pulsos sac obtidos na

saida do Cl-6 gue pode assumir trés valores distintms de acordo

com a ctondi¢doc das chaves analédgicas do CI-5%. Normalmente, as
chaves estdo ativas e os resistores Ra e Rb est3o aterrados. Se
UMma das chaves for desativada, entdo o circuito passa a ter uma

configuracdo cldssica de amplificador. Dependendo de gqual chave &
desativada o ganho do amplificador sera +6 ou -5, 0 ganho 6B é
igual nas duas situagles 2 nos dois casps o amplificador & ligado
a uma fonte de tensdo constante (diodo zener = 46,8 V). Tem—se,
portanto, na saida do CI-6 duas tensdes +Vo e ~Vo. O controle das
chaves analodgicas & feito pelos Cl's 2, 3 e 4. SBempre que houver
um pulso positivo na entrada ck do CI-2A haverd um pulso pasitive
na entrada +7 do Ci—4. 0 CI-4 @& um gerador monoestavel cuja
duracdo do pulso e determinada pela constante RC, que & alterada

pela chave CHE e pelo potencidmetro P2. Ao detectar este pulso, o

cCl-4 & arcionado mantendo uma das chaves analdgicas desativadas

=Yule meio das portas do CI-3 (01-3B & CI-30C)Y . A chave &a ser
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desativada neste instante € selecionada por meio de CH3I. 0 Flip-

flop de entrada CI-2A & mantido "resetado" durante O tempo em que

o CI-4 é acionado, garantindo que a entrada +T fique no nivel
logico "o, Assim o0 circuito somente poderad ser acionado
novamente apés finalizado um ciclo de operac3o. Ao término do

periodo ativo do moncestavel ocorrerd um pulso positivo na

entrada ck do flip~flop (CI-PB), se a chave CH3 estiver em uma
das posicées em que o CI-2B & mantido em “reset" permanente,
entdo, nada ocorre ¢ o circuito volta a sua condigdo inicial.

Caso contrario haverda um novo pulso de disparo na entrada +7 do
Cl1-4, desta vez provocado pela mudangca de estado do CI-2B. 0O ci-4
permanece ativo por um novo periodo igual ao  anterior, mas
desativando agora a chave que estava ativa da primeira vez. Assim
obtem—se um pulso bipolar com a durag3c da fase positiva idéntica
a da fase negativa. Ao final do segundo periocdo ativo do CI~4 o
circuito completa um ciclo e retorna a condicdo inicial de

OPerasan.

Os pulsos de disparo aplicados ao CI-2a s3o
provenientes de duas fontes selecionaveis pela chave CHi e CI-1i64.
Uma fonte e o CI-1B que & um gerador estavel (0,5 a 20 Hz) de
frequéncia controlavel por meioc do potencidmetro Pi. A outra e

uma entrada para disparo externn.

0 gerador de corrente, & uma fonte de corrente de
intensidade variavel (0 a 9,9 mO). 0 circuito & composto por  um

amplificador de entrada (CI-7) e uma fonte de rorrente (CI-8) . o
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amplificador de entrada controla a amplitude do pulso de tens3o a
ser aplicado & fonte de corrente, atraves do potencidmetro P3. &
corrente que +flui pela carga (preparagdo bioldgica) depende da
amplitude do sinal de tens3o gue chega & fonte de corrente
através do resistor Rc e do valor do resistor Rd. A saida do
gerador de corrente pode ser alternativamente ligada a um
resistor (1 Kohm) atraveés da chave CH4, para que a amplitude e
duracdo dos estimulos possam ser ajustados. No osciloscépio se
obtera um pulso de tensdo proporcional ao estimuloc de corrente

gerado .

Microcomputador Dedicado (MDD}

0 microcomputador dedicado {MD} tem COmo
processadoar central 0O microprocesador Intel 8085A . Seu
funcionamento & conhecido e detalhes poder3o ser encontrados na
literatura especializada (Intel, 1980; MNational, 1i980:. 0O
microcomputador montado (Figura I1I-A e B) pode ser dividido nas
seguintes partes: bioco CPU, bloco de memdria, bloco de interface

{enderegamento, sinalizacdo e “display").

