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Resumo

RESUMO

O procedimento mais efetivo para reverter arritmias cardiacas consiste na aplicacdo de
choques elétricos de alta intensidade, como é o caso da desfibrilagdo. Estimulagdo com
campos elétricos (E) elevados, entretanto, exerce efeitos deletérios sobre o musculo cardiaco,
podendo causar disfungdes elétrica e contratil e até a morte celular. Privilegiar a estimulagao na
direcao longitudinal, para qual o limiar de excitacdo das células cardiacas € menor, seria uma
forma de se reduzir a amplitude do estimulo sem perder a efetividade da estimulagao. Para isto,
foi desenvolvido e testado, em midcitos ventriculares orientados de maneira aleatéria, um
sistema de estimulacdo multidirecional automatica que permite o chaveamento controlado de
estimulos sequenciais para trés diferentes pares de eletrodos (cada um correspondendo a uma
direcao) em um intervalo de tempo inferior a duragao do potencial de agao (periodo em que a
célula se encontra eletricamente refrataria). A estimulagdo multidirecional com uma intensidade
de E 20% acima do limiar estimulatério (1,2x ETM) dobrou o recrutamento (excitagcdo) de
células (80 vs. 40% com estimulagao unidirecional, p<0,001). Adicionalmente, o recrutamento
com a estimulagdo multidirecional automatica foi maior (p< 0,001) do que a soma dos
recrutamentos obtidos com a estimulagdo em cada diregao individualmente (sem intersecgéo), o
que sugere que a estimulagdo sublimiar durante o procedimento automatico pode aumentar a
excitabilidade celular. Foi observado também que, para uma dada amplitude do estimulo, o uso
da forma de onda bipolar (para a qual o valor de Eqy foi menor que para pulsos monopolares:
3,2+0,1vs. 39+0,1V/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 combinagao da estimulacao
multidirecional automatica com o uso da forma de onda bipolar permitiu, portanto, uma reducao
de cerca de 50% no valor do E absoluto (3,8 vs. 7,8 V/cm com estimulag¢ao unidirecional e pulso
monopolar) para um recrutamento de ~80% das células. A aplicagéo destes procedimentos na
estimulacdo cardiaca (marcapasso e desfibrilagdo) pode otimizar o processo, levando a uma

melhor eficiéncia e uma menor incidéncia de lesdo.
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Abstract

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 (E) 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 E 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 (1.2x 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 E 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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1 Introdugao

CAPIiTULO 1 — INTRODUGAO

A estimulacdo cardiaca por campos elétricos € o procedimento mais efetivo para a
reversao de anomalias do ritmo cardiaco (arritmias), as quais podem colocar em risco a vida do
individuo. As arritmias cardiacas estdo, inclusive, entres as principais causas de morte da
populagdgo mundial. Nos Estados Unidos, 35,3% das mortes se devem as doencas
cardiovasculares, segundo dados de 2005 da American Heart Association, enquanto que no
Brasil, este indice é de 32,2% (dados do Boletim Saude Brasil 2007 do Ministério da Saude).

O mau funcionamento do coragao pode levar a morte, pois este € o 6rgéo responsavel
por bombear o sangue para todo o organismo. O bombeamento efetivo depende da atividade
ritmica e coordenada dos atrios e ventriculos, a qual, por sua vez, depende de um padrao
sequencial de excitacdo e contracdo. Se este padrdo é alterado, ocorrem arritmias que
prejudicam a fungéo do érgao.

O coragéo é formado por quatro camaras (dois atrios e dois ventriculos) que formam duas
bombas separadas que funcionam em série: o coragao direito, que bombeia o sangue para os
pulmdes, e o coragdo esquerdo, que bombeia o sangue para os demais tecidos. Os atrios
recebem o sangue que chega ao coracdo pelas veias cavas e pulmonares, e bombeiam parte
desse volume para os ventriculos. 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 cardiaco € produzido por mecanismos especiais no coragao, cujo principal
marcapasso, o hdédulo sinoatrial (nhédulo SA), é formado por um grupo de células auto-excitaveis
que esta localizado no atrio direito. Proximo a base do atrio direito encontra-se o ndédulo
atrioventricular (nédulo AV), que consiste em outro grupo de células com propriedade de
automatismo, porém com frequéncia intrinseca inferior & do nédulo SA. Do nédulo AV, saem
fibras especializadas em conducgao elétrica que formam o chamado feixe de His (ou feixe atrio-
ventricular), que se divide em ramos direito e esquerdo, e passa pelo septo interventricular em
direcdo ao apice do coracdo. Na regido apical, as fibras de condugado formam numerosos
pequenos ramos (fibras de Purkinje), que penetram pelas paredes ventriculares, dirigindo-se as
camadas parietais externas (epicardio) e a base ventricular.

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

desenvolvimento de atividade contratil. Para o sangue ser ejetado para a circulagdo a niveis
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adequados de pressao, a onda de contracido precisa se deslocar do apice para a base dos
ventriculos, de onde saem os principais vasos arteriais. Assim, o potencial de agao (PA,
explicado a seguir de modo mais detalhado), que precede a contragéo, chega a diferentes
regidbes do coragdo em tempos diferentes, e apresenta duragao diferente nessas regides. A
ejegao do sangue é favorecida pelo arranjo espiral da musculatura das paredes ventriculares
(Figura 1.1) que, durante a contragao, 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 ventriculos (Silverthorn,
2003).

Figura 1.1 — Orientagdo das fibras musculares ventriculares: trés grupos de fibras em arranjo espiral
formam os dois ventriculos, e um outro grupo compde apenas a estrutura muscular do ventriculo

esquerdo (Malmivuo & Plonsey, 1995).

O midcito cardiaco responde a um estimulo elétrico com uma variagao do potencial de
membrana (Vm). Em repouso, Vm varia entre -60 e -90 mV (negativo no meio interno em
relacdo ao externo) (Garcia, 1998). Quando o miécito € estimulado eletricamente, o Vm torna-se
menos negativo, e diz-se que a membrana foi despolarizada. Quando a despolarizagao alcanga
um determinado valor de potencial (limiar de excitagao), ela induz o aparecimento de um PA. O
PA ocorre devido a abertura rapida e massiva de canais idnicos (em especial, canais de Na*
dependentes de tensado elétrica), e consiste numa variacdo 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 n&o é mais controlado pelo estimulo 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 despolarizagado rapida, na qual o Vm
parte de -70 a -80 mV e atinge +35 a +50 mV); b) fase 1, de repolarizagao inicial, que é rapida e
parcial; c) fase 2, de platd, que corresponde ao periodo em que a taxa de repolarizagao € muito
baixa, e Vm se mantem préximo a 0 mV; d) fase 3, de repolarizagao final, na qual a célula
recupera o valor de repouso de Vm; e) fase 4, que é a diastole elétrica (Vm de repouso) e que
corresponde ao intervalo entre o final da repolarizagéo e o inicio do PA seguinte. O platé (fase

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

_

200 ms

Figura 1.2 — Registro da variacdo do potencial de membrana (Vm) em funcédo do tempo durante um
potencial de agao (PA) tipico em um midcito ventricular de mamifero. Os algarismos indicam as fases do
PA: fase 0 de despolarizagdo rapida, fase 1 de repolarizagdo inicial, fase 2 de platd, fase 3 de

repolarizacao final e fase 4 de diastole elétrica. Modificado de Bers (2001).

No coracgao, a despolarizagéo se inicia no ndédulo SA e é propagada para as células atriais
vizinhas através dos discos intercalares, os quais consistem em jungdes comunicantes
especializadas que formam conexdes de baixa resisténcia, fazendo o acoplamento elétrico
entre as células (Garcia, 1998). A atividade elétrica se propaga até o ndédulo AV, que consiste
na unica via pela qual os PAs podem alcancar as fibras contrateis dos ventriculos, e que gera
um atraso na transmissao dos PAs. Este atraso na conducao atrioventricular permite que os
atrios se contraiam antes dos ventriculos € se deve a uma maior duragao dos PA e a uma
menor dimensdo das células desta regido, bem como as caracteristicas dos canais de

comunicacgao intercelular nesta regiao (Katz, 1992). A onda de excitacdo passa do nédulo AV
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para o feixe de His, até alcangar as fibras de Purkinje, as quais transmitem os impulsos
primeiramente pelo apice e por toda superficie endocardica e, em seguida, em diregcao a base e
ao epicardio. Pelo fato das fibras de Purkinje serem uma via de condugéo rapida, o impulso
cardiaco chega a quase todas as regides dos ventriculos em um pequeno intervalo de tempo
(cerca de 50 ms) (Guyton & Hall, 2002).

Apesar de cada contracdo ventricular envolver a atividade de todas as células do coragdo
(sincicio cardiaco), cada célula individual esta apta a responder a um estimulo elétrico e, por
isso, é possivel induzir atividade elétrica e contratil em midcitos isolados.

Durante parte do PA, a célula é completamente refrataria a novos estimulos, ou seja, ela
€ incapaz de disparar um novo PA, independente da intensidade do estimulo. Neste estado ela
encontra-se no periodo refratario absoluto. Na parte final do PA (periodo refratario relativo), a
célula ja é capaz de responder com um novo PA a um novo estimulo, porém, este precisa ter
maior intensidade do que o normal (Berne et al., 2004). O conceito de periodo refratario tem
bastante importancia em se tratando de estimulacao elétrica das células. Na situagao in vivo,
ndo ha periodo refratario relativo, pois nesta situagédo o estimulo é sempre o mesmo (i.e., a
onda de ativagdo elétrica transmitida de célula a célula). Porém, na estimulagéo elétrica
artificial, € possivel variar a intensidade do estimulo e aplicar um ou mais estimulos de acordo
com a duracgao da refratariedade.

A estimulagéo elétrica é frequentemente utilizada para ativar tecidos excitaveis (como o
tecido cardiaco), em substituicdo ao estimulo fisiolégico. As células cardiacas podem ser
estimuladas, por exemplo, pela aplicacdo de um campo elétrico externo. Neste caso, o campo
gera um potencial externo cuja amplitude varia assimetricamente no espaco, permitindo que a
célula responda ao estimulo gerando correntes transmembrana que disparam um PA, seguido
de uma contragdo. Portanto, durante a estimulacdo por campo, o processo de excitacdo €
semelhante aquele sob condi¢des fisiologicas.

Quando se aplica um campo elétrico externo uniforme a célula, ha a geragcao de um fluxo
de corrente ao redor desta, o qual resulta num gradiente de potencial elétrico ao longo da
superficie externa da célula. Como o potencial intracelular ndo muda, Vm varia espacialmente
de acordo com o potencial externo. Assim, as regides da membrana nos extremos da célula sao
polarizadas de maneira oposta, e cada parte da membrana experimenta um valor diferente de
Vm (Knisley et al., 1993; Cheng et al., 1999; Sharma & Tung, 2002; Oliveira et al., 2008).
Quando Vm atinge o valor critico que leva a abertura de canais de Na*, um PA é disparado e

seguido pelo desenvolvimento de uma contragdo. O valor minimo de campo capaz de causar o
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disparo de um PA (e, consequentemente, de uma contragédo em células musculares) € chamado
de campo limiar excitatorio (Ery).

Como os disturbios do ritmo cardiaco sdo cada vez mais comuns na populagio, a
estimulagao elétrica do coracao torna-se um procedimento terapéutico cada vez mais essencial,
principalmente quando se trata da fibrilagdo ventricular (FV). Dentre as arritmias, a FV é a que
apresenta o maior risco, pois consiste de uma ativagdo desorganizada dos midcitos, o que
prejudica de modo consideravel a capacidade do coracao ejetar o sangue. Isto faz com que a
FV seja a principal causa de morte subita entre os adultos (Gray & Jalife, 1998; Jalife, 2000;
Ten Tusscher et al., 2007). Neste caso, para restaurar o ritmo e, conseqlientemente, a atividade
bombeadora, é freqientemente necessaria a aplicagdo de campos elétricos de alta intensidade
(desfibrilacdo). Campos elétricos muito elevados, contudo, exercem efeitos deletérios sobre o
musculo cardiaco, podendo causar disfuncgdes elétrica e contratil temporarias, e até a morte
celular (Tung, 1996). Por outro lado, é necessario que, durante a estimulagao, a intensidade do
campo elétrico seja alta o suficiente para a excitagdo de um grande numero de células
miocardicas (ldeker et al., 1995).

A interacdo do campo elétrico com o coragdo € complexa, pois 0 miocardio, além de
apresentar anisotropia elétrica (a resposta de uma célula a um estimulo endégeno ou exégeno
depende da diregdo em que este é aplicado; Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 2008), também
possui fibras musculares dispostas em varias diregdes (ver Figura 1.1; Vetter et al., 2005).
Estas condigbes resultam na geragdo de gradientes n&o-uniformes de potencial e,
consequentemente, as células no miocardio ficam expostas a campos de magnitude
amplamente variavel (Vetter et al., 2005). Logo, para que seja possivel a excitagdo de um
nuamero significativo de células durante a desfibrilagdo, a intensidade do campo precisa ser
elevada. Considerando, portanto, a organizagdo complexa das fibras musculares e suas
caracteristicas, € improvavel que o campo minimo efetivo para desfibrilacao esteja presente em
todo 6rgdo. Um campo elétrico de 1 V/cm é o suficiente para a excitagao (ldeker et al., 1995),
mas durante a desfibrilacdo, dependendo de sua localizagcdo e orientacdo, algumas células
podem ser expostas a campos maiores que 100 V/cm, como é o caso das células que
encontram-se proximas aos eletrodos do desfibrilador (Yabe et al.,, 1990). Esta intensidade de
campo gera gradientes de potencial cerca de 20 vezes maiores que o limiar estimulatério (Tang
et al., 1992; Oliveira et al., 2008). Células submetidas a esta magnitude de campo, na direcéo
longitudinal, tém mais de 50% de probabilidade de letalidade (Oliveira et al., 2008).

