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Resumo 

 

 

O procedimento mais efetivo para reverter arritmias cardíacas consiste na aplicação de 

choques elétricos de alta intensidade, como é o caso da desfibrilação. Estimulação com 

campos elétricos ( ) elevados, entretanto, exerce efeitos deletérios sobre o músculo cardíaco, 

podendo causar disfunções elétrica e contrátil e até a morte celular. Privilegiar a estimulação na 

direção longitudinal, para qual o limiar de excitação das células cardíacas é menor, seria uma 

forma de se reduzir a amplitude do estímulo sem perder a efetividade da estimulação. Para isto, 

foi desenvolvido e testado, em miócitos ventriculares orientados de maneira aleatória, um 

sistema de estimulação multidirecional automática que permite o chaveamento controlado de 

estímulos seqüenciais para três diferentes pares de eletrodos (cada um correspondendo a uma 

direção) em um intervalo de tempo inferior à duração do potencial de ação (período em que a 

célula se encontra eletricamente refratária). A estimulação multidirecional com uma intensidade 

de  20% acima do limiar estimulatório (1,2× ETM) dobrou o recrutamento (excitação) de 

células (80 vs. 40% com estimulação unidirecional, p<0,001). Adicionalmente, o recrutamento 

com a estimulação multidirecional automática foi maior (p< 0,001) do que a soma dos 

recrutamentos obtidos com a estimulação em cada direção individualmente (sem intersecção), o 

que sugere que a estimulação sublimiar durante o procedimento automático pode aumentar a 

excitabilidade celular. Foi observado também que, para uma dada amplitude do estímulo, o uso 

da forma de onda bipolar (para a qual o valor de  foi menor que para pulsos monopolares: 

3,2 ± 0,1 vs. 3,9 ± 0,1 V/cm; p< 0,001)  promoveu um recrutamento maior do que com o pulso 

monopolar (recrutamento de 50% das células foi obtido com 2,97 ± 0,04 e 4,18 ± 0,05 V/cm 

para pulsos bipolares e monopolares, respectivamente; p< 0,05). A combinação da estimulação 

multidirecional automática com o uso da forma de onda bipolar permitiu, portanto, uma redução 

de cerca de 50% no valor do  absoluto (3,8 vs. 7,8 V/cm com estimulação unidirecional e pulso 

monopolar) para um recrutamento de ~80% das células. A aplicação destes procedimentos na 

estimulação cardíaca (marcapasso e desfibrilação) pode otimizar o processo, levando a uma 

melhor eficiência e uma menor incidência de lesão. 



Abstract 

 

 

 The most effective procedure to revert cardiac arrhythmias consists in the application of 

high intensity electric discharge, such as in cardiac defibrillation. Nevertheless, stimulation using 

high electric fields ( ) may cause injury to the cardiac muscle, generating electric and contractile 

dysfunctions and even cell death. A possible way to reduce the stimulus intensity while 

maintaining the stimulation effectiveness would be stimulate cardiac cells with  applied parallel 

to the cell major axis, in which case the stimulation threshold is lower. To test this possibility, a 

multidirectional stimulation system was developed and tested on randomly=oriented rat 

ventricular myocytes. The system allows the controlled switching of sequential stimuli delivered 

to three different pairs of electrodes (each one corresponding to one direction), in a period 

shorter than the action potential duration (when cell is electrically refractory). The multidirectional 

stimulation with E intensity 20% above the stimulation threshold (1.2× ETM) doubled the 

percentage of recruited (excited) cells (~80 vs. ~40 % with unidirectional stimulation, p<0.001). 

Additionally, recruitment with automatic multidirectional stimulation was greater (p< 0.001) than 

the sum of recruitments obtained from stimulation of each direction individually (without 

intersection), which is suggestive that subthreshold stimulation during the automatic procedure 

might enhance cell excitability. Moreover, it was observed that for a given absolute stimulus 

amplitude, the use of biphasic waveforms (for which ETM was lower than for monophasic 

pulses: 3.2 ± 0.1 vs. 3.9 ± 0.1 V/cm; p< 0.001) promoted higher recruitment than monophasic 

stimuli (50% recruitment was attained with 2.97 ± 0.04 and 4.18 ± 0.05 V/cm with biphasic and 

monophasic pulses, respectively; p< 0.05). Thus, the association of automatic multidirectional 

stimulation and biphasic waveform enabled a 50% reduction of the absolute  value (3.8 vs. 7.8 

V/cm with unidirectional stimulation and monopolar pulse) to evoke excitation in ~80% of the 

cells. The application of these procedures to cardiac stimulation (pacemaker and defibrillation) 

might optimize the process, leading to greater efficiency and lower injury incidence.  
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A estimulação cardíaca por campos elétricos é o procedimento mais efetivo para a 

reversão de anomalias do ritmo cardíaco (arritmias), as quais podem colocar em risco a vida do 

indivíduo. As arritmias cardíacas estão, inclusive, entres as principais causas de morte da 

população mundial. Nos Estados Unidos, 35,3% das mortes se devem às doenças 

cardiovasculares, segundo dados de 2005 da , enquanto que no 

Brasil, este índice é de 32,2% (dados do Boletim Saúde Brasil 2007 do Ministério da Saúde).

O mau funcionamento do coração pode levar à morte, pois este é o órgão responsável 

por bombear o sangue para todo o organismo. O bombeamento efetivo depende da atividade 

rítmica e coordenada dos átrios e ventrículos, a qual, por sua vez, depende de um padrão 

seqüencial de excitação e contração. Se este padrão é alterado, ocorrem arritmias que 

prejudicam a função do órgão. 

O coração é formado por quatro câmaras (dois átrios e dois ventrículos) que formam duas 

bombas separadas que funcionam em série: o coração direito, que bombeia o sangue para os 

pulmões, e o coração esquerdo, que bombeia o sangue para os demais tecidos. Os átrios 

recebem o sangue que chega ao coração pelas veias cavas e pulmonares, e bombeiam parte 

desse volume para os ventrículos. Estes, por sua vez, impulsionam o sangue para os circuitos 

vasculares pulmonar e periférico através do tronco arterial pulmonar e da aorta, 

respectivamente (Guyton & Hall, 2002).  

O ritmo cardíaco é produzido por mecanismos especiais no coração, cujo principal 

marcapasso, o nódulo sinoatrial (nódulo SA), é formado por um grupo de células auto=excitáveis 

que está localizado no átrio direito. Próximo à base do átrio direito encontra=se o nódulo 

atrioventricular (nódulo AV), que consiste em outro grupo de células com propriedade de 

automatismo, porém com frequência intrínseca inferior à do nódulo SA. Do nódulo AV, saem 

fibras especializadas em condução elétrica que formam o chamado feixe de His (ou feixe átrio=

ventricular), que se divide em ramos direito e esquerdo, e passa pelo septo interventricular em 

direção ao ápice do coração. Na região apical, as fibras de condução formam numerosos 

pequenos ramos (fibras de Purkinje), que penetram pelas paredes ventriculares, dirigindo=se às 

camadas parietais externas (epicárdio) e à base ventricular.  

A atividade elétrica (excitação) inicia uma cadeia de processos que resulta no 

desenvolvimento de atividade contrátil. Para o sangue ser ejetado para a circulação a níveis 



1 Introdução 

adequados de pressão, a onda de contração precisa se deslocar do ápice para a base dos 

ventrículos, de onde saem os principais vasos arteriais. Assim, o potencial de ação (PA, 

explicado a seguir de modo mais detalhado), que precede a contração, chega a diferentes 

regiões do coração em tempos diferentes, e apresenta duração diferente nessas regiões. A 

ejeção do sangue é favorecida pelo arranjo espiral da musculatura das paredes ventriculares 

(Figura 1.1) que, durante a contração, produz um movimento de “ordenha”, fazendo com que a 

cavidade intraventricular diminua em ambos sentidos (transversal e longitudinal), o que permite 

impulsionar o sangue através das aberturas arteriais na base dos ventrículos (Silverthorn, 

2003). 

 

 

 

Figura 1.1 – Orientação das fibras musculares ventriculares: três grupos de fibras em arranjo espiral 

formam os dois ventrículos, e um outro grupo compõe apenas a estrutura muscular do ventrículo 

esquerdo (Malmivuo & Plonsey, 1995). 

 

O miócito cardíaco responde a um estímulo elétrico com uma variação do potencial de 

membrana (Vm). Em repouso, Vm varia entre =60 e =90 mV (negativo no meio interno em 

relação ao externo) (Garcia, 1998). Quando o miócito é estimulado eletricamente, o Vm torna=se 

menos negativo, e diz=se que a membrana foi despolarizada. Quando a despolarização alcança 

um determinado valor de potencial (limiar de excitação), ela induz o aparecimento de um PA. O 

PA ocorre devido à abertura rápida e massiva de canais iônicos (em especial, canais de Na+ 

dependentes de tensão elétrica), e consiste numa variação brusca de Vm para valores 

positivos, com posterior retorno ao valor negativo de repouso. A partir do momento em que é 
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disparado, o PA não é mais controlado pelo estímulo externo e se propaga por toda a célula, 

por meio do acoplamento espacial da corrente elétrica (Aidley, 1998).  

O PA das células ventriculares se caracteriza por possuir diversas fases (Bers, 2001; 

Garcia, 1998), como mostra a Figura 1.2: a) fase 0, de despolarização rápida, na qual o Vm 

parte de =70 a =80 mV e atinge +35 a +50 mV); b) fase 1, de repolarização inicial, que é rápida e 

parcial; c) fase 2, de platô, que corresponde ao período em que a taxa de repolarização é muito 

baixa, e Vm se mantem próximo a 0 mV; d) fase 3, de repolarização final, na qual a célula 

recupera o valor de repouso de Vm; e) fase 4, que é a diástole elétrica (Vm de repouso) e que 

corresponde ao intervalo entre o final da repolarização e o início do PA seguinte. O platô (fase 

2) é a fase mais longa e determina a duração do PA. 

 

 

 

Figura 1.2 – Registro da variação do potencial de membrana (Vm) em função do tempo durante um 

potencial de ação (PA) típico em um miócito ventricular de mamífero. Os algarismos indicam as fases do 

PA: fase 0 de despolarização rápida, fase 1 de repolarização inicial, fase 2 de platô, fase 3 de 

repolarização final e fase 4 de diástole elétrica. Modificado de Bers (2001).  

 

No coração, a despolarização se inicia no nódulo SA e é propagada para as células atriais 

vizinhas através dos discos intercalares, os quais consistem em junções comunicantes 

especializadas que formam conexões de baixa resistência, fazendo o acoplamento elétrico 

entre as células (Garcia, 1998). A atividade elétrica se propaga até o nódulo AV, que consiste 

na única via pela qual os PAs podem alcançar as fibras contráteis dos ventrículos, e que gera 

um atraso na transmissão dos PAs. Este atraso na condução atrioventricular permite que os 

átrios se contraiam antes dos ventrículos e se deve a uma maior duração dos PA e a uma 

menor dimensão das células desta região, bem como às características dos canais de 

comunicação intercelular nesta região (Katz, 1992). A onda de excitação passa do nódulo AV 
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para o feixe de His, até alcançar as fibras de Purkinje, as quais transmitem os impulsos 

primeiramente pelo ápice e por toda superfície endocárdica e, em seguida, em direção à base e 

ao epicárdio. Pelo fato das fibras de Purkinje serem uma via de condução rápida, o impulso 

cardíaco chega a quase todas as regiões dos ventrículos em um pequeno intervalo de tempo 

(cerca de 50 ms) (Guyton & Hall, 2002). 

Apesar de cada contração ventricular envolver a atividade de todas as células do coração 

(sincício cardíaco), cada célula individual está apta a responder a um estímulo elétrico e, por 

isso, é possível induzir atividade elétrica e contrátil em miócitos isolados.  

Durante parte do PA, a célula é completamente refratária a novos estímulos, ou seja, ela 

é incapaz de disparar um novo PA, independente da intensidade do estímulo. Neste estado ela 

encontra=se no período refratário absoluto. Na parte final do PA (período refratário relativo), a 

célula já é capaz de responder com um novo PA a um novo estímulo, porém, este precisa ter 

maior intensidade do que o normal (Berne ., 2004). O conceito de período refratário tem 

bastante importância em se tratando de estimulação elétrica das células. Na situação , 

não há período refratário relativo, pois nesta situação o estímulo é sempre o mesmo (i.e., a 

onda de ativação elétrica transmitida de célula a célula). Porém, na estimulação elétrica 

artificial, é possível variar a intensidade do estímulo e aplicar um ou mais estímulos de acordo 

com a duração da refratariedade. 

A estimulação elétrica é freqüentemente utilizada para ativar tecidos excitáveis (como o 

tecido cardíaco), em substituição ao estímulo fisiológico. As células cardíacas podem ser 

estimuladas, por exemplo, pela aplicação de um campo elétrico externo. Neste caso, o campo 

gera um potencial externo cuja amplitude varia assimetricamente no espaço, permitindo que a 

célula responda ao estímulo gerando correntes transmembrana que disparam um PA, seguido 

de uma contração. Portanto, durante a estimulação por campo, o processo de excitação é 

semelhante àquele sob condições fisiológicas. 

Quando se aplica um campo elétrico externo uniforme à célula, há a geração de um fluxo 

de corrente ao redor desta, o qual resulta num gradiente de potencial elétrico ao longo da 

superfície externa da célula. Como o potencial intracelular não muda, Vm varia espacialmente 

de acordo com o potencial externo. Assim, as regiões da membrana nos extremos da célula são 

polarizadas de maneira oposta, e cada parte da membrana experimenta um valor diferente de 

Vm (Knisley ., 1993; Cheng ., 1999; Sharma & Tung, 2002; Oliveira , 2008). 

Quando Vm atinge o valor crítico que leva à abertura de canais de Na+, um PA é disparado e 

seguido pelo desenvolvimento de uma contração. O valor mínimo de campo capaz de causar o 
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disparo de um PA (e, consequentemente, de uma contração em células musculares) é chamado 

de campo limiar excitatório ( ). 