0 bloce LPU (Figura 11-A) contém o microprocessador
(BOBBAY, dois "huffersslatchs” (8218} para © barrvamento de
enderesos, um  “buffer” bidirecional paralelo (7424%) para o
barramento de dados/enderegos. O relésio & providenciado por um
cristal de 6,444 MHz., 0 bloco de memdria contém um decodificador

de enderecos {74538, 2H bvyites de membéria EPROM {"Erasable
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Programmable Read Uniy Memory" — 27146) para os Programas
residentes, 2K bytes de memdria RAM (“"Random Acess Memory" -
6116) utilizada como memdria de dados e area de trabalho. 0O bloco
de interface contém um decodificador de enderecos (74138B), uma
interface periferica paralela (8255). Para conexdo da inter face
paralela com o5 circuitos de entrada/saida (contadores,
*display", impressoral, Foi utilizadc um estagio de isoclagdo e

"driver" (74244). Todos os blocos serd3oc descritos a seguir:

A Unidade Central de Processamento {CPL}) possul ié6

linhas constituindo o barramento de enderecons, B linhas de dados
e varios sinais de controle. 0 barramento de dados &
compartilhado com o byte (B bits) menos significative do
barramento de enderecos (AQ0 a A7), durante o primeiro ciclo de

maquina. A cada ciclo de maauina gue envolva operagcdo com memdria
ou interface, alterando assim o barramento de enderecos, aparece
neste barramento o enderego desejado (A0 a2 A15) e o sinal ALE
("Adress Latch Enable”). Este sinal & usado para "gravar® a parte
menos significativae deste endereco (AD a A7) no "buffer latch®

(B218) e, apos isto ocorrer, as linhas ADO a AD7 da CPU tornam—se

barramento de dados. Estes pinos s3c ainda ligados a um "buffer"
bidirecional (74245). 0 controle deéte "butfer" & feito por dois
sinais (DIR e Enable). O pino B (enable) é ligado aoc “"reset out”
da CPU, selecicnando o dispositivo permanentemente exceto na

condicdo de "reset" da CPU. 0O pinc DIR, ligado ao pino RD da Py,
controla o fluxo de dados {da OPU para o sicstems, oW deste para

CPiy . Este controle é feito da seguinte maneira; sg DIR= "i", p
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fluxo de dados & da CPU para o sistema; se DIR= “0%, o fluxc de

dados & do sistema para a CPU.

Ha a possibilidade de o usudric reinicializar o
sistema sempre gue o desejar . Isto & feito por meio de uma chave
do tieo "pushbuttom” colocada no painel de controle. No pino 3é&
da CPU (RESET IN) ha um nivel alto ("4") permanente. A chave de
"reset”" ao ser pressionada forca um nivel baixo (Y0") neste pino,
levando o apontador de programa (PLC) para a posicao 0000H,

reinicializando o sistema.

0 acesso & meméria & feito pelos barramentos de
dadns e enderegos (DO a D7 2 A0 a A10, respectivamente} E
utilizado um decodificador de enderegos (74138 com trés entradas

(A,B & C)Y para selecionamento, tr8s entradas (Bi, GPA & BRBY para

controle ou habilitacio, e duas saidas que 30 sinais de
controle {(ativos em nivel baixo) gue, guando ligados am CS {chip
select”) de cada bloco de 2k byte de memdria, spleciocnam o blooco

a ser acessaedo. A entrada A & ligada & linha de endereco Ail, B a
linha A12 e C & linha A13. A entrada Gi & deixada em nivel alto,
a entrada G2A é ligada ao sinal Io/M e a entrada GPB & deixada em
nivel baixo. Quando Io/M= “i", n3o hé selecionamento de membria;
se lo/M= “Ov, um bloco de meméria serad selecionado pela
combinacao de All, AL e AL3. As saidas YO e Y1 do decodificador
s30 ligadas aos pinos "chip select" (LCS) das memdrias EPROM e
RAaM respectivamente. Us primeiros 2k bytes (0000H a O7FFHY w30

enderegos de programas residentes em EPROM. No segundo bloco, os

98



enderecos 0OBOOH a OBFFH, definem uma regido da memodria utilizada
como Aarea de trabalho. Além disso, o pino 20 da memoria EPROM
(2716) €& ligado ac sinal RD (leitura) que, quando em nivel baixo,
permite a leitura do conteddo da posi¢iac de memdria selecionada.