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

favorece a geracao de bloqueio de conducéao (o que facilita a perpetuacao da arritmia), podendo



1 Introdugao

contribuir para o insucesso da intervencado desfibrilatéria e tornar mais difici uma nova
desfibrilagdo. A probabilidade de 6bito, que é de 50% se a arritmia é tratada nos primeiros 5
minutos, aumenta 10% a cada minuto sem tratamento. Poucas tentativas de desfibrilacdo tém
éxito apés 10 minutos (Eisenberg et al., 1980; Larsen et al., 1993). O limiar desfibrilatorio
durante a FV costuma ser mais alto que o normal (15 V/cm ap6s 10 s de FV vs. 6V/cm; Strobel
et al., 1998; |deker et al., 1995). Todos estes fatores tornam a desfibrilagdo um procedimento de
alto risco.

Entre os efeitos indesejados que a desfibrilagdo pode causar sobre o coragao, estdo a
depressdo da fungdo contratil, necrose do tecido, disturbio na condugdo do PA e outras
alteragdes fisioldgicas, como ja observados in vivo (Dahl, et al., 1974; Avitall, et al., 1990; Yabe
et al., 1990; Li et al., 1991; Tang et al., 1993; Gazmuri et al., 1996; Xie et al., 1997; Tokano et
al., 1998), em preparagcbes miocardicas multicelulares (Soares, 2003) e em células cardiacas
isoladas (Jones et al. 1978; 1987; Krauthamer & Jones, 1997; Cheng et al., 1999; Cheek &
Fast, 2004; Oliveira et al., 2005, 2008).

Em estudos anteriores de nosso grupo, a geometria celular e a orientagdo do estimulo
foram identificadas como importantes fatores na interagdo do campo elétrico com células
cardiacas (Lima, 1999; Gomes et al., 2001; Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 2008). No caso
da orientacdo do estimulo, observou-se que a intensidade de E; aplicado na direcao
longitudinal ao eixo maior da célula é cerca de 50% daquela requerida para estimulagdo na
diregao transversal (Tung et al., 1991; Ranjan & Thakor, 1995; Bassani et al., 2006; Oliveira,
2004). A Figura 1.3 mostra como E7 varia com a orientagdo do campo elétrico em relagdo ao
eixo maior da célula. A intensidade do campo capaz de levar a morte celular também depende
da orientagdo do estimulo, com maior efeito letal quando aplicado na diregéo longitudinal
(Oliveira et al., 2008).
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Figura 1.3 — Campo limiar excitatério (E7) em fungao da orientagdo (em graus) da diregdo de aplicagao do
estimulo em relagédo ao eixo maior da célula. Quando esta diregao é perpendicular, E+ é o dobro do valor
medido na mesma célula quando a direcdo do estimulo é paralela ao eixo maior da célula. Os pontos s&o

os valorés meédios e as barras verticais indicam o intervalo de confianca para 95% (Bassani et al., 2006).

Assim, para o desenvolvimento de procedimentos estimulatérios mais efetivos e seguros,
€ essencial que se procure aperfeicoar a estimulagao elétrica excitatoria, buscando utilizar
campos de intensidade inferior a faixa que provoca efeitos lesivos. Privilegiar a estimulagdo na
direcao longitudinal seria um modo de minimizar a intensidade do campo estimulatério efetivo.
No entanto, um obstaculo de natureza pratica é a complexa orientacdo espacial dos midcitos no
tecido cardiaco. E possivel, porém, variar a direcdo com a aplicacdo seqiiencial de estimulos
através de varios pares de eletrodos em diferentes orientagbes em relagdo ao o6rgao
(estimulagédo multidirecional). Embora haja relatos de sucesso na utilizagdo de multiplos
eletrodos em testes preliminares in vivo (Exner et al., 1994; Pagan-Carlo et al., 1998; Jayanti et
al., 2007), ainda nao esta claro se isto se deve a efetividade da estimulagdo numa populagéo
maior de ceélulas.

No presente trabalho, buscou-se explorar esta possibilidade e contribuir para melhor
caracterizar a resposta de células individuais a estimulacdo multidirecional. Para isto, foi
desenvolvido e testado em populacdes de midcitos cardiacos isolados orientados de maneira
aleatéria um sistema de estimulagado multidirecional que permite o chaveamento controlado de
estimulos seqlenciais para diferentes pares de eletrodos. Isto possibilitou analisar a relacéo
entre intensidade e numero de diregcdes de aplicacdo do estimulo na excitagdo da mesma

preparagao bioldgica.



2 Objetivos

CAPITULO 2 — OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a hipdtese de que a estimulacao
multidirecional é mais efetiva do que a estimulagdo em uma Unica dire¢do na excitagdo de

células cardiacas durante processo de estimulagdo miocardica por campos elétricos.
Os objetivos especificos foram:

a) desenvolver e testar, em populagcdes de midcitos cardiacos isolados orientados de
maneira aleatéria, uma instrumentacdo que permita a aplicacdo da estimulacao

multidirecional automatica (rapida variagao da diregédo, da ordem de milissegundos);

b) comparar a efetividade excitatdria da estimulagao elétrica uni e multidirecional;

¢) analisar como a forma de onda do estimulo afeta o recrutamento excitatério durante a

aplicagdo de campos elétricos em uma e trés diregdes.



3 Material e Métodos

CAPITULO 3 — MATERIAL E METODOS

3.1 MIOCITOS VENTRICULARES

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (3-7 meses de idade) de ambos os sexos
provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacdes Bioldgicas (CEMIB-UNICAMP) e do
Biotério do Centro de Engenharia Biomédica (CEB-UNICAMP). Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas, onde receberam agua e racao a vontade, sob um ciclo claro-escuro de 12:12
horas. Os ratos nao sofreram nenhuma manipulagdo 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 Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (Instituto de Biologia / UNICAMP; certificados No. 1186-1, 1517-1 e
1737-1).

3.1.2 Solucgoes fisioldégicas

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada, com exceg¢ao das solugdes
utilizadas no isolamento dos midcitos, que foram preparadas com agua ultrafiltrada (tipo I,
resistividade > 18 MQ.cm). As concentragdes dos solutos nas solugdes apresentadas a seguir

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

Solucéo de Tyrode @ Calcio: NaCl 140; KCI 6; MgCl, 1,5; acido N-2 hidroxietilpiperazina-
N”-2 etano-sulfénico (HEPES) 5; glicose 11.

Solucéo de Tyrode normal (NT): Mesma composi¢cado da Tyrode & Calcio, porém com a
adicdo de 1 mM de CaCl,.

Solucao Krebs-Henseleit modificada: NaCl 115; KClI 4,6; KH,PO,4 1,2; NaHCO; 25; MgSO,
2,4; glicose 11.
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Solucéo cardioplégica: KH,PO, 10; KCI 30; MgCl, 1; taurina 20; glicose 11; HEPES 10;

acido glutamico 70.

Solucdo de Tyrode para Isolamento de Células (TyCl): tem composicao igual a NT,

porém, CaCl, é substituido por MgCl, e a concentragdo de HEPES é de 10 mM.

3.1.3 Isolamento das células

Os midcitos ventriculares foram isolados por digestao enzimatica do coragédo (Bassani et
al., 1992; Bassani & Bassani, 2002).

Os ratos foram sacrificados por exsanguinagdo apds concussao cerebral, com imediata
retirada do coragado. Inicialmente, o coracado foi perfundido por 5 min em um sistema de
Langendorff com solugao de Krebs-Henseleit sem calcio, a 37 °C. Para a digestdo enzimatica, o
coragao foi perfundido com a mesma solugdo contendo 0,8-1,0 mg/ml de colagenase tipo |
(Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) durante 15-20 min, ou até que o
tecido ficasse flacido. Em seguida, a enzima foi removida por perfusdo com solugcao TyCl
contendo albumina sérica bovina (0,5 mg/ml) por cerca de 10 min. O ventriculo direito foi
descartado, e o tecido ventricular esquerdo junto com o septo foi delicadamente triturado em
solugdo cardioplégica para a dissociagdo das células. Esta mesma solugéo foi usada para

lavagem e armazenamento das células.

3.2 DISPOSITIVOS E EQUIPAMENTOS

3.2.1 Camara de estimulagao

A camara de estimulacdo utilizada nos experimentos é feita de acrilico transparente e
possui formato cilindrico de secc¢ao transversa circular, com raio de 10 mm, altura de 5 mm e
volume de 1,57 ml. A borda da cAmara, mostrada na Figura 3.1, é saliente e possui seis orificios
espacados em 60°. Estes orificios permitem a passagem dos eletrodos de estimulagédo, os
quais sao feitos de platina, possuem 5 mm de comprimento e 0,5 mm de didmetro, e ficam
posicionados perpendicularmente ao fundo da caAmara.

A base da cAmara é formada por uma laminula de vidro, onde sdo depositadas as células
cardiacas para estimulagdo. Sob esta laminula, existe uma pecga de acrilico opaco com um

orificio central com didmetro de 4 mm, que permite a passagem de luz do microscopico e

10
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delimita a area de trabalho. O tamanho deste orificio foi determinado por meio de calculos, a
partir do mapeamento do campo elétrico no interior da camara (Bassani et al., 2006), de forma
que o campo elétrico nesta area fosse uniforme durante a estimulagdo (variagdo do campo
menor que 1% em maddulo e menor que 1° em diregdo). Na area de trabalho, portanto, era onde
se encontravam as células observadas no microscopio.

Os seis eletrodos colocados nos orificios da camara de estimulagao formam trés pares, e
cada par corresponde a uma diregcdo de estimulagdo, as quais foram definidas como 0°

(referéncia), 60° e 120°.

3.2.2 Estimulador elétrico para estimulagao manual

O estimulador elétrico utilizado, desenvolvido e fabricado na Area de Pesquisa e
Desenvolvimento do CEB-UNICAMP (OS. 01581/97; fonte auxiliar: OS. 0198/97), fornece
pulsos retangulares de tensdo com forma de onda mono e bipolar, amplitude de 0 a 40 V,
duragao de 0,5 a 30 ms e frequéncia de 0,125 a 33,3 Hz. Sua alimentacgéo é feita por fontes de
tensao simétricas de 15 e 40 V. A amplitude da corrente elétrica fornecida pelo estimulador (a
mesma que fluia no interior da cdmara entre os eletrodos) varia entre 0 e 100 mA, e foi medida
por meio de um resistor de precisdo de 10,048 Q em série com a carga (volume condutor no
interior da cAmara contendo a solucéo fisioldgica e as células). A partir da corrente, foi possivel

estimar o valor do campo elétrico (E), como descrito no item 3.3.3.
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eletrodos

Altura
5 mm

Laminula

Base da
camara

Peca em acrilico
opaco para delimitar ‘

area de trabalho

R A
A8

Figura 3.1 — Vista explodida da camara de estimulagéo cujo raio da base mede 10 mm (Lima, 1999).
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3.2.3 Sistema de estimulacao multidirecional automatica com pulsos

monopolares

3.2.3.1 Circuito de chaveamento

Foi desenvolvido um circuito de chaveamento para que os estimulos chegassem
defasados no tempo a cada par de eletrodos da camara de estimulacéo (0°, 60° e 120) por um
periodo inferior a 30 ms, de modo que o ultimo estimulo (de um total de trés, um de cada
direcdo) fosse aplicado ainda dentro do periodo refratario absoluto do potencial de acgao, cuja
duragédo em células ventriculares de rato é inferior a 80 ms a temperatura ambiente (Bassani et
al., 1994). Este circuito era composto por trés interruptores que faziam a ligagao entre uma
fonte de tensdo variavel (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 condugao destes
interruptores, a qual dependia da duragéo, do intervalo (tempo entre o final de um pulso e o
inicio do pulso seguinte no outro par de eletrodos) e do atraso do pulso em relagdo ao pulso

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

,Sms,Sms,
Pul ntrol
Vo+ ulsos de controle V120 l |
a00 V60
Vo0
V60 b A
aol hva
! V120
V120+ V60
a02 \ 41}

Figura 3.2 — Esquema do sistema de estimulacdo multidirecional automatica com pulsos monopolares.
Os pulsos de controle determinam o tempo, da ordem de milissegundos, em que os interruptores
conduzem. Os interruptores estdo conectados ao pares de eletrodos da camara de estimulagéo, a qual
esta ilustrada a direita.

A fonte de tensao variavel era usada para controlar a amplitude dos pulsos de tensao de
estimulacdo e, por consequéncia, a corrente gerada na camara durante a aplicacdo do E
desejado. O resistor de precisdo usado para medir a corrente, neste caso, de 6,8 Q (5 W, 5%),
foi colocado em série com a fonte de tensdo (e, por conseqiéncia, 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 reversiveis, cujo tempo de comutagio € de, no maximo, 2 ms. Os relés comutam
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quando suas bobinas sdo energizadas. A circulagdo de corrente pela bobina ocorria quando o
sinal de controle alcancava a base de um transistor NPN 2N2222 através de um buffer nao-
inversor CD4050B em série com um resistor de 560 Q. Um diodo 1N 4148 foi ligado em paralelo
com a bobina do relé para permitir a circulagdo de corrente enquanto a bobina descarregava.
Um circuito com esta configuragéo (Figura 3.3) foi montado para o controle de cada relé (trés no
total). A Figura 3.4 ilustra o circuito completo, com os trés interruptores e com dois buffers em
paralelo na base de cada transistor. Isso se deve ao fato do circuito integrado CD4050B possuir
seis buffers e, para que nao ficassem sem conexao, trés buffers foram usados aos pares, sem
que sua fungao fosse alterada.

O circuito integrado de buffers e os relés eram alimentados com 5 V (fonte DC, modelo
PS281, 0-30 V, Tektronix Inc., Beaverton, OR., U.S.A.).

Céamara de
estimulacéo

5 Vdc

MQ2RC-5V ;\;\ C) /I 1N4148

00
— 5 Vdc
!\k 560 Q -
_l I_ 2N2222
. P VAN '\‘
Sinal de CD4050B l
controle L

Figura 3.3 — Circuito de chaveamento correspondente a diregdo 0°.
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Figura 3.4 — Circuito de chaveamento completo conectado a cdmara de estimulagéo.