Como os distúrbios do ritmo cardíaco são cada vez mais comuns na população, a 

estimulação elétrica do coração torna=se um procedimento terapêutico cada vez mais essencial, 

principalmente quando se trata da fibrilação ventricular (FV). Dentre as arritmias, a FV é a que 

apresenta o maior risco, pois consiste de uma ativação desorganizada dos miócitos, o que 

prejudica de modo considerável a capacidade do coração ejetar o sangue. Isto faz com que a 

FV seja a principal causa de morte súbita entre os adultos (Gray & Jalife, 1998; Jalife, 2000; 

Ten Tusscher ., 2007). Neste caso, para restaurar o ritmo e, conseqüentemente, a atividade 

bombeadora, é freqüentemente necessária a aplicação de campos elétricos de alta intensidade 

(desfibrilação). Campos elétricos muito elevados, contudo, exercem efeitos deletérios sobre o 

músculo cardíaco, podendo causar disfunções elétrica e contrátil temporárias, e até a morte 

celular (Tung, 1996). Por outro lado, é necessário que, durante a estimulação, a intensidade do 

campo elétrico seja alta o suficiente para a excitação de um grande número de células 

miocárdicas (Ideker ., 1995). 

A interação do campo elétrico com o coração é complexa, pois o miocárdio, além de 

apresentar anisotropia elétrica (a resposta de uma célula a um estímulo endógeno ou exógeno 

depende da direção em que este é aplicado; Bassani ., 2006; Oliveira ., 2008), também 

possui fibras musculares dispostas em várias direções (ver Figura 1.1; Vetter ., 2005). 

Estas condições resultam na geração de gradientes não=uniformes de potencial e, 

conseqüentemente, as células no miocárdio ficam expostas a campos de magnitude 

amplamente variável (Vetter ., 2005). Logo, para que seja possível a excitação de um 

número significativo de células durante a desfibrilação, a intensidade do campo precisa ser 

elevada. Considerando, portanto, a organização complexa das fibras musculares e suas 

características, é improvável que o campo mínimo efetivo para desfibrilação esteja presente em 

todo órgão. Um campo elétrico de 1 V/cm é o suficiente para a excitação (Ideker ., 1995), 

mas durante a desfibrilação, dependendo de sua localização e orientação, algumas células 

podem ser expostas a campos maiores que 100 V/cm, como é o caso das células que 

encontram=se próximas aos eletrodos do desfibrilador (Yabe ., 1990). Esta intensidade de 

campo gera gradientes de potencial cerca de 20 vezes maiores que o limiar estimulatório (Tang 

., 1992; Oliveira ., 2008). Células submetidas a esta magnitude de campo, na direção 

longitudinal, têm mais de 50% de probabilidade de letalidade (Oliveira ., 2008).  

A morte celular, que já acontece com campos superiores a 50 V/cm (Oliveira ., 2008), 

favorece a geração de bloqueio de condução (o que facilita a perpetuação da arritmia), podendo 
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contribuir para o insucesso da intervenção desfibrilatória e tornar mais difícil uma nova 

desfibrilação. A probabilidade de óbito, que é de 50% se a arritmia é tratada nos primeiros 5 

minutos, aumenta 10% a cada minuto sem tratamento. Poucas tentativas de desfibrilação têm 

êxito após 10 minutos (Eisenberg ., 1980; Larsen ., 1993). O limiar desfibrilatório

durante a FV costuma ser mais alto que o normal (15 V/cm após 10 s de FV vs. 6V/cm; Strobel 

, 1998; Ideker ., 1995)  Todos estes fatores tornam a desfibrilação um procedimento de 

alto risco. 

Entre os efeitos indesejados que a desfibrilação pode causar sobre o coração, estão a 

depressão da função contrátil, necrose do tecido, distúrbio na condução do PA e outras 

alterações fisiológicas, como já observados  (Dahl, ., 1974; Avitall, ., 1990; Yabe 

., 1990; Li ., 1991; Tang ., 1993; Gazmuri ., 1996; Xie , 1997; Tokano 

., 1998), em preparações miocárdicas multicelulares (Soares, 2003) e em células cardíacas 

isoladas (Jones  1978; 1987; Krauthamer & Jones, 1997; Cheng , 1999; Cheek & 

Fast, 2004; Oliveira , 2005, 2008).  

Em estudos anteriores de nosso grupo, a geometria celular e a orientação do estímulo 

foram identificadas como importantes fatores na interação do campo elétrico com células 

cardíacas (Lima, 1999; Gomes ., 2001; Bassani ., 2006; Oliveira ., 2008). No caso 

da orientação do estímulo, observou=se que a intensidade de  aplicado na direção 

longitudinal ao eixo maior da célula é cerca de 50% daquela requerida para estimulação na 

direção transversal (Tung ., 1991; Ranjan & Thakor, 1995; Bassani ., 2006; Oliveira, 

2004). A Figura 1.3 mostra como  varia com a orientação do campo elétrico em relação ao 

eixo maior da célula. A intensidade do campo capaz de levar à morte celular também depende 

da orientação do estímulo, com maior efeito letal quando aplicado na direção longitudinal 

(Oliveira ., 2008). 
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Figura 1.3 – Campo limiar excitatório ( ) em função da orientação (em graus) da direção de aplicação do 

estímulo em relação ao eixo maior da célula. Quando esta direção é perpendicular,  é o dobro do valor 

medido na mesma célula quando a direção do estímulo é paralela ao eixo maior da célula. Os pontos são 

os valorés médios e as barras verticais indicam o intervalo de confiança para 95% (Bassani e , 2006). 

 

Assim, para o desenvolvimento de procedimentos estimulatórios mais efetivos e seguros, 

é essencial que se procure aperfeiçoar a estimulação elétrica excitatória, buscando utilizar 

campos de intensidade inferior à faixa que provoca efeitos lesivos. Privilegiar a estimulação na 

direção longitudinal seria um modo de minimizar a intensidade do campo estimulatório efetivo. 

No entanto, um obstáculo de natureza prática é a complexa orientação espacial dos miócitos no 

tecido cardíaco. É possível, porém, variar a direção com a aplicação seqüencial de estímulos 

através de vários pares de eletrodos em diferentes orientações em relação ao órgão 

(estimulação multidirecional). Embora haja relatos de sucesso na utilização de múltiplos 

eletrodos em testes preliminares  (Exner ., 1994; Pagan=Carlo ., 1998; Jayanti 

., 2007), ainda não está claro se isto se deve à efetividade da estimulação numa população 

maior de células.  

No presente trabalho, buscou=se explorar esta possibilidade e contribuir para melhor 

caracterizar a resposta de células individuais à estimulação multidirecional. Para isto, foi 

desenvolvido e testado em populações de miócitos cardíacos isolados orientados de maneira 

aleatória um sistema de estimulação multidirecional que permite o chaveamento controlado de 

estímulos seqüenciais para diferentes pares de eletrodos. Isto possibilitou analisar a relação 

entre intensidade e número de direções de aplicação do estímulo na excitação da mesma 

preparação biológica. 
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O objetivo geral deste trabalho foi investigar a hipótese de que a estimulação 

multidirecional é mais efetiva do que a estimulação em uma única direção na excitação de 

células cardíacas durante processo de estimulação miocárdica por campos elétricos. 

 

Os objetivos específicos foram: 

 

a) desenvolver e testar, em populações de miócitos cardíacos isolados orientados de 

maneira aleatória, uma instrumentação que permita a aplicação da estimulação 

multidirecional automática (rápida variação da direção, da ordem de milissegundos); 

 

b) comparar a efetividade excitatória da estimulação elétrica uni e multidirecional; 

c) analisar como a forma de onda do estímulo afeta o recrutamento excitatório durante a 

aplicação de campos elétricos em uma e três direções. 



3 Material e Métodos 

 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (3=7 meses de idade) de ambos os sexos 

provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigações Biológicas (CEMIB=UNICAMP) e do 

Biotério do Centro de Engenharia Biomédica (CEB=UNICAMP). Os animais foram alojados em 

gaiolas coletivas, onde receberam água e ração à vontade, sob um ciclo claro=escuro de 12:12 

horas. Os ratos não sofreram nenhuma manipulação experimental até o dia de serem 

sacrificados para o isolamento das células (exceto pelos procedimentos de limpeza das 

gaiolas). 

O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal (Instituto de Biologia / UNICAMP; certificados No. 1186=1, 1517=1 e 

1737=1). 

Todas as soluções foram preparadas com água deionizada, com exceção das soluções 

utilizadas no isolamento dos miócitos, que foram preparadas com água ultrafiltrada (tipo I, 

resistividade > 18 M�.cm). As concentrações dos solutos nas soluções apresentadas a seguir 

estão expressas em milimolar (mM), e o pH de todas as soluções foi 7,4. 

 

Solução de Tyrode Ø Cálcio: NaCl 140; KCl 6; MgCl2 1,5; ácido N=2 hidroxietilpiperazina=

N”=2 etano=sulfônico (HEPES) 5; glicose 11. 

 

Solução de Tyrode normal (NT): Mesma composição da Tyrode Ø Cálcio, porém com a 

adição de 1 mM de CaCl2.  

Solução Krebs=Henseleit modificada: NaCl 115; KCl 4,6; KH2PO4 1,2; NaHCO3 25; MgSO4 

2,4; glicose 11.  
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Solução cardioplégica: KH2PO4 10; KCl 30; MgCl2 1; taurina 20; glicose 11; HEPES 10; 

ácido glutâmico 70. 

 

Solução de Tyrode para Isolamento de Células (TyCI): tem composição igual a NT, 

porém, CaCl2 é substituído por MgCl2 e a concentração de HEPES é de 10 mM. 

Os miócitos ventriculares foram isolados por digestão enzimática do coração (Bassani 

., 1992; Bassani & Bassani, 2002). 

Os ratos foram sacrificados por exsanguinação após concussão cerebral, com imediata 

retirada do coração. Inicialmente, o coração foi perfundido por 5 min em um sistema de 

Langendorff com solução de Krebs=Henseleit sem cálcio, a 37 °C. Para a digestão enzimática, o 

coração foi perfundido com a mesma solução contendo 0,8=1,0 mg/ml de colagenase tipo I 

(Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) durante 15=20 min, ou até que o 

tecido ficasse flácido. Em seguida, a enzima foi removida por perfusão com solução TyCI 

contendo albumina sérica bovina (0,5 mg/ml) por cerca de 10 min. O ventrículo direito foi 

descartado, e o tecido ventricular esquerdo junto com o septo foi delicadamente triturado em 

solução cardioplégica para a dissociação das células. Esta mesma solução foi usada para 

lavagem e armazenamento das células. 

 

A câmara de estimulação utilizada nos experimentos é feita de acrílico transparente e 

possui formato cilíndrico de secção transversa circular, com raio de 10 mm, altura de 5 mm e 

volume de 1,57 ml. A borda da câmara, mostrada na Figura 3.1, é saliente e possui seis orifícios 

espaçados em 60º. Estes orifícios permitem a passagem dos eletrodos de estimulação, os 

quais são feitos de platina, possuem 5 mm de comprimento e 0,5 mm de diâmetro, e ficam 

posicionados perpendicularmente ao fundo da câmara.  

A base da câmara é formada por uma lamínula de vidro, onde são depositadas as células 

cardíacas para estimulação. Sob esta lamínula, existe uma peça de acrílico opaco com um 

orifício central com diâmetro de 4 mm, que permite a passagem de luz do microscópico e 
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delimita a área de trabalho. O tamanho deste orifício foi determinado por meio de cálculos, a 

partir do mapeamento do campo elétrico no interior da câmara (Bassani ., 2006), de forma 

que o campo elétrico nesta área fosse uniforme durante a estimulação (variação do campo 

menor que 1% em módulo e menor que 1º em direção). Na área de trabalho, portanto, era onde 

se encontravam as células observadas no microscópio. 

Os seis eletrodos colocados nos orifícios da câmara de estimulação formam três pares, e 

cada par corresponde a uma direção de estimulação, as quais foram definidas como 0° 

(referência), 60° e 120°. 

 

O estimulador elétrico utilizado, desenvolvido e fabricado na Área de Pesquisa e 

Desenvolvimento do CEB=UNICAMP (OS. 01581/97; fonte auxiliar: OS. 0198/97), fornece 

pulsos retangulares de tensão com forma de onda mono e bipolar, amplitude de 0 a 40 V, 

duração de 0,5 a 30 ms e freqüência de 0,125 a 33,3 Hz. Sua alimentação é feita por fontes de 

tensão simétricas de 15 e 40 V. A amplitude da corrente elétrica fornecida pelo estimulador (a 

mesma que fluía no interior da câmara entre os eletrodos) varia entre 0 e 100 mA, e foi medida 

por meio de um resistor de precisão de 10,048 c em série com a carga (volume condutor no 

interior da câmara contendo a solução fisiológica e as células). A partir da corrente, foi possível 

estimar o valor do campo elétrico ( ), como descrito no item 3.3.3.  
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Figura 3.1 – Vista explodida da câmara de estimulação cujo raio da base mede 10 mm (Lima, 1999). 
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Foi desenvolvido um circuito de chaveamento para que os estímulos chegassem 

defasados no tempo a cada par de eletrodos da câmara de estimulação (0°, 60° e 120) por um 

período inferior a 30 ms, de modo que o último estímulo (de um total de três, um de cada 

direção) fosse aplicado ainda dentro do período refratário absoluto do potencial de ação, cuja 

duração em células ventriculares de rato é inferior a 80 ms à temperatura ambiente (Bassani 

., 1994). Este circuito era composto por três interruptores que faziam a ligação entre uma 

fonte de tensão variável (duas fontes DC conectadas em série; modelo PS281, 0=30 V, 

Tektronix Inc., Beaverton, OR., U.S.A.) e os pares de eletrodos (um interruptor conectado a 

cada par), como mostrado na Figura 3.2. Pulsos de controle determinavam a condução destes 

interruptores, a qual dependia da duração, do intervalo (tempo entre o final de um pulso e o 

início do pulso seguinte no outro par de eletrodos) e do atraso do pulso em relação ao pulso 

anterior (tempo entre a subida dos dois pulsos de direções diferentes).  