8 pino 21 da memoria RAM (4114) é ligado ao sinal WR (escrita)

gue, quando em nivel baixo, permite a CPU escrever um dado na
posicdo de memdria especificada e, gquando em nivel alto
Juntamente com o0 pino 1B (CS5) em nivel baixo, permite a leitura

do contelddo da posic3o de memdria especificada.

0 selecionamento da interface de entrada e saida
(E/S) & feito por outro decodificador de enderegos (74138) com as
linhas de enderego All, ALZ2 e A13 ligadas as entradas A, B e
respectivamente. As entradas GBEA e GE2B sdc deixadas em nivel

baixo, enguanto gue a entrada Gf ¢ ligada ao sinal ID/E e a saida

Y5 do decodificador é ligada aoc pino & (CS5) da interface. Quando
Io/M= vy, pode ser selecionada a intertftace {(dependendo  da
combinac3o existente nas entradas A, B e C). Se Io/M= "0%, n3o ha

selecionamento da interface, mas sim da memaria.

Para comunicacaoc entre o usuario e o
microcomputador dedicado e utilizada uma interface periferica
programavel {B8255) que pode receber e transmitir dados na forma

raralela (8 bits).

Esta interface possul trés portas (4, B e ) de
entrada e saida (E/8) de dados, um regisirador da palavra de

rontrole (RPC)Y e aceita v sinais de controle §5, 55, Eg & RESET.
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Fara a selecdo das portas ou do registrador da palavra de
controle, liga-se as linhas de dados/enderecos Al e A0 aos Pinops
8 e @ da interface, respectivamente. Este selecionamento &

realizado da seguinte maneira:

O s s 1S . S . S AT Pl Sk T aaan o) . N TP . S AL St e s, e . B T B S " ok

AG 2% seleciona
O G Porta A
o i Porta B
i O Poprta C
i i RPLC

A T A4S A S S T SO O T S . YD WA e M T S S S AN S i S Mot A ol . Som o

Verifica~se gue para a interface paralela de E/S
utilizada estdo associados quatvo enderegos . Os enderegos das

portas da interface sdo apresentados a seguir (em hexadecimal) .

endereco
Porta A 28 H
FPorta B 29 H
Porta 2a H
RPL 2B H

A S T AU i . S RO L0 WA ki W VN W S S A . Wi, TS A, S £ Ve e e ST e S W R T 085

A interface de E/S estad programada para operar no
moda O, com as portas £, E e C como entrada ou saida de dadps |
dependendo da palavra de controle (RPC). 0Os sinais AD e AL estio
ligados ao "buffer” unidirecional (B212) e o barramento de dados

ac "huftfer” bidirecional (74245) .

0] bloco enderecamentossinalizacd3o e "display®
(Figura II-B) & constituido por um c=zcilador estavel (€D 4047 ;
portas Idgicas ("AND", SOR" & "NAND" ) ; duas chaves "pushbuttom”

({CRESC . 2 DECRESC.) gue incrementam/decrementam trée contadpores
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BCD ligados em cascata, utilizados para selecionamento f{(gerag3o
dos  codigos decimais) das tarefas; tré&s chaves “pushbuttom®”
{REBET, CARREGAR/INICIO e LER) usadas para controle do sistema;
"buffers tri-state" (74244); quatro decodificadores BCD para sete

segmentos (7448) e guatro "displays" de sete segmentos (PD 5075 .