5Vdc
8 [4 2
MQ2RC-5V \Yx O /N 1N4148
J
715 1
5Vdc
1 560Q
Pl 2N2222
. N
Sinal de
controle CD4050B
5l@c
8 [4 2
6,903
MQ2RC-5V 7\ () Z§1N4148
715 1
—_—
Camara de T
estimulacéo ] - 2N2222
Sinal de
controle
5Vdc
8 |4 2
MQ2RC-5V H () ZX 1N4148
1715 1
—
. 2N2222
Sinal de |
controle CD40508
5Vdc
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3.2.3.2 Controle do chaveamento

O controle dos relés foi feito com um programa desenvolvido na plataforma LabView™,
um ambiente de programacao grafica da National Instruments, capaz de, entre outras funcgoes,
gerar sinais analdgicos e digitais para controle de instrumentos. Os programas em LabView™,
chamados de instrumentos virtuais (VI — Virtual Instrument), possuem um diagrama de blocos,
no qual estado as instrucdes e fungdes légicas (codigo fonte do programa), e um painel frontal,
que faz a interface grafica com o usuario. No diagrama de blocos, ou seja, na area de
programacgao do VI, sdo colocados os blocos de operagdes e as conexdes entre eles. Neste
mesmo diagrama se faz o controle dos dispositivos de I/O (aquisicdo de dados e geragdo de
sinais analdgicos e digitais). No painel frontal, o usuéario pode, por meio de botdes, graficos e
indicadores analdgicos, por exemplo, ajustar valores de entrada (controle) e observar os valores
de saida (indicadores) processados no diagrama de blocos. Cada elemento do painel possui
um icone correspondente no painel de programacgao (diagrama de blocos).

Para a geracdo de pulsos retangulares monopolares de tensdo a serem enviados ao
circuito de chaveamento para controlar o acionamento de relés, utilizou-se a fungao Simulate
Signal. Com esta funcdo, é possivel determinar a forma de onda do sinal e seus parametros
(frequéncia, duty cycle, amplitude, offset e fase), cujos valores podem ser variados no painel
frontal com o uso dos controles numéricos. Utilizou-se um bloco Simulate Signal para cada sinal
gerado (trés no total), como se vé na Figura 3.5, e estes blocos foram conectados ao bloco da
funcdo DAQ-Assistant, a partir da qual era possivel configurar a placa de aquisi¢do de dados
(placa PCI 6229, National Instruments, controle digital e analégico de baixa poténcia) ligada ao
computador.

Para a fungao DAQ-Assistant, escolheu-se a tarefa de saida analdégica para a geragao
continua de sinais de tensdo. Assim, trés sinais eram enviados ao hardware (circuito de
chaveamento) através dos canais ao0, ao1 e ao2. O indicador grafico Waveform Graph permitiu
a visualizagdo dos pulsos gerados no painel frontal (Figura 3.6).

Todos estes blocos foram colocados dentro da rotina “While”, uma estrutura de
programacéao que faz com que o programa seja executado de forma continua, parando apenas

quando o botao Stop é acionado pelo usuario.
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Figura 3.5 — Diagrama de blocos. O fluxo de dados e a ordem de execugédo dos comandos ocorrem da

esquerda para a direita no painel de programagdo, de forma seqlencial, e estdo determinados pelas
operagdes ou fungdes que processam os dados.
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Figura 3.6 — Painel frontal com controles numéricos e o indicador grafico.

3.2.4 Sistema de estimulacao multidirecional automatica com pulsos

bipolares

3.2.4.1 Circuito de chaveamento

Para a geracdo de pulsos bipolares seqlenciais dentro do intervalo de tempo
correspondente ao periodo refratario do potencial de agao, o circuito de chaveamento utilizado
foi similar ao circuito para pulsos monopolares, porém, ao invés de trés 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 a fase positiva do pulso bipolar, e o outro interruptor, aquela correspondente a
fase negativa. Para isto, os interruptores foram ligados com a polaridade invertida a fonte de

tensao variavel (Figura 3.7). A medicdo da corrente no interior da camara foi realizada do
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mesmo modo que o usado para estimulagdo com pulsos monopolares e o valor do resistor de

precisdo também foi de 6,9 Q (Figura 3.8).

Vo o—T o
o/l/
o o—

Vo-

12 +°/I/
) V120 o/l/

Figura 3.7 — Esquema da conexdo dos interruptores do sistema de estimulacdo multidirecional
automatica com pulsos bipolares.

O outros componentes utilizados no circuito foram iguais aos do circuito para pulso
monopolar (diodos, transistores, resistores, fonte de tensdo variavel e fonte de 5 V para
alimentacgao dos relés), com excegéao do buffer, que neste caso nao foi utilizado, e com a adigéao

do circuito integrado mostrado na Figura 3.8.

3.2.4.2 Circuito de controle

O controle da comutacdo 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, memoarias
de programa (ROM) e de dados (RAM), e varios periféricos, como temporizadores e
conversores analdgico/digital. O PIC 16F84A tem 68 bytes de RAM, manipula informacdes de 8
bits e instrugdes com 14 bits de largura. O programa foi carregado no micro-controlador por

meio de um processo de gravacao, e sua alimentagao 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 saida do clock
(pinos 15 e 16) para ser a base temporal dos ciclos de instrugéao.

O micro-controlador foi programado para gerar um trem de pulsos. Através de seis portas
configuradas para saida (RBO — RB5), pulsos retangulares de tenséo (5 V e 5 ms de duragao),
defasados em 5 ms, eram enviados para o controle do chaveamento a uma frequéncia de 0,5
Hz. Como a conexao dos relés era feita de modo invertido para que fossem gerados pulsos
com polaridades inversas em cada par de eletrodos, cada dois sinais de saida do PIC geravam,
na camara, um pulso estimulatério bipolar com o dobro da duragao (10 ms), como mostrado na
Figura 3.9.

6,9 Q
Camara de
estimulagéo
DC
5 Vdc M
T 1 ‘P‘IF 5 Vdc 5 Vdc
! MQ2RC-5V MQ2RC-5V
14
VDD |18
PIC e 22 pF 7% ZX 7X ZX
16F84A oo 116 }7 1N4148 1N4148
15 — | E—e |
MCLR 0sc2 —————{}— —
o ® | reo 1 22 pF B
v 7 | ret 1z ™ SE&WQ—K 560 0
Vo- 1" 2N2222 | | W oN2o22
RB2 RB5
V60+ 10 V120-
RB3 RB4
V60- = V120+

Figura 3.8 — Circuito de chaveamento correspondente a direcdo 0° para a geracao de pulsos bipolares
através de dois relés.
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Pulsos retangulares de tensdo — 0,5Hz

Pulsos de controle Pulsos de estimulacao
Sms,5ms

|

. 5ms’ 5msl 10ms

/ 7 7 7

Vot
RBO AY\)
vo- 5V

RB1
V6ot
RB2 V60
V60-
RB3
vi120+
RB4
V120- —
RB5

V120

Figura 3.9 — Seis pulsos de controle monopolares na saida do PIC geram trés pulsos estimulatérios
bipolares na saida dos relés.

Se apenas as saidas RBO, RB2 e RB4 fossem utilizadas, ter-se-ia uma estimulagéo
multidirecional com pulsos monopolares igual & obtida com o uso do Labview™. Assim, foi
possivel 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, saida
para trés pares de eletrodos (diregées 0°, 60° e 120°), outra saida para monitorar a corrente
sobre o resistor em série com a carga (camara de estimulagdo) e uma entrada para a fonte de
tensao variavel do circuito de poténcia, além de uma chave liga/desliga para a alimentagao 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 tensdo mono e bipolar). Possui trés saidas (uma para cada diregdo de
estimulag&o), um monitor de corrente e uma entrada para a fonte variavel de tenséo.

3.2.5 Osciloscopio

A medicao dos pulsos de tensdo na saida dos relés, nos canais da placa de aquisicao do
LabView™ e nas portas do PIC, e o monitoramento da corrente pela queda de tens&o sobre o
resistor de precisdo foram feitos com um osciloscopio digital (modelo TDS-210, 60 MHz,
Tektronix Inc. Beaverton, OR., U.S.A.). Posteriormente, com outro osciloscopio 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 aquisicado da imagem destes sinais.

3.2.6 Sistema de microscopia

Durante os experimentos, a cadmara de estimulagao foi colocada sobre o estagio de um
microscoépio (Zeiss, West Germany) que possui um sistema de iluminagéo baseado em um LED
(light emmiting diode) vermelho de alta luminancia (Super Bright LED, Jumbo, 5000 mcd, 1,85
V, 20 mA, Archer, N. Cat. 276 - 086) alimentado por uma bateria de 9 V. A luz atravessa a
camara pelo orificio da pega de acrilico opaco (area de trabalho), atingindo a objetiva (Carl

Zeiss, Plan 0,16 com amplificacdo de 6,3x). A imagem das células na area de trabalho foi
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captada por uma camera de video CCD (Charge Coupled Device, lkegami; ICD-31) e mostrada
em um monitor de video de nove polegadas (Kodo Electronics, modelo KBM 9005).

A magnificagéo total pelo sistema de microscopia foi estimada utilizando uma graticula-
padrao com precisdo de 10 um (fabricagao Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha), a qual foi
posicionada sobre o estagio do miscroscopio, e centralizada no monitor de video. Uma régua foi
posicionada diretamente sobre a regido central da tela do monitor, e mediu-se, com cuidado
para evitar erros de paralaxe, o comprimento (L, em mm) de 100 um da graticula. Assim,
estima-se que o aumento (dado por L/0,1) seja de 110x.

A documentacao de cada experimento foi feita pelo programa editor de video Pinnacle
Studio (v. 7.15.1), que gravava a imagem em tempo real através de uma placa de captagao de
sinal de video (Pinnacle DC10plus, Motion-JPEG VideolO Board). A Figura 3.11 ilustra a

montagem experimental.

|Camera
de video|

Camara de

estimulacio 2 i
3 Osciloscapio

OO ©®

Monitor

-

Estimulador

T TR T L A_H_h

Figura 3.11 — Montagem experimental usada para a execugdo da estimulagcéo elétrica das células. A
camara de estimulagéo foi conectada ao estimulador e a imagem do campo microscopico foi captada
pela camera de video e mostrada no monitor de video. Com o osciloscépio ligado ao estimulador, fez-se
0 monitoramento dos estimulos.
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Manipulacao das células

Cerca de 600 pl da suspensao de células eram colocados em um tubo cbnico para
microcentrifuga (eppendorf), mantido na posi¢cao vertical. Apés 15 min de repouso para a
sedimentacdo das células, o sobrenadante era aspirado e trocado pelo mesmo volume da
solugao NT. O pellet de células era solubilizado, e 100 ul desta suspensao eram colocados na
camara. Para que as células ficassem aderidas a laminula, aguardavam-se mais 15 min e,

entdo, o volume da camara era completado com 1,47 ml de NT.

3.3.2 Estimulagao das células por campo elétrico

Antes do inicio do experimento, era definida a populagdo de células a serem estudadas,
na qual foram incluidos apenas midcitos que ndo apresentavam alteragbes morfolégicas e que
respondiam a estimulacéo elétrica com E de 8,7 V/cm na diregéo definida com 0° (Figura 3.12).
Este valor de E, escolhido arbitrariamente, corresponde a cerca de 2,5 vezes o limiar
estimulatério determinado com aplicagado de E 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 E excitatério (E7, minimo E capaz de
induzir uma contragao) apenas nas células da populagao cujo eixo maior estivesse alinhado a
alguma das 3 diregbes pré-definidas para estimulacdo. Essa medig¢ao foi feita reduzindo-se a
intensidade do estimulo de 100 mA (8,7 V/icm) até que a célula parasse de se contrair. A
intensidade era entdo aumentada para determinagdo do menor valor de corrente que causasse
excitagdo da célula (corrente limiar). Os valores de corrente (medi¢gdo sobre o resistor de
precisao) foram posteriormente convertidos para valores de E (descrito no item 3.3.3). Os
valores de Er determinados numa dada populagao foram utilizados para o calculo do Er médio
(E7m)- A populagao de células foi entdo estimulada em cada uma das trés diregbes com uma
intensidade de E equivalente a um dado fator do Ery determinado naquela populacdo. Para
cada direcao, determinou-se a fragdo de células excitadas, ou seja, todas aquelas que
responderam ao estimulo com uma contragdo detectada visualmente. As células recrutadas
(excitadas) foram identificadas e contadas. O processo de estimulagéo foi realizado segundo
trés protocolos, aqui denominados estimulacdo unidirecional, estimulagdo multidirecional

manual e estimulacdo multidirecional automatica.
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Para cada forma de onda estimulatéria (monopolar ou bipolar), foi determinado o
respectivo valor de Ery (Erm_monororar € Etm_sipoLar), que serviu como referéncia para a escolha

da intensidade dos estimulos-testes.

Figura 3.12 — Midcitos presentes na area de trabalho da cdmara de estimulacdo. As células que
compdem a populacéo a ser estudada estdo marcadas em amarelo. As linhas vermelhas representam as
trés diregOes estabelecidas para a estimulagao (0°, 60° e 120°).

3.3.2.1 Estimulacao multidirecional manual

A estimulagdo multidirecional manual foi feita com o estimulador fabricado no CEB (citado
no item 3.2.2), utilizando-se pulsos retangulares de tensao, com as formas de onda monopolar
(duragcao de 5 ms — Figura 3.13) e bipolar simétrica (duragéo total de 10 ms — Figura 3.14),
aplicados na freqliéncia de 0,5 Hz, e com trés intensidades diferentes: 1xEqy, 1,2xEqy, € 2XEqy.
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Agilent Agilent
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Figura 3.13 — Sinal de tensdo, obtido por osciloscdpio, sobre o par de eletrodos da diregdo 0°, durante
aplicacdo do pulso monopolar com o estimulador fabricado no CEB. A escala de tensdo é de 5 V/div. A
esquerda, encontra-se o pulso com duragcédo de 5 ms (intensidade arbitraria), numa escala de 5 ms/div, e
a direita, a imagem em outra escala de tempo (200 ms/div) ilustrando a freqiiéncia de 0,5 Hz.

Agilent Agilent
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Figura 3.14 — Sinal de tens&o, obtido por osciloscdpio, sobre o par de eletrodos da diregdo 0°, durante
aplicacdo do pulso bipolar com o estimulador fabricado no CEB. A esquerda, encontra-se o pulso com
duracao total de 10 ms (5 ms cada fase) e com intensidade arbitraria; e a direita, a imagem em outra
escala ilustrando a freqiéncia de 0,5 Hz. Mesmas escalas da Figura 3.13.

