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RESUMO

Os organismos vivos caracterizam-se por apresentarem grande
capacidade de resposta aos estimulos internos e ou externos, no sentido de se
adaptarem as condigbes vigentes. O sistema adrenérgico desempenha papel
expressivo em muitos destes processos adaptativos. Alteragfes funcionais dos
adrenoceptores quanto ao numero, ou sensibilidade as catecolaminas
apresentam repercussdes fisiologicas e fisiopatoldgicas, restritas ou abrangentes
em todos os sistemas organicos. O coragdo, por ter um expressivo numero de
diferentes tipos de receptores adrenérgicos, pode ser alvo de substanciais
modificagdes das suas duas propriedades bdsicas: inotropica e cronotropica.
Neste contexto este trabalho teve como objetivo estudar as respostas inotropicas
& noradrenalina ( NA } do atrio esquerdo ( AE ) isolado, de ratos adultos jovens e
velhos, submetidos a estimulos provocativos ( modelo: natagao de ratos ). Os
grupos estudados foram: controles ( C ) jovens (n=7)e, velhos (n=26); Stress
Intermitente  ( Sl ) - sessfes de 5, 15, 30 minutos de natagho em trés dias
consecutivos - jovens (n=8) e velhos (n=6), e Siress Agudo (SA) -
sessdo Unica de 50 minutos de natagdo - jovens (n =6) e velhos (n =6). As
varidveis registradas foram: Tensdo, [T (gf )]; primeira derivada temporal de
T,[dT/dt (gf/s)] e a segunda derivada temporal T, | d®T/dt? ( gf / §°)]. A
resposta contratil do atrio & NA foi avaliada por meio das curvas dose-resposta. A
tensao méaxima ( T max ) e a dose correspondente & concentragao molar do

agonista, que determina um efeito correspondente a 50% do efeitoc maximo
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( EC50 ), foram empregadas como parametros para analise do ciclo contragao-
relaxamento. Verificou-se, que os valores iniciais de T max { antes das doses de
NA ) ndo apresentaram diferenga estatistica nas trés condi¢Ges estudadas. As
curvas dose-resposta obtidas assemelharam-se a uma sigmodide, divergindo
somente nos valores correspondentes aos platds. Na porgéo central da curva
(1E- 8 a tE - 6 ) observou-se que os padrdes nos grupos ( C, Sl e SA } dos
jovens foram similares. Porém, no grupo SA dos velhos verificou-se um
desiocamento paralelo para a direita ( menor resposta & NA ). Os valores das
EC 50 nos grupos ( C, Sl e SA ) de jovens e de velhos ndo foram diferentes;
porém na comparagdo entre grupos controles verificou-se diferenga
estatisticamente significante (p < 0,05 ). Tendo-se em vista esse resultado, as
demais comparagdes tornaram-se inexequiveis. As relagbes forga-fregiiéncia do
atrio esquerdo foram observadas ( ap6s a curva dose-resposta a NA ) em
frequéncias de estimulagao que variaram de 1 a 10 Hz. As curvas obtidas
apresentaram padrdes de decaimento préprios dessa preparagéo. Os valores da
T max desenvolvida sob freqliéncia de estimula¢éo de 5 Hz néo foram diferentes,
em nenhuma das situages estudadas. O aparecimento de ritmo espontéaneo de
batimento no atrio esquerdo somente foi documentado durante a realizagéo da
curva dose-resposta. Destes, o grupo C de velhos mostrou menor incidéncia da
ocorréncia de ritmo espontaneo ( 2/4 ) do que o grupo C de jovens { 5/7 ). Além do
gue, as condigbes de Sl e SA, parecem ter acentuado o ritmo espontaneo nos
velhos, enquanto esses estimulos ndo alteraram o ritmo esponténeo nos jovens.
Com o objetivo de abolir os batimentos esponténeos, os atrios ( jovens e velhos )
foram estimulados a uma freqiiéncia de 50% acima do valor da freqiiéncia atrial.

Embora, ndo tenha havido diferenga estatisticamente significante, chama a



atengao o fato dessa estimulagéo ser mais efetiva em suprimir o ritmo espontaneo
nos SA de velhos ( 5/5 ) do que o correspondente em jovens.{ 2/6 ).

O aspecto morfolégico do tecido atrial esquerdo, dos animais jovens
ndo se mostrou diferente dos animais velhos. Por outro lado, a morfologia do
miocardio ventricular dos animais jovens estd bastante preservada em relagéo a
dos velhos. Estes apresentaram no miocdrdio ventricular, vérios pontos de
cicatrizes focais, com regides extensas de substituicdo do tecido muscular por
tecido fibroso cicatricial.