Figura 3.2 – Esquema do sistema de estimulação multidirecional automática com pulsos monopolares. 
Os pulsos de controle determinam o tempo, da ordem de milissegundos, em que os interruptores 
conduzem. Os interruptores estão conectados ao pares de eletrodos da câmara de estimulação, a qual 
está ilustrada à direita. 

A fonte de tensão variável era usada para controlar a amplitude dos pulsos de tensão de 

estimulação e, por conseqüência, a corrente gerada na câmara durante a aplicação do  

desejado. O resistor de precisão usado para medir a corrente, neste caso, de 6,8 c (5 W, 5%), 

foi colocado em série com a fonte de tensão (e, por conseqüência, com a carga quando 

qualquer um dos interruptores estivesse conduzindo), como mostrado na Figura 3.3. 

Os interruptores usados foram relés ultra=miniaturas (Metaltex, modelo MQ2RC=5V) com 

dois contatos reversíveis, cujo tempo de comutação é de, no máximo, 2 ms. Os relés comutam 
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quando suas bobinas são energizadas. A circulação de corrente pela bobina ocorria quando o 

sinal de controle alcançava a base de um transistor NPN 2N2222 através de um  não=

inversor CD4050B em série com um resistor de 560 r. Um diodo 1N 4148 foi ligado em paralelo 

com a bobina do relé para permitir a circulação de corrente enquanto a bobina descarregava. 

Um circuito com esta configuração (Figura 3.3) foi montado para o controle de cada relé (três no 

total). A Figura 3.4 ilustra o circuito completo, com os três interruptores e com dois  em 

paralelo na base de cada transistor. Isso se deve ao fato do circuito integrado CD4050B possuir 

seis  e, para que não ficassem sem conexão, três  foram usados aos pares, sem 

que sua função fosse alterada.  

O circuito integrado de  e os relés eram alimentados com 5 V (fonte DC, modelo 

PS281, 0=30 V, Tektronix Inc., Beaverton, OR., U.S.A.).  

Figura 3.3 – Circuito de chaveamento correspondente à direção 0°. 
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Figura 3.4 – Circuito de chaveamento completo conectado à câmara de estimulação.  
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O controle dos relés foi feito com um programa desenvolvido na plataforma LabViewTM, 

um ambiente de programação gráfica da , capaz de, entre outras funções, 

gerar sinais analógicos e digitais para controle de instrumentos. Os programas em LabViewTM, 

chamados de instrumentos virtuais (VI – ), possuem um diagrama de blocos, 

no qual estão as instruções e funções lógicas (código fonte do programa), e um painel frontal, 

que faz a interface gráfica com o usuário. No diagrama de blocos, ou seja, na área de 

programação do VI, são colocados os blocos de operações e as conexões entre eles. Neste 

mesmo diagrama se faz o controle dos dispositivos de I/O (aquisição de dados e geração de 

sinais analógicos e digitais). No painel frontal, o usuário pode, por meio de botões, gráficos e 

indicadores analógicos, por exemplo, ajustar valores de entrada (controle) e observar os valores 

de saída (indicadores) processados no diagrama de blocos. Cada elemento do painel possui 

um ícone correspondente no painel de programação (diagrama de blocos). 

Para a geração de pulsos retangulares monopolares de tensão a serem enviados ao 

circuito de chaveamento para controlar o acionamento de relés, utilizou=se a função 

. Com esta função, é possível determinar a forma de onda do sinal e seus parâmetros 

(freqüência, , amplitude,  e fase), cujos valores podem ser variados no painel 

frontal com o uso dos controles numéricos. Utilizou=se um bloco  para cada sinal 

gerado (três no total), como se vê na Figura 3.5, e estes blocos foram conectados ao bloco da 

função , a partir da qual era possível configurar a placa de aquisição de dados 

(placa PCI 6229, , controle digital e analógico de baixa potência) ligada ao 

computador.  

Para a função , escolheu=se a tarefa de saída analógica para a geração 

contínua de sinais de tensão. Assim, três sinais eram enviados ao  (circuito de 

chaveamento) através dos canais ao0, ao1 e ao2. O indicador gráfico  permitiu 

a visualização dos pulsos gerados no painel frontal (Figura 3.6).  

Todos estes blocos foram colocados dentro da rotina “ ”, uma estrutura de 

programação que faz com que o programa seja executado de forma contínua, parando apenas 

quando o botão  é acionado pelo usuário. 
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Figura 3.5 – Diagrama de blocos. O fluxo de dados e a ordem de execução dos comandos ocorrem da 
esquerda para a direita no painel de programação, de forma seqüencial, e estão determinados pelas 
operações ou funções que processam os dados. 
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Figura 3.6 – Painel frontal com controles numéricos e o indicador gráfico.  

 

Para a geração de pulsos bipolares seqüenciais dentro do intervalo de tempo 

correspondente ao período refratário do potencial de ação, o circuito de chaveamento utilizado 

foi similar ao circuito para pulsos monopolares, porém, ao invés de três interruptores, foram 

utilizados seis (relés ultra=miniaturas Metaltex, modelo MQ2RC=5V). Dois interruptores foram 

conectados a cada par de eletrodos, de modo que um interruptor gerava a forma de onda 

correspondente à fase positiva do pulso bipolar, e o outro interruptor, aquela correspondente à 

fase negativa. Para isto, os interruptores foram ligados com a polaridade invertida à fonte de 

tensão variável (Figura 3.7). A medição da corrente no interior da câmara foi realizada do 
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mesmo modo que o usado para estimulação com pulsos monopolares e o valor do resistor de 

precisão também foi de 6,9 c (Figura 3.8). 

Figura 3.7 – Esquema da conexão dos interruptores do sistema de estimulação multidirecional 
automática com pulsos bipolares.  

O outros componentes utilizados no circuito foram iguais aos do circuito para pulso 

monopolar (diodos, transistores, resistores, fonte de tensão variável e fonte de 5 V para 

alimentação dos relés), com exceção do  que neste caso não foi utilizado, e com a adição 

do circuito integrado mostrado na Figura 3.8. 

 

O controle da comutação dos relés era realizado pelo micro=controlador PIC 16F84A 

(circuito integrado de 18 pinos, Microchip Technology Inc., U.S.A.; ver Figura 3.8). Um micro=

controlador se caracteriza por conter, no mesmo encapsulamento, um processador, memórias 

de programa (ROM) e de dados (RAM), e vários periféricos, como temporizadores e 

conversores analógico/digital. O PIC 16F84A tem 68 bytes de RAM, manipula informações de 8 

bits e instruções com 14 bits de largura. O programa foi carregado no micro=controlador por 

meio de um processo de gravação, e sua alimentação foi feita pela fonte de 5 V através do pino 
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14. Um oscilador (cristal de 4 MHz) foi conectado entre as portas de entrada e saída do  

(pinos 15 e 16) para ser a base temporal dos ciclos de instrução. 

O micro=controlador foi programado para gerar um trem de pulsos. Através de seis portas 

configuradas para saída (RB0 – RB5), pulsos retangulares de tensão (5 V e 5 ms de duração), 

defasados em 5 ms, eram enviados para o controle do chaveamento a uma freqüência de 0,5 

Hz.  Como a conexão dos relés era feita de modo invertido para que fossem gerados pulsos 

com polaridades inversas em cada par de eletrodos, cada dois sinais de saída do PIC geravam, 

na câmara, um pulso estimulatório bipolar com o dobro da duração (10 ms), como mostrado na 

Figura 3.9. 

 

 

 

 

Figura 3.8 – Circuito de chaveamento correspondente à direção 0° para a geração de pulsos bipolares 
através de dois relés. 
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Figura 3.9 – Seis pulsos de controle monopolares na saída do PIC geram três pulsos estimulatórios 
bipolares na saída dos relés. 

 Se apenas as saídas RB0, RB2 e RB4 fossem utilizadas, ter=se=ia uma estimulação 

multidirecional com pulsos monopolares igual à obtida com o uso do LabviewTM. Assim, foi 

possível desenvolver um estimulador elétrico multidirecional (OS. 09/3973), com o uso do 

circuito da Figura 3.8, que permite o uso das duas formas de onda (pulsos mono e bipolares). 

Como mostra a Figura 3.10, o estimulador possui uma chave seletora da forma de onda, saída 

para três pares de eletrodos (direções 0°, 60° e 120°), outra saída para monitorar a corrente 

sobre o resistor em série com a carga (câmara de estimulação) e uma entrada para a fonte de 

tensão variável do circuito de potência, além de uma chave liga/desliga para a alimentação dos 

componentes do circuito feita por uma bateria interna.   
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Figura 3.10 – Estimulador elétrico multidirecional desenvolvido no CEB que permite selecionar a forma de 
onda (pulsos retangulares de tensão mono e bipolar). Possui três saídas (uma para cada direção de 
estimulação), um monitor de corrente e uma entrada para a fonte variável de tensão. 

 

A medição dos pulsos de tensão na saída dos relés, nos canais da placa de aquisição do 

LabViewTM e nas portas do PIC, e o monitoramento da corrente pela queda de tensão sobre o 

resistor de precisão foram feitos com um osciloscópio digital (modelo TDS=210, 60 MHz, 

Tektronix Inc. Beaverton, OR., U.S.A.). Posteriormente, com outro osciloscópio digital 

(DSO3062A, 60 MHz, Agilent Technologies Inc. Santa Clara, CA., U.S.A.) conectado ao 

computador, utilizou=se um programa (3000 Series Scope Connect Software, Version 1.1.27, 

Agilent Technologies Inc., 2005) para a aquisição da imagem destes sinais. 

Durante os experimentos, a câmara de estimulação foi colocada sobre o estágio de um 

microscópio (Zeiss, West Germany) que possui um sistema de iluminação baseado em um LED 

( ) vermelho de alta luminância ( , Jumbo, 5000 mcd, 1,85 

V, 20 mA, , N. Cat. 276 = 086) alimentado por uma bateria de 9 V. A luz atravessa a 

câmara pelo orifício da peça de acrílico opaco (área de trabalho), atingindo a objetiva (Carl 

Zeiss, Plan 0,16 com amplificação de 6,3x). A imagem das células na área de trabalho foi 
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captada por uma câmera de vídeo CCD (  Ikegami; ICD=31) e mostrada 

em um monitor de vídeo de nove polegadas (Kodo Electronics, modelo KBM 9005).  

A magnificação total pelo sistema de microscopia foi estimada utilizando uma gratícula=

padrão com precisão de 10 em (fabricação Carl Zeiss, Göttingen, Alemanha), a qual foi 

posicionada sobre o estágio do miscroscópio, e centralizada no monitor de vídeo. Uma régua foi 

posicionada diretamente sobre a região central da tela do monitor, e mediu=se, com cuidado 

para evitar erros de paralaxe, o comprimento (L, em mm) de 100 �m da gratícula. Assim, 

estima=se que o aumento (dado por L/0,1) seja de 110x. 

A documentação de cada experimento foi feita pelo programa editor de vídeo Pinnacle 

Studio (v. 7.15.1), que gravava a imagem em tempo real através de uma placa de captação de 

sinal de vídeo (Pinnacle DC10plus, Motion=JPEG VideoIO Board). A Figura 3.11 ilustra a 

montagem experimental. 

 

 

Figura 3.11 – Montagem experimental usada para a execução da estimulação elétrica das células. A 
câmara de estimulação foi conectada ao estimulador e a imagem do campo microscópico foi captada 
pela câmera de vídeo e mostrada no monitor de vídeo. Com o osciloscópio ligado ao estimulador, fez=se 
o monitoramento dos estímulos.  
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Cerca de 600 el da suspensão de células eram colocados em um tubo cônico para 

microcentrífuga ( ), mantido na posição vertical. Após 15 min de repouso para a 

sedimentação das células, o sobrenadante era aspirado e trocado pelo mesmo volume da 

solução NT. O  de células era solubilizado, e 100 el desta suspensão eram colocados na 

câmara. Para que as células ficassem aderidas à lamínula, aguardavam=se mais 15 min e, 

então, o volume da câmara era completado com 1,47 ml de NT. 

Antes do início do experimento, era definida a população de células a serem estudadas, 

na qual foram incluídos apenas miócitos que não apresentavam alterações morfológicas e que 

respondiam à estimulação elétrica com  de 8,7 V/cm na direção definida com 0° (Figura 3.12). 

Este valor de , escolhido arbitrariamente, corresponde a cerca de 2,5 vezes o limiar 

estimulatório determinado com aplicação de  paralelamente ao eixo maior da célula, como 

descrito a seguir, e era gerado por uma corrente de 100 mA (item 4.4.1).  

Em seguida, determinou=se a intensidade limiar do  excitatório ( , mínimo  capaz de 

induzir uma contração) apenas nas células da população cujo eixo maior estivesse alinhado a 

alguma das 3 direções pré=definidas para estimulação. Essa medição foi feita reduzindo=se a 

intensidade do estímulo de 100 mA (8,7 V/cm) até que a célula parasse de se contrair. A 

intensidade era então aumentada para determinação do menor valor de corrente que causasse 

excitação da célula (corrente limiar). Os valores de corrente (medição sobre o resistor de 

precisão) foram posteriormente convertidos para valores de  (descrito no item 3.3.3). Os 

valores de  determinados numa dada população foram utilizados para o cálculo do  médio 

( ). A população de células foi então estimulada em cada uma das três direções com uma 

intensidade de  equivalente a um dado fator do  determinado naquela população. Para 

cada direção, determinou=se a fração de células excitadas, ou seja, todas aquelas que 

responderam ao estímulo com uma contração detectada visualmente. As células recrutadas 

(excitadas) foram identificadas e contadas. O processo de estimulação foi realizado segundo 

três protocolos, aqui denominados estimulação unidirecional, estimulação multidirecional 

manual e estimulação multidirecional automática. 
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Para cada forma de onda estimulatória (monopolar ou bipolar), foi determinado o 

respectivo valor de  (  e ), que serviu como referência para a escolha 

da intensidade dos estímulos=testes.  

 

Figura 3.12 – Miócitos presentes na área de trabalho da câmara de estimulação. As células que 
compõem a população a ser estudada estão marcadas em amarelo. As linhas vermelhas representam as 
três direções estabelecidas para a estimulação (0°, 60° e 120°).  