A mudanca de dire¢cdo de aplicacdo do estimulo era feita manualmente, ou seja, o
estimulador era ligado a um par de eletrodos, fazia-se a estimulagao e contava-se o numero de
células que respondiam ao estimulo. A seguir, o estimulador era desligado e conectado ao
outro par de eletrodos. O procedimento foi repetido para cada dire¢ao, para cada tipo de pulso
(mono e bipolar) e para cada uma das trés intensidades. Dessa maneira, foi obtida a
porcentagem de células recrutadas em cada uma das dire¢des (estimulagdo unidirecional),
numa dada populacdo. O recrutamento total nas trés dire¢des foi considerado como a soma do
recrutamento em cada dire¢do, contando-se apenas uma vez as células que respondiam a

estimulos em mais de uma dire¢ao, de modo a evitar intersecgao.
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3.3.2.2 Estimulagao multidirecional automatica

O circuito de chaveamento permite a variacdo automatica da direcao de aplicacdo do E
estimulatério, para que a estimulagao nas trés diregbes ocorra dentro de um periodo da ordem
de milissegundos. Isto se dava, no caso da estimulagcdo com pulso monopolar, por meio dos
pulsos dos sinais de controle enviados pelo LabView™, os quais eram monopolares, e tinham
freqUéncia, duracao e amplitude de 0,5 Hz, 5 ms e 5 V, respectivamente. Os sinais em cada
direcdo eram defasados 10 ms entre si, ou seja, 5 ms se passavam entre o término do pulso em
uma dire¢do e o inicio do pulso na outra direcao, totalizando 25 ms de aplicagado dos estimulos

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

5ms 5ms

: : o 5y
.0
1_60
1,120

L 7
/ 7

2s

Figura 3.15 — Pulsos de controle da comutagdo dos relés enviados pelo LabView™ ao circuito de
chaveamento.

Para que os sinais tivessem estas caracteristicas, os parametros foram definidos no
painel frontal, como mostrado na Figura 3.6. O controle “Phase” se refere ao atraso (em graus)
de cada sinal em relagao ao primeiro (0° pulse). Considerando que o periodo € 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 Offset como em Amplitude no painel
frontal. O duty-cycle corresponde ao tempo em que o interruptor conduz dentro do periodo de 2
s (5 ms, ou 0,25% de 2 s).

Os pulsos de estimulacado aplicados a camara através dos relés possuiam, portanto, as
mesmas caracteristicas dos pulsos gerados pelo LabView™, com excegdo da amplitude, que foi
regulada em 1,2xEq, na fonte de tensao variavel. Esta foi a Unica intensidade utilizada para a

estimulagao automatica.

27



3 Material e Métodos

O tempo de aplicagéao dos trés pulsos bipolares de estimulagao (Figura 3.9) era de 30 ms,
também dentro de um periodo de 2 s. Na estimulagdo com pulsos bipolares, também foi
utilizada apenas uma intensidade: 1,2xEq,.

Durante a aplicacdo da estimulagdo multidirecional automatica, tanto com pulsos
monopolares quanto com bipolares, o protocolo experimental foi o mesmo que o utilizado com a
estimulagdo manual: mediu-se E; das células alinhadas a cada diregao (mantendo conectado
ao circuito de chaveamento apenas um dos pares de eletrodos de cada vez), calculou-se Ey €
aplicou-se a estimulagao multidirecional automatica com pulsos de amplitude de 1,2xEn,. Neste
caso, dado o curto intervalo entre os pulsos nas trés diregdes, nao foi possivel identificar quais
células foram recrutadas em cada diregcdo. A resposta da populagdo de células a estimulagao
multidirecional, visualmente, era equivalente a resposta a apenas um estimulo. Portanto,
computou-se apenas o recrutamento total.

Para testar se forma de onda afeta o recrutamento de células em um conjunto de
populagées de células, aplicou-se estimulagdo com pulsos mono e bipolares com amplitude
proporcional ao valor de Ery, obtido com a respectiva forma de onda. Além disso, aplicou-se
estimulagdo com pulso monopolar com amplitude de 1xEnygproar, € Vice-versa (pulso bipolar

com amplitude igual a 1xEny.monopoLar)-

3.3.3 Estimativa do campo elétrico no interior da camara de

estimulacao

O valor do campo elétrico E (V/cm) no centro da camara (area de trabalho) foi estimado a
partir da intensidade da corrente elétrica /, medida em osciloscépio entre os eletrodos (ou seja,

na solugao), de acordo com (Bassani et al., 2006):

2.0
b-r-o-h

onde b é o raio da camara (10 mm), h € o comprimento do eletrodo (igual a altura da cadmara, 5
mm) e o é a condutividade da solugéo fisiolégica de Normal Tyrode (0,014 Q"-cm™) (Lima,
1999). Estima-se que no centro desta cémara, o campo seja praticamente uniforme, com

variacao menor que 1% em modulo e menor que 1° em dire¢ao (Bassani et al., 2006).
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3.3.4 Analise estatistica dos dados

Os resultados (em valores absolutos ou porcentagens) estao apresentados como média +
erro-padrao da média ou média acompanhada do intervalo de confianga para 95% (IC95%).

Os valores de Erysiroar © Ermmonororar Obtidos no mesmo conjunto de populagbes
foram comparados pelo teste t de Student com amostras pareadas.

A influéncia da intensidade de E estimulatorio (1xEmy, 1,2%XEmy € 2xEqy) e da modalidade
direcional da estimulagéo (unidirecional, multidirecional manual e multidirecional automatica)
sobre a porcentagem de recrutamento foi analisada por variancia bifatorial, com posterior
comparagao pelo teste de Bonferroni. Este tipo de analise também foi usado para investigar a
interagéo entre forma de onda do pulso e numero de diregdes de aplicagdo do estimulo.
Também se utilizou a analise de variancia bifatorial seguida de teste de Bonferroni para
investigar o recrutamento, com pulsos mono e bipolar, utilizando-se Eny.giroar OU Erm-monororar
como valor de referéncia.

Para caracterizar o recrutamento percentual de células em funcado de E, efetuou-se um
ajuste nao-linear por uma fungao sigmaide:

100
o 1+10(E50—X)-n

na qual E50 equivale a intensidade de E correspondente a um recrutamento de 50% e n ao

coeficiente de Hill. Os valores minimo e maximo foram fixados em zero e 100%,
respectivamente.

Um valor de p< 0,05 ou a ndo-sobreposi¢ao de 1C95% para E50 foi considerado indicativo
de significancia estatistica.

A andlise estatistica foi realizada com o programa Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc,
San Diego, California EUA).
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CAPITULO 4 — RESULTADOS

4.1 SISTEMAS DE ESTIMULAGAO MULTIDIRECIONAL

4.1.1 Sistema de estimulagcao multidirecional automatica com pulso

monopolar

Como dito no capitulo anterior, o trem de pulsos para o controle da comutagéo dos relés
era enviado ao circuito de chaveamento pelos canais ao0, ao1 e ao2 da placa de aquisi¢do do
LabView™, e o programa desenvolvido nesta plataforma era executado apés a definigdo, no
painel de controle, dos valores de frequiéncia, duragéo, amplitude e atraso, e depois de ligadas
as fontes de tensao (variavel e de alimentagéo).

Na Figura 4.1, encontram-se os sinais obtidos pela leitura da tensdo nos canais ao0 e
ao1, que enviavam os pulsos aos relés correspondentes as diregcoes de estimulacao 0° e 60°,
respectivamente. Como programado, os pulsos tinham duragédo de 5 ms e amplitude de 5V, e o
segundo pulso tinha um atraso de 10 ms em relagdo ao primeiro. O terceiro pulso, proveniente
do canal ao2 (ndo mostrado na figura, devido a limitagdes do osciloscopio), apresentava um
atraso de 20 ms em relag&o ao primeiro.

Sempre que um relé estava conduzindo, uma corrente circulava entre a fonte de tenséo
variavel e a cAmara de estimulacao. Independentemente do relé, esta corrente sempre passava
pelo resistor de precisdo de 6,9 Q, que estava em série com a fonte. Portanto, para poder
visualizar ao mesmo tempo os trés pulsos (um correspondendo a cada dire¢ao) no osciloscopio,
bastava fazer a aquisicdo do sinal de tensdo sobre o resistor. Além disso, durante os
experimentos, 0 monitoramento de E no interior da camara foi feito pela leitura deste sinal (o
mesmo sinal na solugdo condutora no interior da camara). Com base na lei de Ohm, aplicou-se
uma tensédo de 690 mV sobre o resistor para que circulasse na solugao fisiolégica uma corrente
de 100 mA, que gera um E de 8,7 V/cm. Esse sinal, adquirido durante a aplicagdo dos trés
pulsos monopolares a camara de estimulagao, esta ilustrado na Figura 4.2 (cada degrau, de
690 mV de amplitude, corresponde a uma diregdo). De acordo com a figura, o intervalo de
tempo em que os pulsos sao aplicados (em que ocorre a variagdo da diregao) foi
aproximadamente 26 ms. Esse acréscimo de 1 ms ao tempo de estimulagéo (que seria de 25

ms, considerando os valores especificados de duracao e intervalo entre os pulsos) se deve a
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pulsos enviados pelo LabView™, era de 0,5 Hz (Figura 4.3).
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comutagao dos relés, cujos contatos podem levar até 2 ms para mudarem de estado, causando

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

Figura 4.1 — Pulsos de controle enviados pelo programa feito em Labview™ aos relés conectados aos
pares de eletrodos das diregdes 0° (pulso a esquerda) e 60° (pulso a direita). Este ultimo s6 se iniciava 5
ms apos o término do primeiro pulso (diregdo 0°). Escalas: 2 V/div e 5 ms/div.

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

4.1.2 Sistema de estimulagao multidirecional automatica com pulso

bipolar

Os pulsos para o controle da comutagéo dos relés, gerados nas portas configuradas para
saida (RBO a RB5) do microcontrolador PIC, eram monopolares, e tinham duragéo de 5 ms e
amplitude de 5 V, assim como os pulsos gerados pelo LabView™. 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 trés portas diferentes estao ilustrados na Figura 4.4. Em (A), estdo os dois pulsos
que geram o pulso bipolar no par de eletrodos da dire¢do 0° (portas RBO e RB1) e, em (B), os
pulsos que controlam a comutagdo dos relés correspondentes a fase positiva dos pulsos
bipolares em 0° e 60° (portas RBO e RB2).

Devido a maneira como foi feita a conex&do dos relés para a geragdo do pulso bipolar,
poderia ocorrer um curto-circuito na fonte de tensao variavel caso dois relés conduzissem ao
mesmo tempo. O fato dos pulsos de controle terem sido programados para se iniciarem
imediatamente apds o término do pulso anterior poderia tornar maior o risco da conducao
simultdnea dos relés. Porém, isto ndo aconteceu, pois sua comutagao criou um intervalo de

tempo entre os pulsos de estimulacédo gerados. Foi necessario reduzir esse intervalo para evitar
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que o pulso bipolar se transformasse em dois pulsos monopolares isolados com polaridade
contraria. Isto foi feito aumentando ligeiramente, por tentativa e erro, a duragdo 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 tensdo sobre o resistor de precisdao de 6,9 Q (cada pulso com amplitude de
690 mV). Como a medigdo neste resistor permite observar os pulsos das trés diregcbes
simultaneamente, a Figura 4.5 mostra seis pulsos, pois no caso da estimulagao bipolar, dois
pulsos monopolares de controle geram um Unico pulso bipolar de estimulagdo em cada direcao
(0°, 60° e 120°). Cada um destes seis pulsos corresponde ao tempo de condugao de um relé, e
este tempo é definido pelos pulsos gerados pelo PIC. Portanto, esses pulsos observados sobre
o resistor de precisao também possuem uma duragdo de 5 ms. O tempo total de estimulagéo,
indicado na Figura 4.5, é de aproximadamente 32 ms, inferior a duragao do periodo refratario

do potencial de agao de midcitos ventriculares de rato.
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Figura 4.4 — Pulsos gerados pelo microcontrolador, com 5 V de amplitude e 5 ms de duracdo. (A) Portas
RBO e RB1: atraso de apenas 5 ms de um pulso para outro, para geragdo de um unico pulso bipolar. (B)
Portas RBO e RB2: intervalo de 5 ms entre os pulsos que corresponde ao tempo de duragéo do pulso de
RB1 (estes sinais correpondem a mesma fase de 2 pulsos bipolares sucessivos, a serem aplicados em
direcdes diferentes). Os pulsos das portas RB3 a RB5 s&o gerados sequiencialmente no mesmo padrao.
Escalas: 2 V/div e 5 ms/div.
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Figura 4.5 — Sinal de tensdo aplicada sobre o resistor de precisdo de 6,9 Q, com amplitude de 690 mV.
Cada dois pulsos correspondem a um pulso bipolar numa dada diregcdo de estimulagdo. O pulso
correspondente a fase negativa do pulso bipolar gerado no par de eletrodos é aqui visto positivo devido a
posicao 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 duracao
total de 10 ms. A Figura 4.6 ilustra o pulso bipolar gerado no par de eletrodos de cada diregéo
de estimulagdo, na qual é possivel ver que ha um intervalo de tempo da ordem de micro-
segundos entre as duas fases do pulso, resultante do efeito da comutagdo dos relés.
Aparentemente, isto ndo afeta a resposta das células, como é possivel verificar no item 4.2
deste capitulo, em que sdo apresentados os resultados de recrutamento obtidos com a
estimulacao das células. A amplitude destes pulsos (cerca de 40 V) é o valor que gerou uma
corrente de 100 mA no interior da camara e, por conseqléncia, o valor de E de 8,7 V/cm usado
para definir a populagéo de células responsivas a estimulagdo. Ja na Figura 4.7, estd o mesmo
sinal da Figura 4.6, mas em uma escala de tempo comprimida para permitir a visualizagdo de

um periodo completo de 2 s.
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Figura 4.6 — Pulsos bipolares aplicados a cAmara em cada diregdo de estimulagdo. Na diregdo 0°, o
tempo decorrido entre fases positiva e negativa do pulso é de 454,55 us; na diregao 60°, o tempo é de

370,37 us; e na diregao 120°, 925,93 ys. Escalas: 20 V/div e 1 ms/div.
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Figura 4.7 — Pulso bipolar sobre o par de eletrodos referente a diregéo 0°; freqiiéncia de 0,5 Hz (200
ms/div). Cada deflexdo do sinal, com intervalo de 2 s, corresponde a um trio de pulsos bipolares.
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4.2 ESTIMULAGAO ELETRICA DE POPULAGOES DE MIOCITOS

4.2.1 Estimulacao uni e multidirecional com pulso monopolar
4.2.1.1 Estimulacao multidirecional manual

Para estes experimentos, foram analisadas 36 populagdes (cAmaras) compostas de 8 a
14 midcitos. O total de células recrutadas pela estimulagao nas trés diregdes corresponde ao
somatorio das células que responderam em cada diregao individual, sem interseccéo (ou seja,
as células que responderam em mais de uma diregao foram contadas apenas uma vez). Os
resultados estdo apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2 e nas Figuras 4.8 e 4.9.