Os 4quatro bits menos significativos da porta B da
interface (PBD a PB3) s3cp ligados & saida do primeiro contador e
a entrada do primeiro decodificador (unidade); e os bits mais
significativos (PB4 a PB7) da porta B, e&stioc ligados & saida do
segundo contador e & entrada do segunds decodificador (dezena). O
terceiro contador € ligado aos bits menos scignificativos da porta
A (PAD a PA3) e a entrada do terceiro decodificador (centena). Os
contadores 3o ligados & interface e aos decodificadores (7448)
atraves dos "buffers" 74244, Ds bits mais significativos da porta

Fal ({PAd a PA7) 230 ligados ao guarto decodificador (milhar)

atraves de um "buffer” permanentements habilitado. O ‘“"buffers
tri-state" (74244) isplam as portas (4 e B) ta interface dos
contadores, de modo que gqguando oS "huffers" estiverem

desabilitados nac existe comunicacdo entre os contadores e a
interface. 0 controle habilita/desabilita € feitp pelo bit PCS da

porta .

Os bits PCO a PC4 da porta C s30 utilizados para
controle dos "leds" indicadores, que sinalizam gual operacac esta
sendo executada no momento, enquanto que os bits PCA & PL7 s30

utilizados como sSinais de sincronismo para o oscilosrcépio =
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disparo {"trigger") para a unidade de estimulagdo da UICE,

respectivamente {(ver Figura 2.7).

Com esta configurac3oc o sistema pode Hler ™ {os
codigos ttag tarefas desejadas) ou apresentar dados (resultados)

através do "display® do painel de controle ou impressora .

Para conexdo do MD com uma impressora utilizou-ge
os bits PLO, PC3 e PC4 da porta C e ps bits PA4 a PA7 da porta A
para controle e comunicacdo do MD com & impressora. Para

transferéncia de dados foram usados os bits PBO a PBY7 da porte B.

Os sinais de controle (STB e INIT) e os dados {foram tranemitidos
a impressora atraves de "buffers tri-state® (74126 e 7444,

respectivamente) .

Nas Figuras I1I e IV s30 mostrados o8 relatdrios
obtidos para os méetodos da estimulag3c atrial continua (EACY o

estimulacdo atvial prematura (EAP), respertivaments .
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Nome: J.L.B. Margues

E A LD Data: / 7 Experimento:

M f estim. t estim. TRNS interwvalos espont3neos {(ms)
{ms) {est/min} {min} {ms )} i e 3 4 S & 7
0200 03280 00014 0231 0196 0197 0498 0198 0196 0197 0198
Q200 0460 0001 oer3e 0201 02014 0202 0200 0199 04198 0io9
o200 0S40 G001 oR39 0207 0192 0498 0198 0199 0i98 0198
0200 0620 0004 0247 0203 0201 0198 04198 0i98 0199 (0198
0200 G700 Q001 0241 0217 0201 6204 04199 0201 0P041 0198
Figura I1I - Relatério obtido para o método da estimulaci3p atrial
continua (EAC)Y. M, média de ovito intervalos espontaneos; ¥
estim. ., frequéncia de estimulacdo; t estim., periodo de
estimulacdo; TRNS, tempo de recuperaci3o do nodulo sinusal e oito

intervalos espontaneos apos estimulac3oc elétrica.

Nome: J.L .B. Maraues

EaPpP Bata: / / Experimento;

M PREM. PREM . TRNS intervalos espont3neos (ms)
{ms} (%3} (ms ) {ms) i 2 3 4 S & 7
0200 00680 0150 0234 0204 0204 0205 G204 0205 0Z04 0204
OE00 00465 G130 0233 0203 0205 0205 0204 0205 0RP0OS ORPO4
0200 0055 0110 0R33 02046 02035 0204 0205 0205 0205 OPDS
o200 QOo0 3100 0833 0206 0203 0202 0204 Q0204 0203 ORPOA
0200 Q045 o071 0233 G206 0204 €203 0204 QP05 0204 0OPO0S
Figura IV - Relatdrio obtido para o método da estimulac3o atrial
prematura {EAP . M, média de opitp intervalos espontaneocs;
PREM. (%), prematuridade do estimulo como porcentagem da media;
PREM. {ms}, prematuridade do estimulo em milissegundeos calculada
a partir de M e PREM. {(%); TRNS, tempoc de recuperacio do nddulo

sinusal 2 oito intervalos esponta3neos apds o estimulo extra.
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