A estimulação multidirecional manual foi feita com o estimulador fabricado no CEB (citado 

no item 3.2.2), utilizando=se pulsos retangulares de tensão, com as formas de onda monopolar 

(duração de 5 ms – Figura 3.13) e bipolar simétrica (duração total de 10 ms – Figura 3.14), 

aplicados na freqüência de 0,5 Hz, e com três intensidades diferentes: 1× , 1,2×  e 2× .  
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Figura 3.13 – Sinal de tensão, obtido por osciloscópio, sobre o par de eletrodos da direção 0°, durante 
aplicação do pulso monopolar com o estimulador fabricado no CEB. A escala de tensão é de 5 V/div. À 
esquerda, encontra=se o pulso com duração de 5 ms (intensidade arbitrária), numa escala de 5 ms/div, e 
à direita, a imagem em outra escala de tempo (200 ms/div) ilustrando a freqüência de 0,5 Hz.  

Figura 3.14 – Sinal de tensão, obtido por osciloscópio, sobre o par de eletrodos da direção 0°, durante 
aplicação do pulso bipolar com o estimulador fabricado no CEB. À esquerda, encontra=se o pulso com 
duração total de 10 ms (5 ms cada fase) e com intensidade arbitrária; e à direita, a imagem em outra 
escala ilustrando a freqüência de 0,5 Hz. Mesmas escalas da Figura 3.13. 

A mudança de direção de aplicação do estímulo era feita manualmente, ou seja, o 

estimulador era ligado a um par de eletrodos, fazia=se a estimulação e contava=se o número de 

células que respondiam ao estímulo. A seguir, o estimulador era desligado e conectado ao 

outro par de eletrodos. O procedimento foi repetido para cada direção, para cada tipo de pulso 

(mono e bipolar) e para cada uma das três intensidades. Dessa maneira, foi obtida a 

porcentagem de células recrutadas em cada uma das direções (estimulação unidirecional), 

numa dada população. O recrutamento total nas três direções foi considerado como a soma do 

recrutamento em cada direção, contando=se apenas uma vez as células que respondiam a 

estímulos em mais de uma direção, de modo a evitar intersecção.  
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O circuito de chaveamento permite a variação automática da direção de aplicação do  

estimulatório, para que a estimulação nas três direções ocorra dentro de um período da ordem 

de milissegundos. Isto se dava, no caso da estimulação com pulso monopolar, por meio dos 

pulsos dos sinais de controle enviados pelo LabViewTM, os quais eram monopolares, e tinham 

freqüência, duração e amplitude de 0,5 Hz, 5 ms e 5 V, respectivamente. Os sinais em cada 

direção eram defasados 10 ms entre si, ou seja, 5 ms se passavam entre o término do pulso em 

uma direção e o início do pulso na outra direção, totalizando 25 ms de aplicação dos estímulos 

dentro de um período de 2 s (Figura 3.15).  

Figura 3.15 – Pulsos de controle da comutação dos relés enviados pelo LabViewTM ao circuito de 
chaveamento. 

Para que os sinais tivessem estas características, os parâmetros foram definidos no 

painel frontal, como mostrado na Figura 3.6. O controle “ ” se refere ao atraso (em graus) 

de cada sinal em relação ao primeiro ( ). Considerando que o período é de 2 s (360°), 10 

ms de atraso correspondem a 1,8°, e 20 ms a 3,6°. Para se ter um pulso de 5 V pico=a=pico 

partindo de 0 V, entrou=se com um valor de 2,5 V tanto em  como em  no painel 

frontal. O  corresponde ao tempo em que o interruptor conduz dentro do período de 2 

s (5 ms, ou 0,25% de 2 s). 

Os pulsos de estimulação aplicados à câmara através dos relés possuíam, portanto, as 

mesmas características dos pulsos gerados pelo LabViewTM, com exceção da amplitude, que foi 

regulada em 1,2×  na fonte de tensão variável. Esta foi a única intensidade utilizada para a 

estimulação automática. 
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O tempo de aplicação dos três pulsos bipolares de estimulação (Figura 3.9) era de 30 ms, 

também dentro de um período de 2 s. Na estimulação com pulsos bipolares, também foi 

utilizada apenas uma intensidade: 1,2× . 

Durante a aplicação da estimulação multidirecional automática, tanto com pulsos 

monopolares quanto com bipolares, o protocolo experimental foi o mesmo que o utilizado com a 

estimulação manual: mediu=se  das células alinhadas a cada direção (mantendo conectado 

ao circuito de chaveamento apenas um dos pares de eletrodos de cada vez), calculou=se  e 

aplicou=se a estimulação multidirecional automática com pulsos de amplitude de 1,2× . Neste 

caso, dado o curto intervalo entre os pulsos nas três direções, não foi possível identificar quais 

células foram recrutadas em cada direção. A resposta da população de células à estimulação 

multidirecional, visualmente, era equivalente à resposta a apenas um estímulo. Portanto, 

computou=se apenas o recrutamento total. 

Para testar se forma de onda afeta o recrutamento de células em um conjunto de 

populações de células, aplicou=se estimulação com pulsos mono e bipolares com amplitude 

proporcional ao valor de  obtido com a respectiva forma de onda. Além disso, aplicou=se 

estimulação com pulso monopolar com amplitude de 1× , e vice=versa (pulso bipolar 

com amplitude igual a 1× ).  

O valor do campo elétrico  (V/cm) no centro da câmara (área de trabalho) foi estimado a 

partir da intensidade da corrente elétrica , medida em osciloscópio entre os eletrodos (ou seja, 

na solução), de acordo com (Bassani ., 2006): 

π σ

⋅
=

⋅ ⋅ ⋅
 

onde  é o raio da câmara (10 mm),  é o comprimento do eletrodo (igual à altura da câmara, 5 

mm) e σ é a condutividade da solução fisiológica de Normal Tyrode (0,014 c=1�cm=1) (Lima, 

1999). Estima=se que no centro desta câmara, o campo seja praticamente uniforme, com 

variação menor que 1% em módulo e menor que 1° em direção (Bassani ., 2006). 

 



3 Material e Métodos 

Os resultados (em valores absolutos ou porcentagens) estão apresentados como média ± 

erro=padrão da média ou média acompanhada do intervalo de confiança para 95% (IC95%). 

Os valores de  e  obtidos no mesmo conjunto de populações 

foram comparados pelo teste  de  com amostras pareadas.  

A influência da intensidade de  estimulatório (1× , 1,2×  e 2× ) e da modalidade 

direcional da estimulação (unidirecional, multidirecional manual e multidirecional automática) 

sobre a porcentagem de recrutamento foi analisada por variância bifatorial, com posterior 

comparação pelo teste de Bonferroni. Este tipo de análise também foi usado para investigar a 

interação entre forma de onda do pulso e número de direções de aplicação do estímulo. 

Também se utilizou a análise de variância bifatorial seguida de teste de Bonferroni para 

investigar o recrutamento, com pulsos mono e bipolar, utilizando=se  ou  

como valor de referência. 

Para caracterizar o recrutamento percentual de células em função de , efetuou=se um 

ajuste não=linear por uma função sigmóide: 

( )⋅−+
=  

na qual  equivale à intensidade de  correspondente a um recrutamento de 50% e  ao 

coeficiente de Hill. Os valores mínimo e máximo foram fixados em zero e 100%, 

respectivamente. 

Um valor de p< 0,05 ou a não=sobreposição de IC95% para  foi considerado indicativo 

de significância estatística. 

A análise estatística foi realizada com o programa Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc, 

San Diego, California EUA). 
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Como dito no capítulo anterior, o trem de pulsos para o controle da comutação dos relés 

era enviado ao circuito de chaveamento pelos canais ao0, ao1 e ao2 da placa de aquisição do 

LabViewTM, e o programa desenvolvido nesta plataforma era executado após a definição, no 

painel de controle, dos valores de freqüência, duração, amplitude e atraso, e depois de ligadas 

as fontes de tensão (variável e de alimentação).  

Na Figura 4.1, encontram=se os sinais obtidos pela leitura da tensão nos canais ao0 e 

ao1, que enviavam os pulsos aos relés correspondentes às direções de estimulação 0° e 60°, 

respectivamente. Como programado, os pulsos tinham duração de 5 ms e amplitude de 5 V, e o 

segundo pulso tinha um atraso de 10 ms em relação ao primeiro. O terceiro pulso, proveniente 

do canal ao2 (não mostrado na figura, devido a limitações do osciloscópio), apresentava um 

atraso de 20 ms em relação ao primeiro. 

Sempre que um relé estava conduzindo, uma corrente circulava entre a fonte de tensão 

variável e a câmara de estimulação. Independentemente do relé, esta corrente sempre passava 

pelo resistor de precisão de 6,9 r, que estava em série com a fonte. Portanto, para poder 

visualizar ao mesmo tempo os três pulsos (um correspondendo a cada direção) no osciloscópio, 

bastava fazer a aquisição do sinal de tensão sobre o resistor. Além disso, durante os 

experimentos, o monitoramento de  no interior da câmara foi feito pela leitura deste sinal (o 

mesmo sinal na solução condutora no interior da câmara). Com base na lei de Ohm, aplicou=se 

uma tensão de 690 mV sobre o resistor para que circulasse na solução fisiológica uma corrente 

de 100 mA, que gera um  de 8,7 V/cm. Esse sinal, adquirido durante a aplicação dos três 

pulsos monopolares à câmara de estimulação, está ilustrado na Figura 4.2 (cada degrau, de 

690 mV de amplitude, corresponde a uma direção). De acordo com a figura, o intervalo de 

tempo em que os pulsos são aplicados (em que ocorre a variação da direção) foi 

aproximadamente 26 ms. Esse acréscimo de 1 ms ao tempo de estimulação (que seria de 25 

ms, considerando os valores especificados de duração e intervalo entre os pulsos) se deve à 
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comutação dos relés, cujos contatos podem levar até 2 ms para mudarem de estado, causando 

um ligeiro atraso em alguns casos. A freqüência destes pulsos, assim como a freqüência dos 

pulsos enviados pelo LabViewTM, era de 0,5 Hz (Figura 4.3).  

 

 

Figura 4.1 – Pulsos de controle enviados pelo programa feito em LabviewTM aos relés conectados aos 
pares de eletrodos das direções 0° (pulso à esquerda) e 60° (pulso à direita). Este último só se iniciava 5 
ms após o término do primeiro pulso (direção 0°). Escalas: 2 V/div e 5 ms/div. 

 

 

Figura 4.2 – Tensão sobre o resistor de precisão de 6,9c. Os pulsos possuem amplitude de 690 mV (  = 
100 mA). Escalas: 500 mV/div e 5 ms/div. 
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Figura 4.3 – Tensão sobre o resistor de precisão em uma escala de tempo comprimida (500 ms/div). 
Cada deflexão do sinal, com intervalo de 2 s, corresponde ao trio de pulsos mostrado na Figura 4.2. 

 

Os pulsos para o controle da comutação dos relés, gerados nas portas configuradas para 

saída (RB0 a RB5) do microcontrolador PIC, eram monopolares, e tinham duração de 5 ms e 

amplitude de 5 V, assim como os pulsos gerados pelo LabViewTM. Porém, de uma porta para a 

outra, havia um incremento de 5 ms no atraso (ao invés de 10 ms). Ou seja, assim que o pulso 

de uma porta terminava, imediatamente se iniciava o pulso da porta seguinte. Os sinais 

adquiridos em três portas diferentes estão ilustrados na Figura 4.4. Em (A), estão os dois pulsos 

que geram o pulso bipolar no par de eletrodos da direção 0° (portas RB0 e RB1) e, em (B), os 

pulsos que controlam a comutação dos relés correspondentes à fase positiva dos pulsos 

bipolares em 0° e 60° (portas RB0 e RB2).  

Devido à maneira como foi feita a conexão dos relés para a geração do pulso bipolar, 

poderia ocorrer um curto=circuito na fonte de tensão variável caso dois relés conduzissem ao 

mesmo tempo. O fato dos pulsos de controle terem sido programados para se iniciarem 

imediatamente após o término do pulso anterior poderia tornar maior o risco da condução 

simultânea dos relés. Porém, isto não aconteceu, pois sua comutação criou um intervalo de 

tempo entre os pulsos de estimulação gerados. Foi necessário reduzir esse intervalo para evitar 
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que o pulso bipolar se transformasse em dois pulsos monopolares isolados com polaridade 

contrária. Isto foi feito aumentando ligeiramente, por tentativa e erro, a duração dos pulsos no 

PIC até o valor de 5,52 ms (Figura 4.4). 

Esses pequenos intervalos entre os pulsos podem ser visualizados na Figura 4.5, que 

mostra o sinal de tensão sobre o resistor de precisão de 6,9 c (cada pulso com amplitude de 

690 mV). Como a medição neste resistor permite observar os pulsos das três direções 

simultaneamente, a Figura 4.5 mostra seis pulsos, pois no caso da estimulação bipolar, dois 

pulsos monopolares de controle geram um único pulso bipolar de estimulação em cada direção 

(0°, 60° e 120°). Cada um destes seis pulsos corresponde ao tempo de condução de um relé, e 

este tempo é definido pelos pulsos gerados pelo PIC. Portanto, esses pulsos observados sobre 

o resistor de precisão também possuem uma duração de 5 ms. O tempo total de estimulação, 

indicado na Figura 4.5, é de aproximadamente 32 ms, inferior à duração do período refratário 

do potencial de ação de miócitos ventriculares de rato. 

 

 

Figura 4.4 – Pulsos gerados pelo microcontrolador, com 5 V de amplitude e 5 ms de duração. (A) Portas 
RB0 e RB1: atraso de apenas 5 ms de um pulso para outro, para geração de um único pulso bipolar. (B) 
Portas RB0 e RB2: intervalo de 5 ms entre os pulsos que corresponde ao tempo de duração do pulso de 
RB1 (estes sinais correpondem à mesma fase de 2 pulsos bipolares sucessivos, a serem aplicados em 
direções diferentes). Os pulsos das portas RB3 a RB5 são gerados seqüencialmente no mesmo padrão. 
Escalas: 2 V/div e 5 ms/div. 
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Figura 4.5 – Sinal de tensão aplicada sobre o resistor de precisão de 6,9 c, com amplitude de 690 mV. 
Cada dois pulsos correspondem a um pulso bipolar numa dada direção de estimulação. O pulso 
correspondente à fase negativa do pulso bipolar gerado no par de eletrodos é aqui visto positivo devido à 
posição do resistor no circuito. Escalas: 500 mV/div e 5 ms/div. 