A analise de variancia mostrou que, tanto a intensidade do estimulo, quanto o niumero de
direcdes empregadas para estimulagéo, afetou significativamente o grau de recrutamento (p<
0,001). Para a mesma intensidade de E, a estimulagdo multidirecional produziu maior
recrutamento do que a unidirecional em qualquer nivel de E (p< 0,001, teste de Bonferroni).

A porcentagem de células excitadas em uma unica direcdo cresceu a medida que se
aumentou a amplitude de E, passando de 17,0 £ 2,7% com 1xEqy, para 74,1 £ 3,9% com 2xEqy
(p< 0,001, Tabela 4.1). Considerando a soma dos recrutamentos nas trés diregbes, 0 numero
de células excitadas aumentou mais que 100% quando a intensidade de E foi elevada em
apenas 20% (de 1xEqy para 1,2xEqy,). Porém, a elevagao adicional de E para 2xEq, produziu
um aumento do recrutamento de apenas 14%, que nao foi estatisticamente significante
provavelmente devido a proximidade do maximo recrutamento possivel. Esta aparente
saturagao do efeito do aumento de E apenas no caso da estimulagdo multidirecional resultou

em uma interacao significativa entre intensidade e direcéo da estimulagéo (p< 0,0001).
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Tabela 4.1 — Recrutamento obtido com estimulagéo elétrica com pulsos monopolares de populagdes de
midcitos ventriculares de rato. Os valores (média = erro padrao) referem-se ao numero de células que
responderam ao estimulo com uma contragdo, e a porcentagem correspondente esta apresentada entre
parénteses. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio (Ey_monoroLar)
da respectiva populagédo. A estimulagao foi aplicada manualmente em 1 ou 3 dire¢des (0, 60 e 120°).
Neste ultimo caso, foi somado o recrutamento em cada uma das dire¢des, sem intersecgao.

Intensidade do estimulo 1%Ery.monoPoOLAR 1,2%ETy.monoPOLAR 2% Eqy.monoPoLAR
Numero de populagbes 12 15 9
Ndmero de celulas na 8,3+ 1,1 10,7 £1,2 13,9+ 0,1
populagao
Ervmonoporar (Vicm) 3,81+0,1 3,610,1 3,810,1
Recrutamento

Estimulagdo em uma Unica 1,3+0,1 4,0+0.2* 10,1+ 0,1 %3
direcéo (17,0 £2,7%) (37,8 £2,2%) (74,1 £ 3,9%)

_ ) o 33x04* 87+1,0*" 13,007 **
Estimulagdo nas 3 diregoes 43 4 + 6,0%) (82,2 + 3,6%) (94,1 + 2,5%)

Andlise de variancia (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interacéo intensidade x 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. estimulagao unidirecional,; # p< 0,001 vs. 1XEry.moN0POLAR | § p<
0,001 vs. 1,2xEmmonoPoLAR-
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Figura 4.8 — Porcentagem de células recrutadas com a estimulagédo uni ou multidirecional (trés direcées)
manual com pulso monopolar. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar
meédio (Emy_monoroLar) da respectiva populagao de miécitos isolados. Os dados estdo apresentados como
média * erro padrdo, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.1. * p< 0,001 uni vs.
multidirecional; * p< 0,001 vs. 2xE7y.monoroLar (teste de Bonferroni).
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Quando se passou da estimulagdo uni para a multidirecional, (ou seja, quando se
aumentou o numero de diregdes em que o estimulo foi aplicado), com uma mesma intensidade
de E (1xEqy, 1,2%XEqy ou 2xE7,), também houve o aumento do recrutamento. A estimulagao
multidirecional fez com o que o numero de células excitadas praticamente dobrasse, porém,
com 2xEqy,, este aumento foi menor (de 74,1 para 94,1%) pelo fato da estimulagao unidirecional
com esta intensidade ja produzir um recrutamento elevado (Tabela 4.1).

Pelos dados da Tabela 4.2, vé-se que, quanto maior a intensidade de E, mais células
passam a responder a mais de uma dire¢do, aumentando a intersec¢éo. A analise de variancia
indica que ha uma interagao significativa (p< 0,0001) entre intensidade e nimero de diregbes
estimulatérias nas quais ha recrutamento. O efeito da direcao restringiu-se a esta interagéo,
enquanto a intensidade apresentou um efeito isolado (i.e., independente da dire¢do) que foi
significativo (p< 0,0001). Quando se aumentou a intensidade de 1xEnymonororar Para 2xEny.
monoPoLAR, @ porcentagem de células excitadas em apenas uma dire¢ao diminuiu (p< 0,05),
enquanto que a quantidade de células que responderam a estimulos nas 3 dire¢des, com a
mesma variagdo de E, passou de nenhuma para 38,7% (p< 0,001, teste de Bonferroni). Na
Figura 4.9 estdo representados os recrutamentos em cada diregcdo (e suas intersecgdes) de

todas as cdmaras estimuladas manualmente com 1,2xE7,.

Tabela 4.2 — Recrutamento obtido com estimulagao elétrica com pulsos monopolares de populagdes de
midcitos ventriculares de rato. Os valores (média + erro padréo) referem-se ao numero de células que
responderam ao estimulo com uma contragido, e a porcentagem esta apresentada entre parénteses. A
intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio (Ery-monororar) da respectiva
populagdo. A estimulagdo foi aplicada manualmente em cada diregéo (0, 60 e 120°) e observou-se em
quantas diregbes de aplicacdo do estimulo cada célula respondia. Os dados correspondem as
intersecgdes da estimulagdo multidirecional manual.

Intensidade do estimulo 1% Erm-monopoLAR 1,2%ErymonoroLar  2%Erm-monoroLar
ETM-MONOPOLAR (Vlcm) 3,8 + 0,1 3,6 + 0,1 3,8 + 0,1
Recrutamento
Uma direca 0,9+0,0 1,8+0,1 0,2+0,15%%
ma diregac apenas (11,9 + 1,6%) (17,2 + 1,3%) (1,6 + 0,8%)
b direcs 02+0,1* 1,0+0,1 2,410,1*§
uas diregoes (2,5 % 1,0%) (9.9 % 1,4%) (16,9 £ 2,4%)
o 0,0+0,0* 0,1+0,1*" 52+1,0*%8&
Trés diregbes (0,0 £ 0,0%) (0,8 £ 0,6%) (38,7 £ 8,0%)

Andlise de variancia (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interagéo intensidade x niumero de
diregbes: F= 27,92; GL = 4; 66; b) intensidade: F= 54,25; GL= 2; 66; ¢) numero de dire¢des: F=
1,438; GL= 2; 66.

Teste de Bonferroni: * p< 0,05 vs. uma diregdo apenas; # p< 0,05 vs. duas diregdes; § p< 0,05 vs.
1% ETm-MONOPOLAR & p< 0,001 vs. 1,2%Ery.monoPoLAR-
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60°

18,6%
120°

Figura 4.9 — Resposta de midcitos ventriculares a estimulagdo manual em trés diregbes com pulso
monopolar e 1,2XExy_yonoporar- Os dados correspondem a porcentagem de células que responderam ao
estimulo em apenas uma, em duas ou nas trés diregdes (intersecgdes). De um total de 161 células (15
populacdes, Tabela 4.1), 18,6% nao responderam a estimulagdo em nenhuma direcéo.

4.2.1.2 Estimulacao multidirecional automatica

Para avaliar a efetividade da estimulagdo multidirecional automatica, utilizaram-se
também, no mesmo conjunto de populagdes de midcitos usado para esta modalidade de
estimulagdo, a estimulagdo unidirecional e a multidirecional manual. A analise de variancia
bifatorial indicou diferenga estatistica (p< 0,0001) entre os recrutamentos obtidos com as
diferentes modalidades de estimulagéo (i.e., manual unidirecional, manual multidirecional e
automatica multidirecional), os quais estao apresentados na Tabela 4.3 e na Figura 4.10. Estes
resultados foram obtidos a partir da estimulagdo de 20 populagdes (cAmaras) € 0 E7uy_monororar
foi de 3,8 £ 0,1 V/cm.

Durante a estimulacdo com pulsos monopolares com E de 1,2xEnymonoroiar, @
porcentagem de midcitos recrutados numa unica diregdo foi menor do que em trés diregdes
tanto no modo automatico quanto no manual (p< 0,001, teste de Bonferroni). A estimulagéo
automatica em trés direcbes, porém, proporcionou um recrutamento ainda maior que o
recrutamento com a estimulagdo 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 estimulacédo automatica afete a sensibilidade das células ao estimulo elétrico por mais

de um mecanismo (i.e., além de permitir estimulacdo em mais de uma dire¢éo).
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Tabela 4.3 — Recrutamento obtido com estimulagéo elétrica com pulsos monopolares de populagdes de
midcitos ventriculares de rato. Os valores (média = erro padrao) referem-se ao numero de células que
responderam ao estimulo com uma contragdo, e a porcentagem correspondente esta apresentada entre
parénteses. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio (Ery_ponoroLar)
da respectiva populagdo. A estimulagdo foi aplicada automaticamente em 3 diregdes (0, 60 e 120°) e
manualmente em 1 ou 3 diregdes. Neste ultimo caso, foi somado o recrutamento em cada uma das
diregdes, sem intersecgao.

Intensidade do estimulo 1,2%xEry.monopoLar
Numero de populagdes 20
Numero de células na populagéo 15,3+1,4
Emm.monororar (Vicm) 3,8+0,1
Recrutamento
Estimulagdo em uma Unica diregao 5805
(38,5 +2,3%)
Estimulagdo nas 3 dire¢gbes (manual) 125:1,1"
(83,4 £2,4%)
137£13*"

Estimulacdo multidirecional automatica
¢ (90,0 + 2,4%)

Andlise de varidncia (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interagdo forma de onda x
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. estimulagdo unidirecional;
multidirecional manual.

* p< 0,01 vs. estimulagdo
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Figura 4.10 — Porcentagem de células recrutadas com a estimulagdo uni ou multidirecional (trés direcbes)
manual e automatica com pulso monopolar. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do
campo limiar médio (Emm_monororar) da populagcdo de midcitos isolados. Os dados estdo apresentados
como média = erro padrdo, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.3. * p< 0,001 vs.
estimulagao unidirecional; # p< 0,01 vs. estimulagao multidirecional manual (teste de Bonferroni).
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4.2.2 Estimulacao uni e multidirecional com pulso bipolar

4.2.2.1 Estimulacao multidirecional manual

A estimulacdo multidirecional manual com pulso bipolar e valores de E proporcionais ao
limiar médio obtido para esta forma de onda (Enusirorar) resultou em recrutamentos similares
aos obtidos com pulso monopolar, como mostrado na Tabela 4.4 e na Figura 4.11, em
comparagao com a Tabela 4.1 e a Figura 4.8. Na estimulacdo com pulso bipolar também se
observou que um maior numero de células respondeu ao estimulo, em uma ou trés direcdes, a
medida que se aumentou a intensidade de E (p< 0,001, analise de variancia). Entretanto, o
aumento do recrutamento com trés diregdes, quando se passou de 1,2%XEqygroiar Para 2xEny.
sipoLAr, apresentou diferenca estatisticamente significativa (p< 0,01, teste de Bonferroni), ao
contrario do que ocorreu no caso do pulso monopolar. Ainda assim, esta diferenga foi menor do
que aquela observada para o aumento de 1,2%XEmnygproiar Para 2xEmysporar, COMO se Vé na
Figura 4.11. Assim como observado para pulsos monopolares, a mudan¢a da modalidade da
estimulacdo de uma para trés diregdes, a uma dada intensidade de estimulo (1xEmy.srorar OU
1,2%Emvsiroiar), também aumentou significativamente o recrutamento (p< 0,001, analise de
variancia). E com 2xEnygroiar, 0 aumento do recrutamento nao foi proporcionalmente igual,
porém, houve diferenca estatitisca (p< 0,001): passou de 77,9 = 3,9% em uma dire¢ao para
98,0 £ 1,4% em trés diregdes. Ainda a semelhanga com os resultados de pulsos monopolares,
analise de variancia indicou interagéo entre modalidade de estimulagdo (numero de diregdes) e
intensidade do estimulo (p< 0,0001).

A Tabela 4.5 e a Figura 4.12 mostram a interseccdo do recrutamento, ou seja, a
resposta a mais de uma direcao estimulatéria. Com pulso bipolar, também houve aumento da
intersec¢cdo com o aumento da amplitude do E de estimulagado, ou seja, mais células passaram
a responder ao estimulo em mais de uma diregédo (p< 0,05, teste de Bonferroni). A analise de
varidncia mostrou uma interagcédo significativa (p< 0,0001) entre intensidade e numero de
direcdes em que o estimulo é aplicado: o recrutamento em apenas uma diregao foi reduzido (p<
0,05) quando se aumentou a intensidade de E 1xEnygiroiar Para 2XEmysipoiar, €nquanto que o
namero de células que respondeu a duas ou trés dire¢des aumentou significativamente (p<

0,01) com esta mesma variagao de E (Tabela 4.5).
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Tabela 4.4 — Recrutamento obtido com estimulagdo elétrica com pulsos bipolares de populagdes de
midcitos ventriculares de rato. Os valores (média = erro padrao) referem-se ao numero de células que
responderam ao estimulo com uma contragao, e a porcentagem correspondente esta apresentada entre
parénteses. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio (Emy_gporar) da
respectiva populagao. A estimulagao foi aplicada manualmente em 1 ou 3 diregbes (0, 60 e 120°). Neste
ultimo caso, foi somado o recrutamento em cada uma das diregdes, sem intersecgao.