Conclui-se pois, que nas condigbes de aumento da estimulagao
adrenérgica ( S| e SA ) nfo ocorreu mudanga de resposta inotrépica a
noradrenalina nos animais jovens e velhos. Entretanto, na auséncia de estimulo
provocativo ( controle ) verificou-se diminuicdo da resposta inotropica a
noradrenalina nos animais velhos, em relagdo aos jovens. Na auséncia de
estimulo provocativo ( natagdo ), o ritmo espontaneo parece ocorrer em maior
proporgao nos animais jovens do gue nos velhos. As concentragbes da NA que
induziram o surgimento do ritmo espontdneo e, 0s respectivos valores de
frequéncia foram semelhantes nos grupos de animais jovens e velhos,

independentemente da auséncia ou presenca de estimulo provocativo.
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INTRODUCAO

Os organismos vivos apresentam capacidade inerente para
responder aos estimulos internos e ou externos, bem como as adversidades do
meio ambiente e sob certas condigbes adaptam-se.

As respostas fisiologicas as influéncias ameagadoras do meio
ambiente foram primeiramente colocadas em evidéncia por CANNON ( 1939 ), a
partir de observagbes em animais experimentais, 0s guais quando submetidos a
estimulos fisicos e ou psicolégicos apresentavam secregéo de um agente humoral
pela glandula adrenal, que promovia a elevagéo da pressao sanguinea; esta
substancia foi denominada de simpatina. As investigagdes realizada por CANNON
( 1939 ), acerca desse assunto conduziram-no & descrigdo do comportamento de
"luta e fuga", conceito que permanece importante até os dias de hoje, para a
compreensdo das respostas fisioldgicas desencadeadas em condigbes, as quais
recebem a designagfo genérica de stress’

O conceito de siress originou-se dos trabalhos de SELYE, que
identificou hipertrofia do cértex adrenal em animais experimentais, em resposta a
uma variedade de estimulos fisicos nocivos. Com base em suas investigagbes
SELYE ( 1956; 1965 ) desenvoiveu o conceito de Sindrome de stréss ou

Sindrome Geral de Adaptagdo, caracterizando-a como resposta néo especifica

frente a estimulos.

! Embora a palavra estresse exista na lingua portuguésa, o termo original stress foi mantido neste
texto, como uma homenagem ao autor, levando-se em conta, as dificuldades seminticas que o
mesmo enfrentou, na busca de uma palavra que refletisse o conceito, que sob um novo ponto de
vista, estava sendo introduzido nas ciéncias biologicas.



O stress pode ser definido como um conjunto de reagOes que
ocorrem no organismo, em resposta a fatores que, de alguma forma, ameagam
sua integridade funcional. Segundo SELYE ( 1956; 1965 ) este apresenta 3
fases, a saber: a fase inicial de alarme, que se caracteriza pela novidade, onde o
organismo apresenta um aumento da capacidade organica. Se o agente
desencadeador persiste, 0 organismo continua a responder e entra em uma
segunda fase, a de resisténcia, caracterizada pela tentativa de manter o equilibrio
organico. Assim, 0 organismo desenvolve mecanismos compensatérios, que se
manifestam por meio de alteragSes morfo-funcionais nos tecidos, drgéos e
sistemas, aumentando a reserva funcional. Se a intensidade da resposta foi
efetiva 0 organismo apresenta os sinais caracteristicos de adaptagao bioldgica,
que corresponde a terceira fase. Ocorre que, em algumas situagbes, 0 processo
de mobilizagdo orgdnica nd3o & suficiente para resistir aos agentes
desencadeadores do sfress. Nestas circunsténcias, se estes permanecem, surge
uma fase peculiar, caracterizada pela exaustéo, em que o organismo manifesta
sinais de faléncia, expressos por disfungdes e/ou patologias. Em casos extremos,
o organismo pode apresentar uma drastica queda da capacidade de resisténcia
organica e, sob condigdes limitrofes, pode chegar a morte.

Segundo MEERSON ( 1984 } o processo adaptativo e, portanto, a
segunda fase descrita por SELYE, compreende duas etapas distintas: a primeira
caracteriza-se, predominantemente pela ocorréncia de reagbes catabdlicas e a
segunda por predominio do conjunto das reagfes anabdlicas. Durante esta (ltima,
ocorre producéo de acidos nucléicos e consequentemente, sintese de proteina.
Coincidentemente, a fase adaptativa caracteriza-se por induzir aumento da
massa, e da reserva funcional das estruturas celulares envolvidas nas respostas,

tais como: transporte de fons, suprimento energético, entre outros. Os tragos



estruturais deixados nos organismos vivos s6 se manifestam se o estimulo e
stress or persistir por longo periodo. Por outro fado, se o agente causador
desaparecer em curto prazo, a resposta de stress sera de curta duragdo e, desta
forma, os tracos morfolégicos ndo se manifestam, embora transitoriamente, 0
organismo seja mobilizado intensamente, no sentido de responder as demandas
impostas pelo "agressor".