O pulso aplicado a cada par de eletrodos era, portanto, bipolar simétrico com duração 

total de 10 ms. A Figura 4.6 ilustra o pulso bipolar gerado no par de eletrodos de cada direção 

de estimulação, na qual é possível ver que há um intervalo de tempo da ordem de micro=

segundos entre as duas fases do pulso, resultante do efeito da comutação dos relés. 

Aparentemente, isto não afeta a resposta das células, como é possível verificar no item 4.2 

deste capítulo, em que são apresentados os resultados de recrutamento obtidos com a 

estimulação das células. A amplitude destes pulsos (cerca de 40 V) é o valor que gerou uma 

corrente de 100 mA no interior da câmara e, por conseqüência, o valor de  de 8,7 V/cm usado 

para definir a população de células responsivas à estimulação. Já na Figura 4.7, está o mesmo 

sinal da Figura 4.6, mas em uma escala de tempo comprimida para permitir a visualização de 

um período completo de 2 s.  
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Figura 4.6 – Pulsos bipolares aplicados à câmara em cada direção de estimulação. Na direção 0°, o 
tempo decorrido entre fases positiva e negativa do pulso é de 454,55 es; na direção 60°, o tempo é de 
370,37 es; e na direção 120°, 925,93 es. Escalas: 20 V/div e 1 ms/div. 

 

 

Figura 4.7 – Pulso bipolar sobre o par de eletrodos referente à direção 0°; freqüência de 0,5 Hz (200 
ms/div). Cada deflexão do sinal, com intervalo de 2 s, corresponde a um trio de pulsos bipolares. 
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Para estes experimentos, foram analisadas 36 populações (câmaras) compostas de 8 a 

14 miócitos. O total de células recrutadas pela estimulação nas três direções corresponde ao 

somatório das células que responderam em cada direção individual, sem intersecção (ou seja, 

as células que responderam em mais de uma direção foram contadas apenas uma vez). Os 

resultados estão apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2 e nas Figuras 4.8 e 4.9.  

A análise de variância mostrou que, tanto a intensidade do estímulo, quanto o número de 

direções empregadas para estimulação, afetou significativamente o grau de recrutamento (p< 

0,001). Para a mesma intensidade de , a estimulação multidirecional produziu maior 

recrutamento do que a unidirecional em qualquer nível de  (p< 0,001, teste de Bonferroni). 

A porcentagem de células excitadas em uma única direção cresceu à medida que se 

aumentou a amplitude de , passando de 17,0 ± 2,7% com 1×  para 74,1 ± 3,9% com 2×  

(p< 0,001, Tabela 4.1). Considerando a soma dos recrutamentos nas três direções, o número 

de células excitadas aumentou mais que 100% quando a intensidade de  foi elevada em 

apenas 20% (de 1×  para 1,2× ). Porém, a elevação adicional de  para 2×  produziu 

um aumento do recrutamento de apenas 14%, que não foi estatisticamente significante 

provavelmente devido à proximidade do máximo recrutamento possível. Esta aparente 

saturação do efeito do aumento de E apenas no caso da estimulação multidirecional resultou 

em uma interação significativa entre intensidade e direção da estimulação (p< 0,0001).  
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Tabela 4.1 – Recrutamento obtido com estimulação elétrica com pulsos monopolares de populações de 
miócitos ventriculares de rato. Os valores (média ± erro padrão) referem=se ao número de células que 
responderam ao estímulo com uma contração, e a porcentagem correspondente está apresentada entre 
parênteses. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio ( ) 
da respectiva população. A estimulação foi aplicada manualmente em 1 ou 3 direções (0, 60 e 120°). 
Neste último caso, foi somado o recrutamento em cada uma das direções, sem intersecção.  

Número de populações 12 15 9 

Número de células na 
população 

8,3 ± 1,1 10,7 ± 1,2 13,9 ± 0,1 

 (V/cm) 3,8 ± 0,1 3,6 ± 0,1 3,8 ± 0,1 

Estimulação em uma única 
direção 

1,3 ± 0,1 
(17,0 ± 2,7%) 

4,0 ± 0,2  
(37,8 ± 2,2%) 

10,1 ± 0,1 # § 
(74,1 ± 3,9%) 

Estimulação nas 3 direções  
3,3 ± 0,4  
(43,4 ± 6,0%) 

8,7 ± 1,0 # 
(82,2 ± 3,6%) 

13,0 ± 0,7 # 
(94,1 ± 2,5%) 

Análise de variância (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interação intensidade × modalidade 
direcional: F= 19,95; GL = 2; 33; b) intensidade: F= 54,68; GL= 2; 33; c) modalidade direcional: F= 
319,9; GL= 1; 33.  
Teste de Bonferroni: * p< 0,001 vs. estimulação unidirecional; # p< 0,001 vs. 1×  ; § p< 
0,001 vs. 1,2× .  

 

 

1 direção
3 direções
(manual)

*

*

*
#

#

#

 

Figura 4.8 – Porcentagem de células recrutadas com a estimulação uni ou multidirecional (três direções) 
manual com pulso monopolar. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar 
médio ( ) da respectiva população de miócitos isolados. Os dados estão apresentados como 
média ± erro padrão, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.1. * p< 0,001 uni vs. 
multidirecional; # p< 0,001 vs. 2×  (teste de Bonferroni). 
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Quando se passou da estimulação uni para a multidirecional, (ou seja, quando se 

aumentou o número de direções em que o estímulo foi aplicado), com uma mesma intensidade 

de  (1× , 1,2×  ou 2× ), também houve o aumento do recrutamento. A estimulação 

multidirecional fez com o que o número de células excitadas praticamente dobrasse, porém, 

com 2× , este aumento foi menor (de 74,1 para 94,1%) pelo fato da estimulação unidirecional 

com esta intensidade já produzir um recrutamento elevado (Tabela 4.1).  

Pelos dados da Tabela 4.2, vê=se que, quanto maior a intensidade de , mais células 

passam a responder a mais de uma direção, aumentando a intersecção. A análise de variância 

indica que há uma interação significativa (p< 0,0001) entre intensidade e número de direções 

estimulatórias nas quais há recrutamento. O efeito da direção restringiu=se a esta interação, 

enquanto a intensidade apresentou um efeito isolado (i.e., independente da direção) que foi 

significativo (p< 0,0001). Quando se aumentou a intensidade de 1×  para 2×

, a porcentagem de células excitadas em apenas uma direção diminuiu (p< 0,05), 

enquanto que a quantidade de células que responderam a estímulos nas 3 direções, com a 

mesma variação de ,  passou de nenhuma para 38,7% (p< 0,001, teste de Bonferroni). Na 

Figura 4.9 estão representados os recrutamentos em cada direção (e suas intersecções) de 

todas as câmaras estimuladas manualmente com 1,2× . 

 

Tabela 4.2 – Recrutamento obtido com estimulação elétrica com pulsos monopolares de populações de 
miócitos ventriculares de rato. Os valores (média ± erro padrão) referem=se ao número de células que 
responderam ao estímulo com uma contração, e a porcentagem está apresentada entre parênteses. A 
intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio ( ) da respectiva 
população. A estimulação foi aplicada manualmente em cada direção (0, 60 e 120°) e observou=se em 
quantas direções de aplicação do estímulo cada célula respondia. Os dados correspondem às 
intersecções da estimulação multidirecional manual. 

 (V/cm) 3,8 ± 0,1 3,6 ± 0,1 3,8 ± 0,1 

Uma direção apenas 
0,9 ± 0,0 
(11,9 ± 1,6%) 

1,8 ± 0,1 
(17,2 ± 1,3%) 

0,2 ± 0,1 § & 
(1,6 ± 0,8%) 

Duas direções 
0,2 ± 0,1 * 
(2,5 ± 1,0%) 

1,0 ± 0,1 
(9,9 ± 1,4%) 

2,4 ± 0,1 * § 
(16,9 ± 2,4%) 

Três direções 
0,0 ± 0,0 * 
(0,0 ± 0,0%) 

0,1 ± 0,1 * # 
(0,8 ± 0,6%) 

5,2 ± 1,0 * # § & 
(38,7 ± 8,0%) 

Análise de variância (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interação intensidade × número de 
direções: F= 27,92; GL = 4; 66; b) intensidade: F= 54,25; GL= 2; 66; c) número de direções: F= 
1,438; GL= 2; 66.  
Teste de Bonferroni: * p< 0,05 vs. uma direção apenas; # p< 0,05 vs. duas direções; § p< 0,05 vs. 
1× ; & p< 0,001 vs. 1,2× . 
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Figura 4.9 – Resposta de miócitos ventriculares a estimulação manual em três direções com pulso 
monopolar e 1,2× . Os dados correspondem à porcentagem de células que responderam ao 
estímulo em apenas uma, em duas ou nas três direções (intersecções). De um total de 161 células (15 
populações, Tabela 4.1), 18,6% não responderam à estimulação em nenhuma direção.

 

Para avaliar a efetividade da estimulação multidirecional automática, utilizaram=se 

também, no mesmo conjunto de populações de miócitos usado para esta modalidade de 

estimulação, a estimulação unidirecional e a multidirecional manual. A análise de variância 

bifatorial indicou diferença estatística (p< 0,0001) entre os recrutamentos obtidos com as 

diferentes modalidades de estimulação (i.e., manual unidirecional, manual multidirecional e 

automática multidirecional), os quais estão apresentados na Tabela 4.3 e na Figura 4.10. Estes 

resultados foram obtidos a partir da estimulação de 20 populações (câmaras) e o  

foi de 3,8 ± 0,1 V/cm. 

Durante a estimulação com pulsos monopolares com  de 1,2× , a 

porcentagem de miócitos recrutados numa única direção foi menor do que em três direções 

tanto no modo automático quanto no manual (p< 0,001, teste de Bonferroni). A estimulação 

automática em três direções, porém, proporcionou um recrutamento ainda maior que o 

recrutamento com a estimulação multidirecional manual (90,0 ± 2,4% vs. 83,4 ± 2,4%, 

respectivamente; p< 0,01, teste de Bonferroni). Este resultado é interessante, pois é sugestivo 

de que a estimulação automática afete a sensibilidade das células ao estímulo elétrico por mais 

de um mecanismo (i.e., além de permitir estimulação em mais de uma direção). 
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Tabela 4.3 – Recrutamento obtido com estimulação elétrica com pulsos monopolares de populações de 
miócitos ventriculares de rato. Os valores (média ± erro padrão) referem=se ao número de células que 
responderam ao estímulo com uma contração, e a porcentagem correspondente está apresentada entre 
parênteses. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio ( ) 
da respectiva população. A estimulação foi aplicada automaticamente em 3 direções (0, 60 e 120°) e 
manualmente em 1 ou 3 direções. Neste último caso, foi somado o recrutamento em cada uma das 
direções, sem intersecção.  

Número de populações 20 

Número de células na população 15,3 ± 1,4 

 (V/cm) 3,8 ± 0,1 

Estimulação em uma única direção 
5,8 ± 0,5 
(38,5 ± 2,3%) 

Estimulação nas 3 direções (manual) 
12,5 ± 1,1 * 
(83,4 ± 2,4%) 

Estimulação multidirecional automática 
13,7 ± 1,3 * 

#
 

(90,0 ± 2,4%) 

Análise de variância (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interação forma de onda × 
modalidade direcional: F= 0,102; GL = 2; 47,51; b) forma de onda: F= 0,244; GL= 1; 47,51; c) 
modalidade direcional: F= 701,5; GL= 2; 47,51.  
Teste de Bonferroni: * p< 0,001 vs. estimulação unidirecional; # p< 0,01 vs. estimulação 
multidirecional manual. 

 

*

#

*

 

Figura 4.10 – Porcentagem de células recrutadas com a estimulação uni ou multidirecional (três direções) 
manual e automática com pulso monopolar. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do 
campo limiar médio ( ) da população de miócitos isolados. Os dados estão apresentados 
como média ± erro padrão, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.3. * p< 0,001 vs. 
estimulação unidirecional; # p< 0,01 vs. estimulação multidirecional manual (teste de Bonferroni).  
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A estimulação multidirecional manual com pulso bipolar e valores de  proporcionais ao 

limiar médio obtido para esta forma de onda ( ) resultou em recrutamentos similares 

aos obtidos com pulso monopolar, como mostrado na Tabela 4.4 e na Figura 4.11, em 

comparação com a Tabela 4.1 e a Figura 4.8. Na estimulação com pulso bipolar também se 

observou que um maior número de células respondeu ao estímulo, em uma ou três direções, à 

medida que se aumentou a intensidade de  (p< 0,001, análise de variância). Entretanto, o 

aumento do recrutamento com três direções, quando se passou de 1,2×  para 2×

, apresentou diferença estatisticamente significativa (p< 0,01, teste de Bonferroni), ao 

contrário do que ocorreu no caso do pulso monopolar. Ainda assim, esta diferença foi menor do 

que aquela observada para o aumento de 1,2×  para 2× , como se vê na 

Figura 4.11. Assim como observado para pulsos monopolares, a mudança da modalidade da 

estimulação de uma para três direções, a uma dada intensidade de estímulo (1×  ou 

1,2× , também aumentou significativamente o recrutamento (p< 0,001, análise de 

variância). E com 2× , o aumento do recrutamento não foi proporcionalmente igual, 

porém, houve diferença estatítisca (p< 0,001): passou de 77,9 ± 3,9% em uma direção para 

98,0 ± 1,4% em três direções. Ainda à semelhança com os resultados de pulsos monopolares, 

análise de variância indicou interação entre modalidade de estimulação (número de direções) e 

intensidade do estímulo (p< 0,0001). 