Intensidade do estimulo 1%Erm.sipoLAR 1,2%Ery.gipoLaR 2xEry.ipoLar

Numero de populagdes 13 16 9

Numero de células na 10317 11,8+1,3 14,0£0,8

populagao

ErvsipoLar (Vicm) 3,1+0,1 3,11+0,1 3,11+0,1

Recrutamento

Estimulagdo em uma Unica 1,6+0,2 42+0,1"% 10,8 £ 0,1 *3

diregao (17,3 £ 2,8%) (38,2 £ 2,8%) (77,9 £ 3,9%)
_ ) L 41+0,8* 9,1+0,9*" 13,7+£0,8**8

Estimulagdo nas 3 diregoes 45 g 4+ 5,8%) (80,7 +3,9%) (98,0  1,4%)

Andlise de variancia (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interacéo intensidade x 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. estimulagao unidirecional; # p< 0,001 vs. 1XEqy8p0L4AR ; § p< 0,01
vs. 1,2xEqy.gipoLaR-
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Figura 4.11 — Porcentagem de células recrutadas com a estimulag&o uni ou multidirecional (3 dire¢des)
manual com pulso bipolar. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio
(Etm-sipoLar) da respectiva populagao de midcitos isolados. Os dados estdo apresentados como média +
erro padrao, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.4. * p< 0,001 uni vs. multidirecional; # p<
0,01 vs. 2xEqygipoLar (teste de Bonferroni).
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Tabela 4.5 — Recrutamento obtido com estimulagédo elétrica com pulsos bipolares de populagdes de
midcitos ventriculares de rato. Os valores (média = erro padrao) referem-se ao numero de células que
responderam ao estimulo com uma contragao, e a porcentagem correspondente esta apresentada entre
parénteses. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio (Emy_gporar) da
respectiva populagdo. A estimulagao foi aplicada manualmente em cada direcdo (0, 60 e 120°) e
observou-se em quantas diregbes de aplicagdo do estimulo cada célula respondia. Os dados
correspondem as intersecgdes da estimulagdo multidirecional manual.

Intensidade do estimulo 1% E1m.B81POLAR 1,2%XEry.8/P0LAR 2%XEry.Bi1POLAR
ETM-BIPOLAR (V/Cm) 3,1 + 0,1 3,1 + 0,1 3,1 + 0,1
Recrutamento

Urna direcs 1,1+0,2 1,9+0,0 0,4+0,1%%
ma diregao apenas (11,2 £ 2,0%) (17,2 £ 1,3%) (2,5 1,2%)

Duas direc 0,3+0,0 1,2+0,1 21+0,1*8
uas direcoes (3,0 £ 1,5%) (9,9 £ 1.4%) (15,1 2,2%)

Trés direcs 0,0+0,0* 00+0,0*" 6,1+0,9*%58&
res direcoes (0,0 +0,0%) (0,0 +0,0%) (45.2 + 8.1%)

Andlise de variancia (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interagéo intensidade x niumero de
diregbes: F= 33,63; GL= 4; 68; b) intensidade: F= 70,88; GL= 2; 68; ¢) niumero de dire¢des: F= 3,852;
GL=2; 68.

Teste de Bonferroni: * p< 0,05 vs. uma dire¢do apenas; # p< 0,05 vs. duas diregoes; § p< 0,05 vs.
1xEqy; & p< 0,001 vs. 1,2%Eq,.

OO

60°

22,3%
120°

Figura 4.12 — Resposta de midcitos ventriculares a estimulagdo manual em trés dire¢cdes com pulso
bipolar e 1,2xEqny_gporar- Os dados correspondem a porcentagem de células que responderam ao
estimulo em apenas uma, em duas ou nas trés dire¢des (intersecgdes). De um total de 188 células (16
populacdes, Tabela 4.4), 22,3% nao responderam a estimulagdo em nenhuma direcéo.
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4.2.2.2 Estimulagao multidirecional automatica

Os dados obtidos com a estimulagao multidirecional automatica em 23 populagdes de
midcitos com intensidade de 1,2xEnygroiar € PUlso bipolar estdo apresentados na Tabela 4.6 e
na Figura 4.13. O valor de Ery.sirorar Obtido nessas populagdes foi 2,5 £ 0,1 V/cm. A analise de
variancia mostrou que a modalidade de estimulacao afetou significativamente o recrutamento
(p< 0,0001), tanto com relagdo ao numero de diregbes (1 vs. 3), quanto a utilizagdo de
estimulacao multidirecional manual vs automatica (Tabela 4.6), como ja observado para pulsos

monopolares.

Tabela 4.6 — Recrutamento obtido com estimulagao elétrica com pulsos bipolares de populagcbes de
midécitos ventriculares de rato. Os valores (média + erro padréo) referem-se ao numero de células que
responderam ao estimulo com uma contragéo, e a porcentagem correspondente esta apresentada entre
parénteses. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio (Emy_gporar) da
respectiva populagdo. A estimulagdo foi aplicada automaticamente em 3 diregdes (0, 60 e 120°) e
manualmente em 1 ou 3 diregdes. Neste ultimo caso, foi somado o recrutamento em cada uma das
direcdes, sem intersecgao.

Intensidade do estimulo 1,2%XEry.eipoLAR
Numero de populagbes 23
Numero de células na populagao 9,3£1,0
Ermsiporar (Vicm) 25+0,1
Recrutamento
Estimulacdo em uma Unica direcéo 3:5£0,2
(37,2 £ 1,8%)
Estimulagdo nas 3 diregcées (manual) 7.7£09"
(81,8 £3,1%)
83+09*%

Estimulagao multidirecional automatica (88,2 + 2,8%)

Andlise de varidncia (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interagcdo forma de onda x
modalidade direcional: F= 0,102; GL= 2; 47,51; b) forma de onda: F= 0,244; GL= 1; 47,51; ¢)
modalidade direcional: F=701,5; GL= 2; 47,51.

Teste de Bonferroni: * p< 0,001 vs. estimulagdo unidirecional;
multidirecional manual.

* p< 0,01 vs. estimulagdo
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Figura 4.13 — Porcentagem de células recrutadas com a estimulagdo uni ou multidirecional (trés direcbes)
manual e automatica com pulso bipolar. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo
limiar médio (Emy_siporar) da respectiva populagdo de midcitos isolados. Os dados estdo apresentados
como média £ erro padrdo, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.6. * p< 0,001 vs.
Estimulagao unidirecional, # p< 0,01 vs. Estimulagdo multidirecional manual (teste de Bonferroni).

4.2.3 Pulso monopolar x pulso bipolar

Embora resultados semelhantes tenham sido observados com pulsos estimulatérios mono
e bipolares quando a intensidade do estimulo foi normalizada pelo campo limiar médio (Emy)
para a respectiva forma de onda, como mostra a Figura 4.14 (onde sdo comparados os dados
das Tabelas 4.3 e 4.6, cuja andlise de variancia indica interacao e efeito da forma de onda nao
significativos, mas uma grande influéncia da modalidade de estimulagdo no recrutamento, com
p<0,0001), o valor absoluto desse E dependeu significativamente da forma de onda. A Figura
4.15 mostra o valor de E7), determinado para cada tipo de pulso em 46 populacdes de células.
O Erv-monororar obtido foi de 3,9 £ 0,1 V/cm, valor aproximadamente 22% maior que o do Eqy.
siporar de 3,2 £ 0,1 V/em (p< 0,0001; teste t de Student para amostras pareadas). Assim, nos
resultados anteriormente apresentados, os valores absolutos de E estimulatérios 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 estimulagéo uni ou multidirecional (trés diregdes)
manual e automatica com pulsos mono e bipolar. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator
do campo limiar médio (Em_monororar COM pulso monopolar e Eqygpoar COM pulso bipolar) da
populagdo de midcitos isolados. Os dados estdo apresentados como média * erro padrdo, e
correspondem aos valores mostrados nas Tabela 4.3 e 4.6. Nao ha diferenga estatistica entre os
recrutamentos obtidos com pulso monopolar e os obtidos com pulso bipolar, de acordo com a analise de
variancia. * p< 0,001 vs. estimulagao unidirecional, # p< 0,01 vs. estimulagdo multidirecional manual (teste

de Bonferroni).

0 T
Erm-siPOLAR Erm-MmoNoPOLAR

Figura 4.15 — Valores de E7), (média + erro padréo) obtidos pela estimulacéo elétrica de um total de 46
populagbes (camaras) de midcitos cardiacos isolados. Os valores de Er correspondem ao menor valor de
E capaz de gerar uma contracdo e foram obtidos de células alinhadas a direcdo de aplicagdo do
estimulo, com duas formas de onda: pulsos mono e bipolares. Ery.giroar = 3,2 £ 0,1 Viecm; ErymonopoLar
=3,9+0,1 Viem. * p< 0,0001 vs. ETM-MONOPOLAR-
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Os dados da Tabela 4.7 e a Figura 4.16 mostram as diferengas no recrutamento quando
se usou, no mesmo conjunto de populagdes de midcitos, os valores absolutos de Ery.yonoporar
e EnvmonoroLar Para pulsos mono e bipolares. A analise de varidncia com estes dados mostrou
que tanto o E7y como a forma de onda afetaram significativamente (p< 0,0001) o recrutamento
€ que nao houve interacao entre as duas variaveis.

Estimulando-se uma populacdo em trés dire¢cdes automaticamente com pulso monopolar
de intensidade igual ao Ery.monororar (4,4 £ 0,1 V/icm), se obteve um recrutamento percentual
(56%) estatisticamente comparavel ao obtido com pulso bipolar de intensidade igual ao Eqy.
sipoiar (3,3 £ 0,1 Vicm). Porém, este recrutamento com pulsos monopolares requereu uma
intensidade de E aproximadamente 36% maior do que aquela para pulsos bipolares (p< 0,0001,
teste t de Student para amostras pareadas). Por outro lado, quando se estimulou as populagdes
com pulso bipolar de intensidade igual ao Ery.monoroLar, © recrutamento aumentou de 65% (Eny.
sipoLar) para 93% (p< 0,001, teste de Bonferroni). O contrario aconteceu quando se utilizou
pulso monopolar de intensidade igual ao Erysrorar (p< 0,001, teste de Bonferroni): o

recrutamento caiu para 5% (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 — Recrutamento obtido com estimulagéo elétrica com pulsos mono e bipolares de populagdes
de midcitos cardiacos ventriculares de rato. Os valores referem-se ao numero de células que
responderam ao estimulo com uma contragéo, e a porcentagem correspondente esta apresentada entre
parénteses (média + erro padrdo). A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar
médio obtido com pulsos mono (1XEm_uonororar) € bipolar (1XEqy_girorar) Na respectiva populagdo. A
estimulacao foi aplicada automaticamente em 3 diregdes (0, 60 e 120°).

Estimulagdao multidirecional automatica com 1xEq,

Numero de populagdes 16
Numero de células na populagao 17,3+1,0
Emm.monororar (V/icm) 44+0,1
Erm.siroar (Vicm) 3,3+0,1
Recrutamento Pulso bipolar Pulso monopolar
ErnapoLan 11,1£0,8 0,8+0,3"

(65,3 £ 4,3%) (5,0 £ 2,2%)
ErnnonopoLan 16,2+ 1,0 * 96+09**

(93,1 £ 1,2%) (56,3 £ 4,6%)

Andlise de variancia (F: F de Fisher; GL: graus de liberdade): a) Interagdo forma de onda x Eqy: F=
17,72; GL = 1; 30; b) forma de onda: F= 152,0; GL= 1; 30; c) Eqny: F=202,1; GL= 1; 30.
Teste de Bonferroni: * p< 0,001 vs. Ery.eipoLar; # p< 0,001 vs. pulso bipolar.
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Figura 4.16 — Porcentagem de células recrutadas com a estimulagdo multidirecional automatica com
pulsos mono e bipolar. A intensidade do estimulo foi ajustada como um fator do campo limiar médio
(1% Ermmonororar © 1XEny_giporar) das populagdes de midcitos isolados. Os dados estdo apresentados
como média * erro padrao, e correspondem aos valores mostrados na Tabela 4.7. * p< 0,001 vs. Eqny
sipoLar (teste de Bonferroni).

Na Figura 4.17 estdo apresentadas as curvas de recrutamento celular em funcédo da
intensidade do E estimulatério aplicado com pulsos mono e bipolares em 16 populacbes 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 a esquerda para a curva obtida com pulsos bipolares. Para esta forma de onda, a
intensidade de E para um recrutamento de 50% das células (2,97 + 0,04 V/cm; 1C95%: 2,88 a
3,06 V/cm) foi significativamente menor do que a determinada com pulsos monopolares (4,18
0,05 V/icm; 1C95%: 4,08 a 4,27 V/cm; p< 0,05). Nesta figura, pode-se observar que se E iguais
ao E50 obtido com pulsos bipolares forem utilizados com pulsos monopolares, o recrutamento
cai para préximo de zero. Se, ao contrario, um E com intensidade igual ao valor E50 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 estimulo, o uso do

pulso bipolar promovera um maior recrutamento.
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Figura 4.17 — Curvas de recrutamento celular em fungcdo da intensidade do campo elétrico (E)
estimulatério obtidas com estimulagdo multidiredicional automatica com pulsos mono e bipolares de

miodcitos ventriculares de rato. A intensidade de E foi variada entre 1,6 e 6,0 VV/cm.
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CAPITULO 5 — DISCUSSAO

5.1 SISTEMAS DE ESTIMULAGAO MULTIDIRECIONAL AUTOMATICA

A instrumentacao desenvolvida cumpriu os objetivos do projeto ao realizar a estimulagao
multidirecional de forma automatica, com aplicacdo de estimulos nas trés diregbes num periodo
inferior a duragao do PA no ventriculo do rato, que é cerca de 70 ms (Bassani et al., 2004).