A capacidade adaptativa dos sistemas biclégicos tem papel
fundamental na preservagéo da integridade dos organismos vivos. Os parametros
de normalidade de uma dada variavel, também podem ser compreendidos pelo
conceito de “zona neutra”, caracteristicos dos sistemas e especies, que
respondem homeostaticamente  as flutuagdes do ambiente. Desse modo,
gualquer agente que promova uma pertubagdo no sistema, se constituird em
agente causador do stress ( BAKER,1974 ).

Frente aos agentes desencadeadores do siress 0 organismo
reage, primeiramente por meio da regulagdo e controle, de varios processos
oxtensivos aos sistemas nervoso central e endécrino. Como parte do guadro
caracteristico da sindrome geral de adaptagdo ocorre uma consideravel excitagéo
dos centros vegetativos superiores, resultando na ativacao do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal. A liberagdo do hormdnio adrenocorticotréfico pela hipofise,
estimula a secrecéo de glicocorticdides pela cértex adrenal. Por sua vez, a agao
dos glicocorticdides sobre o metabolismo é fundamental no sentido de prover
substrato energético aos sistemas mais diretamente envolvidos na resposta de
stress { MEERSON, 1984 ).

Simultaneamente, se da a ativagdo do eixo simpato-adrenal,
resultando em aumento dos niveis plasmaticos das catecolaminas: a adrenalina,
secretada principalimente pela medula das adrenais e a noradrenalina pelas

terminagGes nervosas simpaticas no homem ( EULER, FRANCKSSON,



HELLSTRO, 1954 ); 0 mesmo néo ocorre em ratos { RICHTER, GALBO, SONNE
ot al, 1980 ) e cdes ( PERONNET, NADEAU, DE CHAMPLAIN et al, 1981 ), nos
quais a maior parte de noradrenalina circulante € de origem adrenomedular.

Assim sendo, o sistema nervoso simpatico e as glandulas
adrenais desempenham um papel importante na resposta de stress. As
catecolaminas, atuando como neurotransmissor e/ou como horménio, apresentam
propriedades regulatérias sobre a fungdo cardiaca, a distribuicdo do fluxo
sanguineo para os tecidos, e o metabolismo energetico, entre outras.

A acdo das catecolaminas ocorre nos diferentes tecidos do
organismo, através da interagdo com receptores especificos. Duas categorias
principais destes foram inicialmente identificadas por AHLQUIST ( 1948 ), que os
classificou em adrenoceptores alfa (o) e beta (8), segundo as seguintes séries de
poténcias relativas dos agonistas: adrenalina > noradrenalina >> iscprenalina, e
isoprenalina > adrenalina > noradrenalina, respectivamente. Subsequentemente,
LANDS, ARNOLD, McAULIFF et al { 1967 } identificaram uma sub-divisdo dos
receptores B, 0s quais foram denominados de beta-1 (B-1) e beta-2 (B-2), e
definidos pela afinidade relativa dos agonistas, adrenalina e noradrenalina. Para
os receptores B-1, identificados no tecido cardiaco e adiposc de mamiferos, esses
agonistas apresentavam aproximadamente igual afinidade; entretanto, para os
receptores B-2, localizados no musculo liso da traguéia e vasos, a adrenalina
apresentava maior afinidade do que a noradrenalina. A idéia vigente, por
essa ocasido, era a de que somente um subtipo de receptor existia em
determinado 6rgéo.

Com o surgimento de novos farmacos cada vez mais especificos,
e com diferentes afinidades para um ou outro tipo de receptor, o estudo dos
adrenoceptores se desenvolveu amplamente. Ambos os subtipos de

adrenoceptores B apresentam semelhangas estruturais e estdo acoplados ao



sistema de adenil-ciclase, cuja ativagéo tern como efeito o acumulo intracelular
de monofosfato de adenosina ciclico ( AMP¢ }, o qual atua como o segundo
mensageiro da agéo B-adrenérgica { STILES, CARON, LEFKOWITZ, 1984 ).

Em meados dos anos 70, LANGER ( 1974 ) sugeriu a designagéo
dos receptores alfa-1 {o-1) e alfa-2 (a-2), com base na sua localizagdo pds e
pré-juncional, respectivamente. STARKE, LANGER ( 1979 ) chamaram atengao
ao fato de que os receptores pré-sindpticos terem sido a principio definidos,
exclusivamente, pela fungdo que controlavam: modulagéo da liberagdo do
neurotransmissor, ao passo gque mais recentemente, esses tem sido
caracterizados e definidos levando-se em conta a afinidade relativa dos agonistas
e antagonistas. Em vista dessas consideragdes o termo o-2 deve ser utilizado no
contexto de suas caracteristicas farmacologicas. Assim, a subclassificagéo dos
adrenoceptores o & independente da localizagdo anatémica, e € baseada
exclusivamente nas suas caracteristicas farmacoldgicas, como pode-se ver na
tabeia 1 ( LANGER, 1981 ).