A Tabela 4.5 e a Figura 4.12 mostram a intersecção do recrutamento, ou seja, a 

resposta a mais de uma direção estimulatória. Com pulso bipolar, também houve aumento da 

intersecção com o aumento da amplitude do  de estimulação, ou seja, mais células passaram 

a responder ao estímulo em mais de uma direção (p< 0,05, teste de Bonferroni). A análise de 

variância mostrou uma interação significativa (p< 0,0001) entre intensidade e número de 

direções em que o estímulo é aplicado: o recrutamento em apenas uma direção foi reduzido (p< 

0,05) quando se aumentou a intensidade de  1×  para 2× , enquanto que o 

número de células que respondeu a duas ou três direções aumentou significativamente (p< 

0,01) com esta mesma variação de  (Tabela 4.5).  
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Tabela 4.4 – Recrutamento obtido com estimulação elétrica com pulsos bipolares de populações de 
miócitos ventriculares de rato. Os valores (média ± erro padrão) referem=se ao número de células que 
responderam ao estímulo com uma contração, e a porcentagem correspondente está apresentada entre 
parênteses. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio ( ) da 
respectiva população. A estimulação foi aplicada manualmente em 1 ou 3 direções (0, 60 e 120°). Neste 
último caso, foi somado o recrutamento em cada uma das direções, sem intersecção. 

Número de populações 13 16 9 

Número de células na 
população 

10,3 ± 1,7 11,8 ± 1,3 14,0 ± 0,8 

 (V/cm) 3,1 ± 0,1 3,1 ± 0,1 3,1 ± 0,1 

Estimulação em uma única 
direção 

1,6 ± 0,2 
(17,3 ± 2,8%) 

4,2 ± 0,1 # 
(38,2 ± 2,8%) 

10,8 ± 0,1 # § 
(77,9 ± 3,9%) 

Estimulação nas 3 direções  
4,1 ± 0,8 * 
(42,8 ± 5,8%) 

9,1 ± 0,9 # 
(80,7 ± 3,9%) 

13,7 ± 0,8 # § 
(98,0 ± 1,4%) 

Análise de variância (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interação intensidade × modalidade 
direcional: F= 17,72; GL= 2; 35; b) intensidade: F= 55,14; GL= 2; 35; c) modalidade direcional: F= 
307,4; GL= 1; 35.  
Teste de Bonferroni: * p< 0,001 vs. estimulação unidirecional; # p< 0,001 vs. 1×  ; § p< 0,01 
vs. 1,2× . 
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Figura 4.11 – Porcentagem de células recrutadas com a estimulação uni ou multidirecional (3 direções) 
manual com pulso bipolar. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio 
( ) da respectiva população de miócitos isolados. Os dados estão apresentados como média ± 
erro padrão, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.4. * p< 0,001 uni vs. multidirecional; # p< 
0,01 vs. 2×  (teste de Bonferroni).  
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Tabela 4.5 – Recrutamento obtido com estimulação elétrica com pulsos bipolares de populações de 
miócitos ventriculares de rato. Os valores (média ± erro padrão) referem=se ao número de células que 
responderam ao estímulo com uma contração, e a porcentagem correspondente está apresentada entre 
parênteses. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio ( ) da 
respectiva população. A estimulação foi aplicada manualmente em cada direção (0, 60 e 120°) e 
observou=se em quantas direções de aplicação do estímulo cada célula respondia. Os dados 
correspondem às intersecções da estimulação multidirecional manual. 

 (V/cm) 3,1 ± 0,1 3,1 ± 0,1 3,1 ± 0,1 

Uma direção apenas 
1,1 ± 0,2 
(11,2 ± 2,0%) 

1,9 ± 0,0 
(17,2 ± 1,3%) 

0,4 ± 0,1 § & 
(2,5 ± 1,2%) 

Duas direções 
0,3 ± 0,0 
(3,0 ± 1,5%) 

1,2 ± 0,1 
(9,9 ± 1.4%) 

2,1 ± 0,1 * § 
(15,1 ± 2,2%) 

Três direções 
0,0 ± 0,0 * 
(0,0 ± 0,0%) 

0,0 ± 0,0 * # 
(0,0 ± 0,0%) 

6,1 ± 0,9 * # § & 
(45.2 ± 8.1%) 

Análise de variância (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interação intensidade × número de 
direções: F= 33,63; GL= 4; 68; b) intensidade: F= 70,88; GL= 2; 68; c) número de direções: F= 3,852; 
GL= 2; 68.  
Teste de Bonferroni: * p< 0,05 vs. uma direção apenas; # p< 0,05 vs. duas direções; § p< 0,05 vs. 
1× ; & p< 0,001 vs. 1,2× . 
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Figura 4.12 – Resposta de miócitos ventriculares a estimulação manual em três direções com pulso 
bipolar e 1,2× . Os dados correspondem à porcentagem de células que responderam ao 
estímulo em apenas uma, em duas ou nas três direções (intersecções). De um total de 188 células (16 
populações, Tabela 4.4), 22,3% não responderam à estimulação em nenhuma direção. 
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Os dados obtidos com a estimulação multidirecional automática em 23 populações de 

miócitos com intensidade de 1,2×  e pulso bipolar estão apresentados na Tabela 4.6 e 

na Figura 4.13. O valor de  obtido nessas populações foi 2,5 ± 0,1 V/cm. A análise de 

variância mostrou que a modalidade de estimulação afetou significativamente o recrutamento 

(p< 0,0001), tanto com relação ao número de direções (1 vs. 3), quanto à utilização de 

estimulação multidirecional manual vs automática (Tabela 4.6), como já observado para pulsos 

monopolares.  

 

 

Tabela 4.6 – Recrutamento obtido com estimulação elétrica com pulsos bipolares de populações de 
miócitos ventriculares de rato. Os valores (média ± erro padrão) referem=se ao número de células que 
responderam ao estímulo com uma contração, e a porcentagem correspondente está apresentada entre 
parênteses. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio ( ) da 
respectiva população. A estimulação foi aplicada automaticamente em 3 direções (0, 60 e 120°) e 
manualmente em 1 ou 3 direções. Neste último caso, foi somado o recrutamento em cada uma das 
direções, sem intersecção. 

Número de populações 23 

Número de células na população 9,3 ± 1,0 

 (V/cm) 2,5 ± 0,1 

Estimulação em uma única direção 
3,5 ± 0,2 
(37,2 ± 1,8%) 

Estimulação nas 3 direções (manual) 
7,7 ± 0,9 * 
(81,8 ± 3,1%) 

Estimulação multidirecional automática 
8,3 ± 0,9 * # 
(88,2 ± 2,8%) 

Análise de variância (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interação forma de onda × 
modalidade direcional: F= 0,102; GL= 2; 47,51; b) forma de onda: F= 0,244; GL= 1; 47,51; c) 
modalidade direcional: F= 701,5; GL= 2; 47,51.  
Teste de Bonferroni: * p< 0,001 vs. estimulação unidirecional; # p< 0,01 vs. estimulação 
multidirecional manual.  
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Figura 4.13 – Porcentagem de células recrutadas com a estimulação uni ou multidirecional (três direções) 
manual e automática com pulso bipolar. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo 
limiar médio ( ) da respectiva população de miócitos isolados. Os dados estão apresentados 
como média ± erro padrão, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.6. * p< 0,001 vs. 
Estimulação unidirecional; # p< 0,01 vs. Estimulação multidirecional manual (teste de Bonferroni).  

 

Embora resultados semelhantes tenham sido observados com pulsos estimulatórios mono 

e bipolares quando a intensidade do estímulo foi normalizada pelo campo limiar médio ( ) 

para a respectiva forma de onda, como mostra a Figura 4.14 (onde são comparados os dados 

das Tabelas 4.3 e 4.6, cuja análise de variância indica interação e efeito da forma de onda não 

significativos, mas uma grande influência da modalidade de estimulação no recrutamento, com 

p<0,0001), o valor absoluto desse  dependeu significativamente da forma de onda. A Figura 

4.15 mostra o valor de  determinado para cada tipo de pulso em 46 populações de células. 

O  obtido foi de 3,9 ± 0,1 V/cm, valor aproximadamente 22% maior que o do 

 de 3,2 ± 0,1 V/cm (p< 0,0001; teste t de Student para amostras pareadas). Assim, nos 

resultados anteriormente apresentados, os valores absolutos de  estimulatórios utilizados nos 

experimentos com pulsos monopolares foram superiores aos utilizados com pulsos bipolares.  
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Figura 4.14 – Porcentagem de células recrutadas com a estimulação uni ou multidirecional (três direções) 
manual e automática com pulsos mono e bipolar. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator 
do campo limiar médio ( com pulso monopolar  com pulso bipolar) da 
população de miócitos isolados. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão, e 
correspondem aos valores mostrados nas Tabela 4.3 e 4.6. Não há diferença estatística entre os 
recrutamentos obtidos com pulso monopolar e os obtidos com pulso bipolar, de acordo com a análise de 
variância. * p< 0,001 vs. estimulação unidirecional; # p< 0,01 vs. estimulação multidirecional manual (teste 
de Bonferroni). 

 

 

*

 

Figura 4.15 – Valores de  (média ± erro padrão) obtidos pela estimulação elétrica de um total de 46 
populações (câmaras) de miócitos cardíacos isolados. Os valores de  correspondem ao menor valor de 

 capaz de gerar uma contração e foram obtidos de células alinhadas à direção de aplicação do 
estímulo, com duas formas de onda: pulsos mono e bipolares.  = 3,2 ± 0,1 V/cm;  
= 3,9 ± 0,1 V/cm.  p< 0,0001 vs. . 
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Os dados da Tabela 4.7 e a Figura 4.16 mostram as diferenças no recrutamento quando 

se usou, no mesmo conjunto de populações de miócitos, os valores absolutos de  

e  para pulsos mono e bipolares. A análise de variância com estes dados mostrou 

que tanto o  como a forma de onda afetaram significativamente (p< 0,0001) o recrutamento 

e que não houve interação entre as duas variáveis. 

 Estimulando=se uma população em três direções automaticamente com pulso monopolar 

de intensidade igual ao  (4,4 ± 0,1 V/cm), se obteve um recrutamento percentual 

(56%) estatisticamente comparável ao obtido com pulso bipolar de intensidade igual ao 

 (3,3 ± 0,1 V/cm). Porém, este recrutamento com pulsos monopolares requereu uma 

intensidade de  aproximadamente 36% maior do que aquela para pulsos bipolares (p< 0,0001, 

teste de Student para amostras pareadas). Por outro lado, quando se estimulou as populações 

com pulso bipolar de intensidade igual ao , o recrutamento aumentou de 65% (

) para 93% (p< 0,001, teste de Bonferroni). O contrário aconteceu quando se utilizou 

pulso monopolar de intensidade igual ao  (p< 0,001, teste de Bonferroni): o 

recrutamento caiu para 5% (Tabela 4.7).  

 

Tabela 4.7 – Recrutamento obtido com estimulação elétrica com pulsos mono e bipolares de populações 
de miócitos cardíacos ventriculares de rato. Os valores referem=se ao número de células que 
responderam ao estímulo com uma contração, e a porcentagem correspondente está apresentada entre 
parênteses (média ± erro padrão). A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar 
médio obtido com pulsos mono (1× ) e bipolar (1× ) na respectiva população. A 
estimulação foi aplicada automaticamente em 3 direções (0, 60 e 120°).  

Número de populações 16 

Número de células na população 17,3 ± 1,0 

 (V/cm) 4,4 ± 0,1 

 (V/cm) 3,3 ± 0,1 

 
11,1 ± 0,8 
(65,3 ± 4,3%) 

0,8 ± 0,3 # 
(5,0 ± 2,2%) 

  
16,2 ± 1,0 * 
(93,1 ± 1,2%) 

9,6 ± 0,9 * # 
(56,3 ± 4,6%) 

Análise de variância (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interação forma de onda x : F= 
17,72; GL = 1; 30; b) forma de onda: F= 152,0; GL= 1; 30; c) : F= 202,1; GL= 1; 30.  
Teste de Bonferroni: * p< 0,001 vs. ; # p< 0,001 vs. pulso bipolar. 
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Figura 4.16 – Porcentagem de células recrutadas com a estimulação multidirecional automática com 
pulsos mono e bipolar. A intensidade do estímulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio 
(1×  e 1× ) das populações de miócitos isolados. Os dados estão apresentados 
como média ± erro padrão, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.7. * p< 0,001 vs. 

 (teste de Bonferroni). 

 

Na Figura 4.17 estão apresentadas as curvas de recrutamento celular em função da 

intensidade do  estimulatório aplicado com pulsos mono e bipolares em 16 populações de 

células (as mesmas nas quais foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 4.7). As 

curvas apresentaram paralelismo, com coeficiente de Hill de 1,12 ± 0,13 (IC95%: 0,85 a 1,38) 

para pulso monopolar e 1,11 ± 0,12 (IC95%: 0,88 a 1,34) para pulso bipolar. Porém, observou=

se um desvio à esquerda para a curva obtida com pulsos bipolares.  Para esta forma de onda, a 

intensidade de  para um recrutamento de 50% das células (2,97 ± 0,04 V/cm; IC95%: 2,88 a 

3,06 V/cm) foi significativamente menor do que a determinada com pulsos monopolares (4,18 ± 

0,05 V/cm; IC95%: 4,08 a 4,27 V/cm; p< 0,05). Nesta figura, pode=se observar que se  iguais 

ao  obtido com pulsos bipolares forem utilizados com pulsos monopolares, o recrutamento 

cai para próximo de zero. Se, ao contrário, um  com intensidade igual ao valor  obtido com 

pulsos monopolares for utilizado com a forma de onda bipolar, o recrutamento é de 

praticamente 100% das células. Portanto, para uma dada intensidade do estímulo, o uso do 

pulso bipolar promoverá um maior recrutamento. 
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Figura 4.17 – Curvas de recrutamento celular em função da intensidade do campo elétrico ( ) 
estimulatório obtidas com estimulação multidiredicional automática com pulsos mono e bipolares de 
miócitos ventriculares de rato. A intensidade de  foi variada entre 1,6 e 6,0 V/cm. 
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A instrumentação desenvolvida cumpriu os objetivos do projeto ao realizar a estimulação 

multidirecional de forma automática, com aplicação de estímulos nas três direções num período 

inferior à duração do PA no ventrículo do rato, que é cerca de 70 ms (Bassani ., 2004). 