O LabView™, utilizado para a estimulagdo multidirecional com pulso monopolar, permite
variar facilmente os parametros do sinal, como frequéncia e duragdo do pulso, porém, exige o
uso de um computador dedicado e uma placa de aquisicdo. Como o programa desenvolvido
nesta plataforma ndo é de grande complexidade, foi possivel substitui-lo por um micro-
controlador PIC e reduzir o numero de equipamentos utilizados. Dessa maneira, foi
desenvolvido o estimulador multidirecional (Figura 3.10), que permite o uso de pulsos mono e
bipolares, mas ndo a mudancga rapida dos parametros do sinal (0o que néo foi necessario nos
presentes experimentos). Para realizar qualquer mudanga, é preciso abrir a caixa do
equipamento e reprogramar o PIC. No entanto, existe a possibilidade de melhoramento futuro
do sistema para permitir a variacdo de parametros, como duracao e frequéncia de aplicagcao
dos pulsos durante os experimentos.

O intervalo de tempo observado entre as duas fases dos pulsos bipolares gerados pelo
sistema de estimulagdo multidirecional automatica, que variou de 0,37 a 0,93 ms (devido aos
atrasos na comutagéo dos relés), nao interferiu no resultado, pois os valores de recrutamento
seguiram o mesmo padrao observado na estimulagdo manual (na qual ndo houve intervalo na
transicado entre as duas fases do pulso bipolar). Além disso, a redugao de limiar com esta forma
de onda, em relacdo a monopolar, mostrou-se compativel com a observada quando nao ha
intervalo entre as fases do pulso bipolar (presentes resultados; Bassani et al., 2006; Oliveira et
al., 2008). Ha evidéncia 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 estimulatério (Daubert & Sheu,
2008). Entretanto, ha a opgao 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
comutacdo. Este componente, apesar de ndo ser tdo simples como um relé e requerer
componentes externos, tem um tempo de comutacdo mais curto e € mais estavel na transicéo

de um estado para o outro.
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5.2 ESTIMULAGAO ELETRICA DE POPULAGOES DE MIOCITOS

5.2.1 Recrutamento x amplitude do estimulo

Os resultados mostraram que, quanto maior a intensidade do E estimulatério, maior foi o
nuamero de células recrutadas, independente do niumero de diregbes de estimulagio utilizadas e
da forma de onda do estimulo.

A excitagdo de uma célula se da com o disparo de um PA, o qual, na maioria dos casos,
depende da abertura de canais de Na* dependentes de tens&o presentes na membrana celular.
Quanto maior a amplitude do estimulo, maior a variagdo de Vm e mais canais de Na* se abrem.
Quando Vm alcanga um determinado valor (limiar), ocorre a abertura de um numero de canais
suficiente para causar o disparo do PA. Com o aumento da intensidade de E, um namero maior
de células sofre despolarizagdo de membrana de magnitude suficiente para que o potencial
limiar seja atingido, aumentando, consequentemente, o recrutamento na populacao de células.

A amplitude do estimulo que produz uma despolarizagao limiar da membrana pode variar
de uma célula para outra, mesmo no mesmo tecido, e essas diferengas se devem a diversos
fatores. Como mostrado por Gomes et al. (2001), o aumento de tamanho de miécitos cardiacos
de mamiferos apos o nascimento € acompanhado de reducgéo do valor limiar de E estimulatério,
o que foi atribuido as modificagcdes pds-natais de tamanho e geometria celulares, que afetam o
efeito de E sobre Vm. Além da dimensao, a orientacdo do eixo maior da célula em relagao a
dire¢do do E aplicado faz com que haja diferengas nos valores de E; (como discutido no item a
seguir). Células de diferentes tamanhos e formas, e em posi¢cdes variadas, em um mesmo
tecido, requerem, portanto, intensidades diferentes de E para a excitagao.

Outro possivel fator envolvido na variabilidade de limiar é corrente de potassio Ik, que
contribui para a fase final de repolarizacdo e para a estabilizagdo do Vm diastélico. Esta
corrente € um dos principais responsaveis pela baixa resisténcia diastélica da membrana em
células ventriculares, o que lhe confere um papel na determinagcao da excitabilidade celular
(Bers, 2001). Por exemplo, Golod et al. (1998) demonstraram que a despolarizagao critica para
excitacao € 50% menor em células atriais do que em midcitos ventriculares de coelho, o que foi
parcialmente atribuido a menor magnitude de lx; no atrio e consequente maior impedancia de
entrada. Portanto, uma possivel variagao regional na magnitude de lx; no ventriculo (que
parece ocorrer em camundongos; Panama et al., 2007) poderia introduzir variabilidade adicional

da excitabilidade das células das populagdes estudadas.
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5.2.2 Recrutamento x direcao

O aumento da amplitude do estimulo promove, além do aumento do recrutamento, o
aumento da interseccao (Tabelas 4.2 e 4.5) do recrutamento obtido na estimulacéo
multidirecional manual, ou seja, um niumero maior de células passa a responder a estimulos em
mais de uma dire¢cdo. Quando se fez a estimulagdo com 1xEq,, cerca de 11% das células
responderam ao estimulo em apenas uma direcdo e nenhuma respondeu aos estimulos nas
trés diregdes. Com 2xE7y, o padrao se inverteu e a porcentagem de células que responderam
ao estimulo em apenas uma diregéo caiu para cerca de 2%, enquanto aquela de células que
responderam aos trés estimulos aumentou para 40%. Isto provavelmente se deve ao
recrutamento adicional de células cujo eixo maior se orientava em diregdes diferentes da
direcao do estimulo, para as quais o limiar € maior (Tung et al., 1991; Chen et al., 1993;
Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 2008). Assim, com o aumento da intensidade de E, foi
possivel recrutar miécitos com orientagdes diferentes da 6tima.

O limiar estimulatério varia com a geometria da célula. A variagdo de Vm induzida por
uma dada intensidade do E externo é maior quando este é aplicado na dire¢do longitudinal do
que na tranversal ao eixo maior da célula, enquanto que, no limiar, embora os valores de E
sejam diferentes, a despolarizacdo da membrana é semelhante para estimulagdo em qualquer
direcdo (Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 2008). O modelo tedrico proposto por Klee &
Plonsey (1976), que analisa o papel da geometria e das dimensbes da célula sobre a
despolarizagdo passiva da membrana, mostra que a variagdo de Vm depende fortemente dos
comprimentos dos eixos maior e menor da célula, bem como do angulo entre a direcdo de E e o
eixo maior da célula. Quando E ¢ aplicado transversalmente ao eixo maior, a variagao de Vm é
menor, logo, € preciso uma intensidade maior de E para produzir a mesma variagdo de Vm
obtida quando este campo é aplicado na diregao longitudinal. Knisley et al. (1993) propuseram
que, no caso de estimulagdo longitudinal, a variagdo maxima de Vm seja uma fungéo do
produto da amplitude do estimulo e da metade do comprimento da célula; logo, quanto maior o
comprimento, maior sera a variagao de Vm. Dessa forma, a estimulagdo na diregéao longitudinal
faz com que Vm atinja seu valor limiar com menores valores de E. Posteriormente, Bassani et
al. (2006) demonstraram que a razéo dos valores de Et para aplicagéo do estimulo em dire¢des
ortogonais poderia ser predito simplesmente pela razdo 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 E7 na populagao.

O recrutamento celular, portanto, depende néo sé da amplitude, como também da direcao

de aplicagdo do estimulo. Deve-se observar que um aumento do E estimulatério em
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aproximadamente 65% (de 1,2xEqy para 2xEr,), embora mais que duplicasse o recrutamento
para estimulagéo unidirecional, resultou em aumento pouco significativo no caso da estimulagao
multidirecional, enquanto que um aumento de apenas 20% (i.e., de 1xE7, para 1,2xE7y)
praticamente duplicou o numeros de células excitadas, seja em uma ou em trés direcbes
(Tabelas 4.1 e 4.4). Esta diferencga entre as estimula¢gdes uni e multidirecional foi decorrente da
capacidade desta ultima modalidade de estimulacdo em recrutar um numero bem maior de
células com baixos valores de E. Isto acontece porque os midcitos que nao foram excitados em
uma dada diregao responderam em outra direcdo, a qual o alinhamento de seu eixo maior era
mais favoravel. Pelo mesmo motivo, ao se considerar o recrutamento de um mesmo numero de
células, o simples fato de girar E, ou seja, de aplica-lo em trés dire¢des diferentes, permitiu uma
reducdo significativa de sua intensidade. Assim, no caso particular da estimulagao
multidirecional, foi possivel recrutar 75-85% das células com uma intensidade de E 40% menor
(1,2xE7y) que aquela necessaria para o mesmo recrutamento com apenas uma diregédo de
estimulacao (2xEqy).

Aplicar o estimulo em mais de uma dire¢do, portanto, aumenta a eficiéncia do processo
estimulatério, pois permite a redugao significativa da amplitude do estimulo e, para uma dada
intensidade de E, € possivel recrutar mais células do que quando o estimulo é aplicado em uma
Unica diregao.

Com a estimulacdo multidirecional automatica e 1,2xEr,, foram recrutadas 90% das
células, independentemente da forma de onda utilizada. E interessante observar que esta
porcentagem foi ligeira, mas significativamente maior que aquela obtida com a soma do
recrutamento por estimulagao unidirecional nas trés diregdes (Tabelas 4.3 e 4.6). Isto indica que
a estimulagdo multidirecional automatica, por aplicar os estimulos em sequéncia em um curto
periodo de tempo, torna o processo de estimulagao ainda mais eficiente. Esta maior eficiéncia
poderia estar relacionada a uma redugdo do limiar de excitagdo das células, o que facilitaria a
excitagdo de um numero maior delas. Uma possivel explicagdo para esta redugdo é o
fendbmeno da adigédo latente (somagao temporal), que ocorre quando a membrana celular é
previamente exposta a um estimulo sublimiar. Este estimulo causa uma despolarizagao passiva
da membrana que, embora insuficiente para levar Vm ao valor limiar, persiste por algum tempo,
decaindo com um curso temporal exponencial. Se um novo estimulo for aplicado antes do
completo decaimento do potencial sublimiar, a despolarizagdo gerada por ele se somara aquela
remanescente do estimulo anterior, de modo que havera maior probabilidade de que o valor
limiar de Vm seja atingido, causando a excitagdo da célula (Aidley, 1998). O tempo que o

potencial leva para voltar ao seu valor de repouso € determinado pela constante de tempo da
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membrana (caracteristica de sua resposta passiva: a membrana celular pode ser modelada
como um circuito RC), que é cerca de 10 ms em ventriculo de mamifero (Sharma et al., 2007).
Assim, o estimulo em uma direcdo, que ndo excitasse determinada célula, poderia contribuir
para o efeito da adi¢ao latente, facilitando a despolarizagao pelo préoximo estimulo, aplicado em
outra direcdo 5 ms apds o término do estimulo anterior. Estima-se que, com este curto intervalo,
cerca de 60% da despolarizagado passiva em resposta ao estimulo anterior ainda persistisse no
instante de aplicagéo do proximo estimulo.

Bostock et al. (2005) mostraram que estimulos sublimiares aplicados a axbnios de
motoneurénios foram capazes de gerar um aumento transitério da excitabilidade da membrana,
que alcangou seu maximo 5 ms apds a aplicagao do estimulo e durou cerca de 30 ms. Se estes
dados podem ser extrapolados para midcitos ventriculares, seria esperado que 0s sucessivos
estimulos aplicados durante a estimulagao multidirecional automatica, em um periodo de 25-30
ms, produzissem facilitacdo da excitagao.

A superexcitabilidade por estimulagao sublimiar, segundo Bostock et al. (2005), é devida
tanto a resposta passiva (linear) da membrana (cuja amplitude é dependente daquela do
estimulo), quanto a resposta nao-linear devida a ativagédo de canais de ions (Na*) dependentes
de tensdo. Esta ultima ocorre quando Vm se aproxima do limiar, o que resulta na abertura de
uma parte desses canais, mesmo que a corrente gerada nao seja suficiente para disparar um
PA. Sambelashvili et al. (2003) também concluiram, com base em modelamento matematico,
que a resposta do tecido cardiaco a estimulagdo sublimiar ndo depende apenas da resposta
passiva da membrana, mas também do efeito do potencial sobre canais ibnicos. Os autores
propdem que a reducdo de lx; devida a despolarizagdo gerada por estimulos sublimiares
promova aumento da resisténcia da membrana, e assim contribuindo para aumentar a
excitabilidade celular. Observe-se que a corrente através dos canais que medeiam lx; depende
essencialmente do gradiente eletroquimico do K*, e estes canais apresentam forte retificagio
interna da corrente (Bers, 2001).

E importante lembrar que o tempo total de aplicacdo dos estimulos no modo automatico
(25 ms no caso de pulsos monopolares e 30 ms no caso de bipolares), inferior & duragcéo do PA
da preparacao (60-70 ms; Bassani et al., 2004) e, conseqiuentemente, de seu periodo refratario,
foi escolhido para garantir que cada célula fosse excitada em uma unica diregédo (intersecgao
nula). Portanto, interpretamos os presentes resultados como um aumento da excitabilidade da
membrana produzido pela aplicagao de E de intensidade sublimiar em outras direcdes.

Em resumo, a estimulacdo multidirecional automatica produz um efeito adicional para

incrementar o recrutamento excitatério: ela é capaz ndo apenas de recrutar células orientadas
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em diferentes diregbes, como acontece com a estimulagdo multidirecional manual, como
também é capaz de aumentar a sensibilidade das células a estimulos subseqientes,
possivelmente devido a estimulagcdo com valores sublimiares de E. Este efeito parece contribuir

para a maior efetividade excitatéria dessa modalidade de estimulagéo.

5.2.3 Recrutamento x forma de onda

No presente trabalho, foi observado que, para uma dada amplitude de E, a estimulagéo
elétrica, tanto unidirecional, quanto multidirecional (manual e automatica) com pulsos bipolares
promoveu um maior recrutamento em relacdo a estimulagdo com pulsos monopolares.
Entretanto, quando a intensidade do estimulo foi normalizada pelo Eqy da forma de onda
correspondente, nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os recrutamentos
obtidos com o uso de pulsos mono e bipolar. Isto parece decorrer da reducido observada de Er
determinado com pulsos bipolares (vs. monopolares), de acordo com observagdes feitas em
trabalhos anteriores (Jones et al., 1987; Bassani et al., 2006; Hwang et al., 2008), em que o Er
de uma dada célula é 20-25% maior quando o estimulo € monopolar, em comparagédo a
estimulagdo com pulsos bipolares.