O LabViewTM, utilizado para a estimulação multidirecional com pulso monopolar, permite 

variar facilmente os parâmetros do sinal, como freqüência e duração do pulso, porém, exige o 

uso de um computador dedicado e uma placa de aquisição. Como o programa desenvolvido 

nesta plataforma não é de grande complexidade, foi possível substituí=lo por um micro=

controlador PIC e reduzir o número de equipamentos utilizados. Dessa maneira, foi 

desenvolvido o estimulador multidirecional (Figura 3.10), que permite o uso de pulsos mono e 

bipolares, mas não a mudança rápida dos parâmetros do sinal (o que não foi necessário nos 

presentes experimentos). Para realizar qualquer mudança, é preciso abrir a caixa do 

equipamento e reprogramar o PIC. No entanto, existe a possibilidade de melhoramento futuro 

do sistema para permitir a variação de parâmetros, como duração e freqüência de aplicação 

dos pulsos durante os experimentos.  

O intervalo de tempo observado entre as duas fases dos pulsos bipolares gerados pelo 

sistema de estimulação multidirecional automática, que variou de 0,37 a 0,93 ms (devido aos 

atrasos na comutação dos relés), não interferiu no resultado, pois os valores de recrutamento 

seguiram o mesmo padrão observado na estimulação manual (na qual não houve intervalo na 

transição entre as duas fases do pulso bipolar). Além disso, a redução de limiar com esta forma 

de onda, em relação à monopolar, mostrou=se compatível com a observada quando não há 

intervalo entre as fases do pulso bipolar (presentes resultados; Bassani ., 2006; Oliveira 

al., 2008). Há evidência de que as duas fases podem ser separadas em até 6 ms sem que a 

forma de onda bipolar perca sua efetividade em reduzir o limiar estimulatório (Daubert & Sheu, 

2008). Entretanto, há a opção de se utilizar um MOSFET (transistor de efeito de campo) como 

interruptor no circuito de chaveamento, substituindo o relé, para evitar o atraso causado pela 

comutação. Este componente, apesar de não ser tão simples como um relé e requerer 

componentes externos, tem um tempo de comutação mais curto e é mais estável na transição 

de um estado para o outro.  
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Os resultados mostraram que, quanto maior a intensidade do  estimulatório, maior foi o 

número de células recrutadas, independente do número de direções de estimulação utilizadas e 

da forma de onda do estímulo.  

A excitação de uma célula se dá com o disparo de um PA, o qual, na maioria dos casos, 

depende da abertura de canais de Na+ dependentes de tensão presentes na membrana celular. 

Quanto maior a amplitude do estímulo, maior a variação de  e mais canais de Na+ se abrem. 

Quando  alcança um determinado valor (limiar), ocorre a abertura de um número de canais 

suficiente para causar o disparo do PA. Com o aumento da intensidade de , um número maior 

de células sofre despolarização de membrana de magnitude suficiente para que o potencial 

limiar seja atingido, aumentando, conseqüentemente, o recrutamento na população de células.  

A amplitude do estímulo que produz uma despolarização limiar da membrana pode variar 

de uma célula para outra, mesmo no mesmo tecido, e essas diferenças se devem a diversos 

fatores. Como mostrado por Gomes . (2001), o aumento de tamanho de miócitos cardíacos 

de mamíferos após o nascimento é acompanhado de redução do valor limiar de  estimulatório, 

o que foi atribuído às modificações pós=natais de tamanho e geometria celulares, que afetam o 

efeito de  sobre . Além da dimensão, a orientação do eixo maior da célula em relação à 

direção do  aplicado faz com que haja diferenças nos valores de  (como discutido no item a 

seguir). Células de diferentes tamanhos e formas, e em posições variadas, em um mesmo 

tecido, requerem, portanto, intensidades diferentes de  para a excitação. 

Outro possível fator envolvido na variabilidade de limiar é corrente de potássio IK1, que 

contribui para a fase final de repolarização e para a estabilização do  diastólico. Esta 

corrente é um dos principais responsáveis pela baixa resistência diastólica da membrana em 

células ventriculares, o que lhe confere um papel na determinação da excitabilidade celular 

(Bers, 2001). Por exemplo, Golod . (1998) demonstraram que a despolarização crítica para 

excitação é 50% menor em células atriais do que em miócitos ventriculares de coelho, o que foi 

parcialmente atribuído à menor magnitude de IK1 no átrio e conseqüente maior impedância de 

entrada. Portanto, uma possível variação regional na magnitude de IK1 no ventrículo (que 

parece ocorrer em camundongos; Panamá ., 2007) poderia introduzir variabilidade adicional 

da excitabilidade das células das populações estudadas.  
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O aumento da amplitude do estímulo promove, além do aumento do recrutamento, o 

aumento da intersecção (Tabelas 4.2 e 4.5) do recrutamento obtido na estimulação 

multidirecional manual, ou seja, um número maior de células passa a responder a estímulos em 

mais de uma direção. Quando se fez a estimulação com 1× , cerca de 11% das células 

responderam ao estímulo em apenas uma direção e nenhuma respondeu aos estímulos nas 

três direções. Com 2× , o padrão se inverteu e a porcentagem de células que responderam 

ao estímulo em apenas uma direção caiu para cerca de 2%, enquanto aquela de células que 

responderam aos três estímulos aumentou para 40%. Isto provavelmente se deve ao 

recrutamento adicional de células cujo eixo maior se orientava em direções diferentes da 

direção do estímulo, para as quais o limiar é maior (Tung ., 1991; Chen ., 1993; 

Bassani ., 2006; Oliveira ., 2008). Assim, com o aumento da intensidade de , foi 

possível recrutar miócitos com orientações diferentes da ótima.  

O limiar estimulatório varia com a geometria da célula. A variação de  induzida por 

uma dada intensidade do  externo é maior quando este é aplicado na direção longitudinal do 

que na tranversal ao eixo maior da célula, enquanto que, no limiar, embora os valores de E 

sejam diferentes, a despolarização da membrana é semelhante para estimulação em qualquer 

direção (Bassani ., 2006; Oliveira ., 2008). O modelo teórico proposto por Klee & 

Plonsey (1976), que analisa o papel da geometria e das dimensões da célula sobre a 

despolarização passiva da membrana, mostra que a variação de Vm depende fortemente dos 

comprimentos dos eixos maior e menor da célula, bem como do ângulo entre a direção de  e o 

eixo maior da célula. Quando  é aplicado transversalmente ao eixo maior, a variação de  é 

menor, logo, é preciso uma intensidade maior de  para produzir a mesma variação de  

obtida quando este campo é aplicado na direção longitudinal. Knisley . (1993) propuseram 

que, no caso de estimulação longitudinal, a variação máxima de  seja uma função do 

produto da amplitude do estímulo e da metade do comprimento da célula; logo, quanto maior o 

comprimento, maior será a variação de . Dessa forma, a estimulação na direção longitudinal 

faz com que  atinja seu valor limiar com menores valores de . Posteriormente, Bassani 

. (2006) demonstraram que a razão dos valores de  para aplicação do estímulo em direções 

ortogonais poderia ser predito simplesmente pela razão dos valores de comprimentos dos eixos 

maior e menor da célula. Variabilidade intercelular no comprimento desses eixos, portanto, 

pode ser considerada como mais um fator que afeta o valor de  na população.  

O recrutamento celular, portanto, depende não só da amplitude, como também da direção 

de aplicação do estímulo. Deve=se observar que um aumento do  estimulatório em 
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aproximadamente 65% (de 1,2×  para 2× ), embora mais que duplicasse o recrutamento 

para estimulação unidirecional, resultou em aumento pouco significativo no caso da estimulação 

multidirecional, enquanto que um aumento de apenas 20% (i.e., de 1×  para 1,2× ) 

praticamente duplicou o números de células excitadas, seja em uma ou em três direções  

(Tabelas 4.1 e 4.4). Esta diferença entre as estimulações uni e multidirecional foi decorrente da 

capacidade desta última modalidade de estimulação em recrutar um número bem maior de 

células com baixos valores de . Isto acontece porque os miócitos que não foram excitados em 

uma dada direção responderam em outra direção, à qual o alinhamento de seu eixo maior era 

mais favorável. Pelo mesmo motivo, ao se considerar o recrutamento de um mesmo número de 

células, o simples fato de girar , ou seja, de aplicá=lo em três direções diferentes, permitiu uma 

redução significativa de sua intensidade. Assim, no caso particular da estimulação 

multidirecional, foi possível recrutar 75=85% das células com uma intensidade de  40% menor 

(1,2× ) que aquela necessária para o mesmo recrutamento com apenas uma direção de 

estimulação (2× ).  

Aplicar o estímulo em mais de uma direção, portanto, aumenta a eficiência do processo 

estimulatório, pois permite a redução significativa da amplitude do estímulo e, para uma dada 

intensidade de , é possível recrutar mais células do que quando o estímulo é aplicado em uma 

única direção.  

Com a estimulação multidirecional automática e 1,2× , foram recrutadas 90% das 

células, independentemente da forma de onda utilizada. É interessante observar que esta 

porcentagem foi ligeira, mas significativamente maior que aquela obtida com a soma do 

recrutamento por estimulação unidirecional nas três direções (Tabelas 4.3 e 4.6). Isto indica que 

a estimulação multidirecional automática, por aplicar os estímulos em seqüência em um curto 

período de tempo, torna o processo de estimulação ainda mais eficiente. Esta maior eficiência 

poderia estar relacionada a uma redução do limiar de excitação das células, o que facilitaria a 

excitação de um número maior delas. Uma possível explicação para esta redução é o 

fenômeno da adição latente (somação temporal), que ocorre quando a membrana celular é 

previamente exposta a um estímulo sublimiar. Este estímulo causa uma despolarização passiva 

da membrana que, embora insuficiente para levar  ao valor limiar, persiste por algum tempo, 

decaindo com um curso temporal exponencial. Se um novo estímulo for aplicado antes do 

completo decaimento do potencial sublimiar, a despolarização gerada por ele se somará àquela 

remanescente do estímulo anterior, de modo que haverá maior probabilidade de que o valor 

limiar de  seja atingido, causando a excitação da célula (Aidley, 1998). O tempo que o 

potencial leva para voltar ao seu valor de repouso é determinado pela constante de tempo da 
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membrana (característica de sua resposta passiva: a membrana celular pode ser modelada 

como um circuito RC), que é cerca de 10 ms em ventrículo de mamífero (Sharma ., 2007).

Assim, o estímulo em uma direção, que não excitasse determinada célula, poderia contribuir 

para o efeito da adição latente, facilitando a despolarização pelo próximo estímulo, aplicado em 

outra direção 5 ms após o término do estímulo anterior. Estima=se que, com este curto intervalo, 

cerca de 60% da despolarização passiva em resposta ao estímulo anterior ainda persistisse no 

instante de aplicação do próximo estímulo. 

Bostock . (2005) mostraram que estímulos sublimiares aplicados a axônios de 

motoneurônios foram capazes de gerar um aumento transitório da excitabilidade da membrana, 

que alcançou seu máximo 5 ms após a aplicação do estímulo e durou cerca de 30 ms. Se estes 

dados podem ser extrapolados para miócitos ventriculares, seria esperado que os sucessivos 

estímulos aplicados durante a estimulação multidirecional automática, em um período de 25=30 

ms, produzissem facilitação da excitação. 

A superexcitabilidade por estimulação sublimiar, segundo Bostock  (2005), é devida 

tanto à resposta passiva (linear) da membrana (cuja amplitude é dependente daquela do 

estímulo), quanto à resposta não=linear devida à ativação de canais de íons (Na+) dependentes 

de tensão. Esta última ocorre quando  se aproxima do limiar, o que resulta na abertura de 

uma parte desses canais, mesmo que a corrente gerada não seja suficiente para disparar um 

PA. Sambelashvili . (2003) também concluíram, com base em modelamento matemático, 

que a resposta do tecido cardíaco à estimulação sublimiar não depende apenas da resposta 

passiva da membrana, mas também do efeito do potencial sobre canais iônicos. Os autores 

propõem que a redução de IK1 devida à despolarização gerada por estímulos sublimiares 

promova aumento da resistência da membrana, e assim contribuindo para aumentar a 

excitabilidade celular. Observe=se que a corrente através dos canais que medeiam IK1 depende 

essencialmente do gradiente eletroquímico do K+, e estes canais apresentam forte retificação 

interna da corrente (Bers, 2001).  

É importante lembrar que o tempo total de aplicação dos estímulos no modo automático 

(25 ms no caso de pulsos monopolares e 30 ms no caso de bipolares), inferior à duração do PA 

da preparação (60=70 ms; Bassani ., 2004) e, conseqüentemente, de seu período refratário, 

foi escolhido para garantir que cada célula fosse excitada em uma única direção (intersecção 

nula). Portanto, interpretamos os presentes resultados como um aumento da excitabilidade da 

membrana produzido pela aplicação de  de intensidade sublimiar em outras direções. 

Em resumo, a estimulação multidirecional automática produz um efeito adicional para 

incrementar o recrutamento excitatório: ela é capaz não apenas de recrutar células orientadas 
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em diferentes direções, como acontece com a estimulação multidirecional manual, como 

também é capaz de aumentar a sensibilidade das células a estímulos subseqüentes, 

possivelmente devido à estimulação com valores sublimiares de . Este efeito parece contribuir 

para a maior efetividade excitatória dessa modalidade de estimulação. 

 

No presente trabalho, foi observado que, para uma dada amplitude de , a estimulação 

elétrica, tanto unidirecional, quanto multidirecional (manual e automática) com pulsos bipolares 

promoveu um maior recrutamento em relação à estimulação com pulsos monopolares. 

Entretanto, quando a intensidade do estímulo foi normalizada pelo  da forma de onda 

correspondente, não houve diferença estatisticamente significativa entre os recrutamentos 

obtidos com o uso de pulsos mono e bipolar. Isto parece decorrer da redução observada de  

determinado com pulsos bipolares (vs. monopolares), de acordo com observações feitas em 

trabalhos anteriores (Jones ., 1987; Bassani ., 2006; Hwang ., 2008), em que o  

de uma dada célula é 20=25% maior quando o estímulo é monopolar, em comparação à 

estimulação com pulsos bipolares.  

Jones . (1987) propuseram que o menor valor de  obtido com a  forma de onda 

bipolar se deveria à ação condicionante da fase hiperpolarizante do pulso, de modo a favorecer 

a recuperação de canais de Na+ no estado inativado, o que aumentaria a disponibilidade destes 

canais para recrutamento a seguir, durante fase despolarizante do pulso recruta, facilitando a 

excitação da célula. Bassani et al. (2006) estimaram que a despolarização da membrana 

requerida para excitação de miócitos cardíacos é 25% menor para pulsos bipolares do que 

monopolares, independentemente da direção da estimulação, o que indica que a forma de onda 

afeta a excitabilidade celular, e não a polarização da membrana induzida por . Assume=se 

que, durante a aplicação de um  externo, há um rearranjo de cargas no interior da célula que 

faz com que parte da membrana seja despolarizada (região mais próxima ao catodo) e parte 

seja hiperpolarizada (região mais próxima ao anodo). Uma ligeira despolarização sustentada 

pode levar à inativação de canais de Na+, o que tenderia a aumentar . Já na hiperpolarização 

ocorre o contrário, o que facilitaria a excitação subsequente por aumentar a disponibilidade de 

canais de Na+ recrutáveis (Aidley, 1998). Este fenômeno, chamado de acomodação do limiar, 

pode levar à estimulação por quebra de anodo: a redução do limiar durante a aplicação de um 

pulso hiperpolarizante de um pulso é tal que, dada a proximidade entre os valores limiar e de 

repouso de , e o retorno não instantâneo de  ao seu valor de repouso, um PA pode ser 
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disparado no momento em que o estímulo é interrompido. Quando o estímulo é bipolar, ocorrem 

polarizações opostas nas mesmas regiões da membrana, ou seja, a região que na primeira fase 

do pulso é hiperpolarizada, na segunda fase é despolarizada, e vice=versa. Essa oposição de 

polaridades pode levar à estimulação por quebra de anodo durante a aplicação do pulso.

Os dados das curvas de recrutamento celular em função de  indicaram que, para uma 

dada intensidade do estímulo, o número de células recrutadas com pulso bipolar foi 

consistentemente maior do que com pulso monopolar. O valor de  (  para recrutamento de 

50%) para pulsos bipolares foi cerca de 30% menor que o valor de  para pulsos 

monopolares. No entanto, exceto pelo desvio à esquerda, não se observou outras diferenças 

entre as curvas de recrutamento (e.g., coeficiente de Hill), o que é compatível com a idéia de 

que a forma de onda não afeta o processo fundamental de excitação, mas provavelmente 

modifica a sensibilidade da célula aos efeitos do estímulo elétrico.   

Como citado anteriormente, para um recrutamento de aproximadamente 80%, a 

estimulação multidirecional permitiu uma redução de 40% na intensidade de  em relação à 

estimulação unidirecional, ou seja, uma variação de 2×  para 1,2× . Com pulso monopolar, 

estes valores correspondem a 4,7 e 7,8 V/cm, respectivamente. No caso do pulso bipolar, 

1,2×  corresponde a 3,8 V/cm (vs. 4,7 V/cm do monopolar). Assim, a estimulação 

multidirecional com pulso bipolar permitiria uma redução adicional de E em 20% para o mesmo 

grau de recrutamento. Portanto, para um recrutamento de aproximadamente 80% das células, a 

estimulação em três direções com pulso bipolar permitiria uma redução de  absoluto em mais 

de 50%, quando comparada com a estimulação monopolar em apenas uma direção (3,8 vs. 7,8 

V/cm). 

 

Neste trabalho, utilizou=se a estimulação de miócitos cardíacos isolados com valores de  

próximos a , ou seja, com valores cuja intensidade é cerca de 5% daquela necessária para 

causar morte celular (Tung ., 1991; Oliveira ., 2008). Se for possível extrapolar os 

presentes resultados para a desfibrilação, que envolve a aplicação de valores de  de alta 

intensidade a todo o coração, a abordagem estimulatória proposta neste trabalho poderia 

resultar em melhora significativa na eficiência do processo desfibrilatório. 

Como dito anteriormente, durante a desfibrilação, regiões do coração podem ser expostas 

a  com intensidade superior a 100 V/cm (Yabe ., 1990), o que se esperaria ser letal a 

todas as células posicionadas longitudinalmente ao campo (Figura 6.1; Oliveira ., 2008). 
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Portanto, uma redução na amplitude do  requerido para a desfibrilação seria de grande 

importância para preservação da população de miócitos após a terapia elétrica. A desfibrilação 

multidirecional tornaria essa redução possível sem que houvesse perda no recrutamento, o que 

é de grande importância considerando que uma desfibrilação bem sucedida se dá quando uma 

quantidade crítica de células é despolarizada (Zipes ., 1975). 

 

 

Figura 5.1 – Curvas de letalidade (probabilidade de letalidade em função do  estimulatório) para células 
posicionadas longitudinal e transversamente à direção de aplicação do estímulo. Os pontos são os 
valores médios e as barras representam o erro=padrão da média (Oliveira ., 2008). 

 

Oliveira . (2008) mostraram que as células são menos sensíveis à ação letal de  

com pulsos bipolares: o fator de segurança (razão entre o valor de  com probabilidade de 50% 

de letalidade [EL50] e ) é maior para pulsos bipolares do que monopolares, pois  é 

aproximadamente 15% maior e  é cerca de 20% menor para a forma de onda bipolar. Isto 

indica que a forma de onda bipolar é superior à monopolar para desfibrilação e estimulação 

marcapasso, pois é mais eficiente na excitação elétrica, além de ser menos lesiva às células.  

Se uma curva de recrutamento para valores desfibrilatórios de  seguisse o mesmo 

padrão das curvas de recrutamento levantadas no presente trabalho, o valor de  para 

pulsos bipolares continuaria sendo consideravelmente menor que o valor de  para pulsos 

monopolares, e seria ainda mais seguro por se afastar de valores letais às células. Nosso 

estudo, assim, corrobora resultados de outros trabalhos da literatura que também evidenciaram 

a superioridade do pulso bipolar em relação ao monopolar (Tang ., 1989; Greene ., 

1995; Gliner ., 1995; Bassani ., 2006; Hwang ., 2008).  
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Diversos outros trabalhos mostraram que dois ou mais choques aplicados em diferentes 

orientações são mais efetivos para a desfibrilação por reduzirem o limiar desfibrilatório 

(Bourland al., 1986; Chang al., 1986; Jones ., 1986; Bardou ., 1988; Kerber ., 

1994; Pagan=Carlo ., 1998; Zheng ., 2002). Dois pulsos parcialmente sobrepostos e 

ortogonais entre si estimulam uma porção maior do miocárdio. Esta sobreposição permite 

também a geração de três vetores elétricos (um para cada pulso e outro correspondendo à 

sobreposição dos dois pulsos), sendo mais eficiente que dois pulsos seqüenciais separados, 

cujos vetores são mais afastados espacialmente (Kerber ., 1994). A modalidade de 

estimulação testada no presente trabalho envolveu o uso de pulsos temporalmente separados 

(portanto, sem sobreposição), aplicados em três direções. No entanto, a energia total aplicada 

foi maior que com apenas um par de pulsos. Como já demonstrado por Oliveira . (2008), a 

sensibilidade das células miocárdicas aos efeitos danosos do campo também é dependente da 

direção de aplicação de . Como a faixa de intensidade de  utilizada neste trabalho foi muito 

menor do que a utilizada para desfibrilação, é importante que seja investigado futuramente se a 

provável redução do efetivo para desfibrilação obtida com o presente método será suficiente 

para minimizar a lesão celular comumente resultante da aplicação de  de altas intensidades.    

Exner . (1994) observaram em humanos que a combinação da forma de onda bipolar 

com pulsos seqüenciais durante a desfibrilação reduziu significativamente o limiar de 

desfibrilação quando comparado com o uso de apenas um estímulo com forma de onda bipolar 

ou apenas pulsos seqüenciais monopolares. Os experimentos realizados no presente trabalho 

mostraram que a estimulação multidirecional com pulso bipolar permite uma redução de 50% na 

intensidade de . Uma redução nesta proporção durante uma desfibrilação faria com que a 

probabilidade de letalidade alcançasse valores próximos a zero para as células alinhadas com 

 (Figura 6.1). Para choques desfibrilátorios, uma pequena diminuição da intensidade de  

pode reduzir marcantemente a produção de efeitos nocivos pelo choque. Portanto, a aplicação 

da técnica multidirecional na desfibrilação, especialmente em associação à forma de onda 

bipolar, pode se mostrar capaz de evitar que muitas células sofram lesões, por permitir alto 

recrutamento com menores valores de . A potenciação da estimulação aparentemente devida 

à estimulação sub=limiar prévia durante a aplicação automática de estímulos em três direções 

durante poucas dezenas de milissegundos também poderia contribuir para aumento da 

efetividade. No entanto, ainda é necessário que esta possibilidade seja confirmada em 

preparações multicelulares e .  

Mesmo existindo trabalhos que mostram que a desfibrilação é mais eficiente quando é 

aplicado em várias direções, é preciso considerar que, no coração inteiro, as células estão 
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acopladas eletricamente e que isto pode influenciar a resposta da membrana celular ao  

aplicado externamente, pois os resultados do presente trabalho foram obtidos em miócitos 

cardíacos isolados. Além disso, os danos causados pelos choques de alta intensidade que 

causam prejuízos às células (entre eles, a depressão contrátil, Soares, 2003) e dificultam uma 

nova desfibrilação, por outro lado, são capazes de inibir a onda fibrilatória, facilitando a 

desfibrilação (Al=Khadra ., 2000). Isto significa que os mecanismos responsáveis pela 

desfibrilação bem sucedida podem estar além do recrutamento de uma grande quantidade de 

células, assim, é preciso entender melhor estes mecanismos para buscar a técnica 

estimulatória ideal. 

Outro fator a ser considerado é que a estimulação multidirecional requer um total de seis 

eletrodos, tornando=se necessária a redução de seu tamanho para melhor posicionamento e 

contato. Esta redução, porém, aumenta a densidade de corrente que pode lesar e provocar 

queimaduras do tecido em contato, principalmente quando se trata da desfibrilação, a qual 

envolve  elevados.  

A lesão celular pode ocorrer não só durante a desfibrilação, mas também durante 

estimulação marcapasso do coração (que requer menores valores de ) devido à geração de 

correntes elevadas próximo aos eletrodos. O desacoplamento elétrico que se estabelece no 

tecido lesionado pela estimulação contínua torna a excitação mais difícil por levar ao aumento 

do limiar (Sambelashvili ., 2004). Isto pode causar não apenas falhas na excitação do 

miocárdio, mas também a necessidade de aumento da intensidade do estímulo, o que agravará 

mais a lesão. Quanto maior a densidade de corrente do estímulo marcapasso, maior o 

desenvolvimento de fibrose (Seguí, 1990). Portanto, a estimulação multidirecional automática 

poderia ser uma importante alternativa para a estimulação marcapasso, com o intuito de se 

reduzir a amplitude do estímulo e, consequentemente, a incidência de lesão. Por outro lado, é 

importante considerar que o aumento do número de eletrodos estimulatórios poderia resultar 

em maior lesão miocárdica total, mesmo que o grau de lesão fosse relativamente menor em 

cada sítio de estimulação. Portanto, ainda são necessários futuros trabalhos sobre a 

aplicabilidade e possíveis benefícios ou prejuízos desta abordagem estimulatória.  

Adicionalmente, a estimulação multidirecional pode ser utilizada em qualquer tipo de 

experimento no qual seja necessário estimular eletricamente células individuais ou populações 

de células. Em alguns casos, a faixa de tensão fornecida pelos estimuladores elétricos 

disponíveis comercialmente não é suficiente para estimulação, como, por exemplo, de células 

de pequenas dimensões (Gomes ., 2001) e quando há modificações na composição de 

soluções de perfusão. Nestes casos, a estimulação multidirecional facilitaria a excitação.
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No presente trabalho, analisou=se a relação entre direção, forma de onda e intensidade 

do estímulo na excitação de populações de miócitos cardíacos isolados orientados de maneira 

aleatória, a partir de instrumentação desenvolvida no laboratório que permite variar rapidamente 

a direção de aplicação do estímulo. Os resultados obtidos mostraram que a estimulação 

multidirecional é mais eficaz na excitação de células por possibilitar a redução da amplitude de 

 para um mesmo recrutamento celular (ou, em outras palavras, possibilitou um significativo 

aumento do número de células excitadas por uma dada amplitude de ) em relação à 

estimulação unidirecional.  

Se fosse realizada uma desfibrilação multidirecional, em combinação com a forma de 

onda bipolar, cuja superioridade sobre a monopolar já é bastante conhecida, a chance de 

sucesso da reversão da arritmia seria maior e ainda se reduziria o risco de lesão do tecido 

cardíaco. Porém, em altas intensidades, outras questões teriam que ser analisadas para o 

resultado positivo da desfibrilação multidirecional, como, por exemplo, o tamanho dos eletrodos.  

A estimulação/desfibrilação com mais de uma direção de aplicação do estímulo é um 

tema já abordado em diversos trabalhos anteriores que mostram que esta técnica é capaz de 

excitar um maior número de células com um menor . Contudo, o presente trabalho apresenta 

evidência inédita de que a estimulação multidirecional, além de recrutar células em diferentes 

direções, também é capaz de alterar a sensibilidade da célula ao estímulo, facilitando a 

excitação e tornando=se, assim, mais um fator de redução do  estimulatório. Esses resultados, 

portanto, podem ter importante impacto sobre o desenvolvimento de procedimentos de 

estimulação cardíaca (marcapasso e desfibrilatória) mais eficientes e de menor risco. 
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