Jones et al. (1987) propuseram que o menor valor de E; obtido com a forma de onda
bipolar se deveria a agdo condicionante da fase hiperpolarizante do pulso, de modo a favorecer
a recuperacao 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
excitagdo da célula. Bassani et al. (2006) estimaram que a despolarizagdo da membrana
requerida para excitagdo de midcitos cardiacos € 25% menor para pulsos bipolares do que
monopolares, independentemente da direcdo da estimulacao, o que indica que a forma de onda
afeta a excitabilidade celular, e ndo a polarizacdo da membrana induzida por E. Assume-se
que, durante a aplicacdo de um E externo, ha um rearranjo de cargas no interior da célula que
faz com que parte da membrana seja despolarizada (regido mais préxima ao catodo) e parte
seja hiperpolarizada (regido mais proxima ao anodo). Uma ligeira despolarizagdo sustentada
pode levar a inativagdo de canais de Na®, o que tenderia a aumentar E+. Ja na hiperpolarizagéo
ocorre o contrario, o que facilitaria a excitacdo subsequente por aumentar a disponibilidade de
canais de Na’ recrutaveis (Aidley, 1998). Este fenédmeno, chamado de acomodagao do limiar,
pode levar a estimulagao por quebra de anodo: a redug¢do do limiar durante a aplicagdo de um
pulso hiperpolarizante de um pulso é tal que, dada a proximidade entre os valores limiar e de

repouso de Vm, e o retorno nao instantdneo de Vm ao seu valor de repouso, um PA pode ser
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disparado no momento em que o estimulo é interrompido. Quando o estimulo é bipolar, ocorrem
polarizagdes opostas nas mesmas regides da membrana, ou seja, a regido que na primeira fase
do pulso é hiperpolarizada, na segunda fase & despolarizada, e vice-versa. Essa oposi¢ao de
polaridades pode levar a estimulagao por quebra de anodo durante a aplicagao do pulso.

Os dados das curvas de recrutamento celular em fungao de E indicaram que, para uma
dada intensidade do estimulo, o numero de células recrutadas com pulso bipolar foi
consistentemente maior do que com pulso monopolar. O valor de E50 (E para recrutamento de
50%) para pulsos bipolares foi cerca de 30% menor que o valor de E50 para pulsos
monopolares. No entanto, exceto pelo desvio a esquerda, ndo se observou outras diferencas
entre as curvas de recrutamento (e.g., coeficiente de Hill), o que é compativel com a idéia de
que a forma de onda nao afeta o processo fundamental de excitagdo, mas provavelmente
modifica a sensibilidade da célula aos efeitos do estimulo elétrico.

Como citado anteriormente, para um recrutamento de aproximadamente 80%, a
estimulagcado multidirecional permitiu uma redugcdo de 40% na intensidade de E em relagédo a
estimulagao unidirecional, ou seja, uma variagao de 2xEx, para 1,2xEx,. Com pulso monopolar,
estes valores correspondem a 4,7 e 7,8 V/cm, respectivamente. No caso do pulso bipolar,
1,2xEqy corresponde a 3,8 V/icm (vs. 4,7 V/icm do monopolar). Assim, a estimulagédo
multidirecional com pulso bipolar permitiria uma redugao adicional de E em 20% para o mesmo
grau de recrutamento. Portanto, para um recrutamento de aproximadamente 80% das células, a
estimulagao em trés direcbes com pulso bipolar permitiria uma redugao de E absoluto em mais
de 50%, quando comparada com a estimulagao monopolar em apenas uma diregéo (3,8 vs. 7,8
V/cm).

5.2.4 Implicagoes clinicas

Neste trabalho, utilizou-se a estimulacdo de midcitos cardiacos isolados com valores de E
proximos a Er, ou seja, com valores cuja intensidade é cerca de 5% daquela necessaria para
causar morte celular (Tung et al., 1991; Oliveira et al., 2008). Se for possivel extrapolar os
presentes resultados para a desfibrilacdo, que envolve a aplicagao de valores de E de alta
intensidade a todo o coracdo, a abordagem estimulatéria proposta neste trabalho poderia
resultar em melhora significativa na eficiéncia do processo desfibrilatério.

Como dito anteriormente, durante a desfibrilagcao, regides do coracdo podem ser expostas
a E com intensidade superior a 100 V/cm (Yabe et al., 1990), o que se esperaria ser letal a

todas as células posicionadas longitudinalmente ao campo (Figura 6.1; Oliveira et al., 2008).
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Portanto, uma redugédo na amplitude do E requerido para a desfibrilagdao seria de grande
importancia para preservacao da populacdo de midcitos apds a terapia elétrica. A desfibrilagao
multidirecional tornaria essa reducéo possivel sem que houvesse perda no recrutamento, o que
€ de grande importancia considerando que uma desfibrilagdo bem sucedida se da quando uma

quantidade critica de células é despolarizada (Zipes et al., 1975).
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Figura 5.1 — Curvas de letalidade (probabilidade de letalidade em funcéo do E estimulatério) para células
posicionadas longitudinal e transversamente a direcdo de aplicagdo do estimulo. Os pontos sdo os
valores médios e as barras representam o erro-padrao da média (Oliveira et al., 2008).

Oliveira et al. (2008) mostraram que as células sdo menos sensiveis a acéo letal de E
com pulsos bipolares: o fator de seguranga (razao entre o valor de E com probabilidade de 50%
de letalidade [EL50] e E7) é maior para pulsos bipolares do que monopolares, pois EL50 é
aproximadamente 15% maior e Er é cerca de 20% menor para a forma de onda bipolar. Isto
indica que a forma de onda bipolar é superior a8 monopolar para desfibrilacdo e estimulagao
marcapasso, pois é mais eficiente na excitagao elétrica, além de ser menos lesiva as células.

Se uma curva de recrutamento para valores desfibrilatorios de E seguisse o0 mesmo
padrao das curvas de recrutamento levantadas no presente trabalho, o valor de E50 para
pulsos bipolares continuaria sendo consideravelmente menor que o valor de E50 para pulsos
monopolares, e seria ainda mais seguro por se afastar de valores letais as células. Nosso
estudo, assim, corrobora resultados de outros trabalhos da literatura que também evidenciaram
a superioridade do pulso bipolar em relagdo ao monopolar (Tang et al., 1989; Greene et al.,
1995; Gliner et al., 1995; Bassani et al., 2006; Hwang et al., 2008).
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Diversos outros trabalhos mostraram que dois ou mais choques aplicados em diferentes
orientagbes sdo mais efetivos para a desfibrilacdo por reduzirem o limiar desfibrilatério
(Bourland et al., 1986; Chang et al., 1986; Jones et al., 1986; Bardou et al., 1988; Kerber et al.,
1994; Pagan-Carlo et al., 1998; Zheng et al., 2002). Dois pulsos parcialmente sobrepostos e
ortogonais entre si estimulam uma por¢do maior do miocardio. Esta sobreposicdo permite
também a geragédo de trés vetores elétricos (um para cada pulso e outro correspondendo a
sobreposicao dos dois pulsos), sendo mais eficiente que dois pulsos seqiienciais separados,
cujos vetores sdao mais afastados espacialmente (Kerber et al., 1994). A modalidade de
estimulacao testada no presente trabalho envolveu o uso de pulsos temporalmente separados
(portanto, sem sobreposi¢cao), aplicados em trés direcées. No entanto, a energia total aplicada
foi maior que com apenas um par de pulsos. Como ja demonstrado por Oliveira et al. (2008), a
sensibilidade das células miocardicas aos efeitos danosos do campo também é dependente da
direcdo de aplicagdo de E. Como a faixa de intensidade de E utilizada neste trabalho foi muito
menor do que a utilizada para desfibrilagdo, € importante que seja investigado futuramente se a
provavel reducao do E efetivo para desfibrilagdo obtida com o presente método sera suficiente
para minimizar a les&do celular comumente resultante da aplicacédo de E de altas intensidades.

Exner et al. (1994) observaram em humanos que a combinagao da forma de onda bipolar
com pulsos sequenciais durante a desfibrilagdo reduziu significativamente o limiar de
desfibrilagdo quando comparado com o uso de apenas um estimulo com forma de onda bipolar
ou apenas pulsos seqlienciais monopolares. Os experimentos realizados no presente trabalho
mostraram que a estimulagéo multidirecional com pulso bipolar permite uma redugéo de 50% na
intensidade de E. Uma reducdo nesta proporcdo durante uma desfibrilagdo faria com que a
probabilidade de letalidade alcancasse valores proximos a zero para as células alinhadas com
E (Figura 6.1). Para choques desfibrilatorios, uma pequena diminuicdo da intensidade de E
pode reduzir marcantemente a produgao de efeitos nocivos pelo choque. Portanto, a aplicagao
da técnica multidirecional na desfibrilagdo, especialmente em associacdo a forma de onda
bipolar, pode se mostrar capaz de evitar que muitas células sofram lesdes, por permitir alto
recrutamento com menores valores de E. A potenciagcado da estimulacdo aparentemente devida
a estimulacao sub-limiar prévia durante a aplicagdo automatica de estimulos em trés dire¢des
durante poucas dezenas de milissegundos também poderia contribuir para aumento da
efetividade. No entanto, ainda é necessario que esta possibilidade seja confirmada em
preparacdes multicelulares e in vivo.

Mesmo existindo trabalhos que mostram que a desfibrilagdo é mais eficiente quando E é

aplicado em varias direcbes, € preciso considerar que, no coragao inteiro, as células estéo
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acopladas eletricamente e que isto pode influenciar a resposta da membrana celular ao E
aplicado externamente, pois os resultados do presente trabalho foram obtidos em midcitos
cardiacos isolados. Além disso, os danos causados pelos choques de alta intensidade que
causam prejuizos as células (entre eles, a depresséo contratil, Soares, 2003) e dificultam uma
nova desfibrilagdo, por outro lado, sdo capazes de inibir a onda fibrilatéria, facilitando a
desfibrilagdo (Al-Khadra et al., 2000). Isto significa que os mecanismos responsaveis pela
desfibrilagdo bem sucedida podem estar além do recrutamento de uma grande quantidade de
células, assim, €& preciso entender melhor estes mecanismos para buscar a técnica
estimulatéria ideal.

Outro fator a ser considerado é que a estimulagdao multidirecional requer um total de seis
eletrodos, tornando-se necessaria a reducao de seu tamanho para melhor posicionamento e
contato. Esta reducado, porém, aumenta a densidade de corrente que pode lesar e provocar
queimaduras do tecido em contato, principalmente quando se trata da desfibrilagdo, a qual
envolve E elevados.

A lesao celular pode ocorrer ndo s6 durante a desfibrilagdo, mas também durante
estimulagdo marcapasso do coragao (que requer menores valores de E) devido a geragao de
correntes elevadas proximo aos eletrodos. O desacoplamento elétrico que se estabelece no
tecido lesionado pela estimulagao continua torna a excitagao mais dificil por levar ao aumento
do limiar (Sambelashvili et al., 2004). Isto pode causar ndo apenas falhas na excitagdo do
miocardio, mas também a necessidade de aumento da intensidade do estimulo, o que agravara
mais a lesdo. Quanto maior a densidade de corrente do estimulo marcapasso, maior o
desenvolvimento de fibrose (Segui, 1990). Portanto, a estimulagédo multidirecional automatica
poderia ser uma importante alternativa para a estimulacdo marcapasso, com o intuito de se
reduzir a amplitude do estimulo e, consequentemente, a incidéncia de lesdo. Por outro lado, é
importante considerar que o aumento do niumero de eletrodos estimulatérios poderia resultar
em maior lesdao miocardica total, mesmo que o grau de leséo fosse relativamente menor em
cada sitio de estimulagcdo. Portanto, ainda s&o necessarios futuros trabalhos sobre a
aplicabilidade e possiveis beneficios ou prejuizos desta abordagem estimulatéria.

Adicionalmente, a estimulacdo multidirecional pode ser utilizada em qualquer tipo de
experimento no qual seja necessario estimular eletricamente células individuais ou populagdes
de células. Em alguns casos, a faixa de tensdo fornecida pelos estimuladores elétricos
disponiveis comercialmente néo é suficiente para estimulacdo, como, por exemplo, de células
de pequenas dimensdes (Gomes et al., 2001) e quando ha modificagbes na composigdo de

solucbes de perfusdo. Nestes casos, a estimulacdo multidirecional facilitaria a excitagdo.
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CAPITULO 6 — CONCLUSOES

No presente trabalho, analisou-se a relagcédo entre diregdo, forma de onda e intensidade
do estimulo na excitagdo de populagdes de midcitos cardiacos isolados orientados de maneira
aleatdria, a partir de instrumentacao desenvolvida no laboratério que permite variar rapidamente
a direcdo de aplicagdo do estimulo. Os resultados obtidos mostraram que a estimulacéo
multidirecional € mais eficaz na excitacao de células por possibilitar a redugdo da amplitude de
E para um mesmo recrutamento celular (ou, em outras palavras, possibilitou um significativo
aumento do numero de células excitadas por uma dada amplitude de E) em relagdo a
estimulagao unidirecional.

Se fosse realizada uma desfibrilagdo multidirecional, em combinagdo com a forma de
onda bipolar, cuja superioridade sobre a monopolar ja € bastante conhecida, a chance de
sucesso da reversdo da arritmia seria maior e ainda se reduziria o risco de lesdo do tecido
cardiaco. Porém, em altas intensidades, outras questdes teriam que ser analisadas para o
resultado positivo da desfibrilagcdo multidirecional, como, por exemplo, o tamanho dos eletrodos.

A estimulagao/desfibrilagdo com mais de uma direcdo de aplicagdo do estimulo € um
tema ja abordado em diversos trabalhos anteriores que mostram que esta técnica é capaz de
excitar um maior numero de células com um menor E. Contudo, o presente trabalho apresenta
evidéncia inédita de que a estimulagao multidirecional, além de recrutar células em diferentes
diregdes, também é capaz de alterar a sensibilidade da célula ao estimulo, facilitando a
excitacao e tornando-se, assim, mais um fator de reducao do E estimulatorio. Esses resultados,
portanto, podem ter importante impacto sobre o desenvolvimento de procedimentos de

estimulacao cardiaca (marcapasso e desfibrilatéria) mais eficientes e de menor risco.
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