Tabela 1 - Ordem de poténcia relativa de agonistas e antagonistas para

adrenoceptores Alfa-1 e Alfa-2

Ordem de Poténcia Relativa dos Agonistas
Guanabenz > tramazolina > clonidina > Alfa CH3 > noradrenalina > oximetazolina o
> nafazolina = adrenalina = noradrenalina > Olp - O
> fenilefrina > metoxamina o
Ordem de Poténcia Relativa dos Antagonistas
rauwolscina > igimbina »> piperoxana > tolazolina >> o2
> fentolamina > Ofp . Ol

> fenoxibenzamina >> WB 4101 >>> |abetolol = prazozin ot




Com o desenvolvimento de novos agonistas e antagonistas o-
adrenérgicos, cada vez mais potentes e altamente seletivos, a classificagéo dos
receptores o-1 @ o-2, como as subdivisbes posteriores, prevaleceu o critério
farmacolégico, do que o anatémico ou o funcional, uma vez que este era mais
apropriado do que os anteriormente empregados ( BYLUND, EIKENBERG,
HIEBLE et al, 1994 ).

A transdugéo de sinal, pelos receptores adrenergicos, o-1 e -2,
pode ocorrer por interveniéncia de uma grande variedade de sistemas efetores.
Estes incluem: inibicdo da adenil-ciclase por «-2, mobilizagio de ions Ca™ por -
1 e a-2, hidrélise do fosfatidil-inositol por a-1, aumento do fluxo Na* ou K™ por o-1
e o-2 e liberagdo de &cido aracddnico por o-1 e o-2. Nac obstante a
heterogeneidade dos mecanismos funcionais, os receptores de membrana, dos
quais os receptores adrengrgicos fazem parte, realizam a transdugdo de
informagéo do lado de fora para o de dentro da céiula, atraves da proteina G, que
desempenha uma fung@o reguladora, ligada ao nucleotideo guanina
( MAHAN, MAKERNAN, INSEL, 1987 ).

As abordagens experimentais, historicamente empregadas na
identificagdo de tipos e subtipos de receptores, séo concernentes aos modelos
funcionais, dedicados ac estudo das respostas fisiol6gicas em animais integros
ou tecidos isolados. Ha aproximadamente, 15 anos atras surgiram as técnicas de
marcagéo com radioisdtopos ( binding ), que vieram a se constituir em uma nova
ferramenta, para definigho farmacolégica dos subtipos de receptores
( MINNEMAN, PITTMAN, MOLINOFF, 1981 ).

Em 1992 a familia dos receptores adrenérgicos era constituida
por trés grandes tipos: a-1 e o-2 e B . Cada tipo dividido em 3 subtipos, de acordo
com a figura 1 ( BYLUND, 1992 ).



Familia do Receptor Adrenergicg

_ny adrenergic _op adrenargic _p_adrenergic

_Oha _Mp _Oyc B _Pe _Bs

_Oza _U2n _Oac

Figura 1 - Classificagéo dos receptores adrenérgicos { BYLUND, 1992

Do final dos anos 80 ao inicio dos anos 90, verifica-se um
aumento significativo dos subtipos de receptores (ver figura 2), decorrentes do
desenvolvimento das técnicas em biologia molecular, que tém sido empregadas
para identifici-los por clonagem. Apesar desses avangos metodoldgicos, que
permitiram a identificagéo de subtipos de receptores, permanece uma importante
indagagéo - "Porque existem tantos subtipos ?”. O significado funcional dessa rica

diversidade, permanece por ser elucidado.



9 9% Oaye

o.

»

=

A |
U

-

o

P d

E

E-

1950 1970 1990
Ano
Figura 2 - Desenvolvimento histdrico dos subtipos de receplores

adrenérgicos { BYLUND, 1992 }.

Mais recentemente verifica-se que a familia desses receptores
cresceu ainda mais, tornando-se obrigatério uma revisdo atualizada dos tipos
o-1, o-2 @ B, bem como seus ulteriores subtipos derivados das técnicas
farmacolégicas, marcagdo com radioisétopos e identificagdo molecular,
empregados no seu estudo ( BYLUND, EIKENBERG, HIEBLE et al, 1994 }

Um dos aspectos mais interessantes a respeito dos
adrenoceptores 6 o de que os mesmos ndo séo entidades estaticas, mas sao

dotadas de grande plasticidade. Sua estrutura e/ou densidade s&do dinamicamente



moduladas por uma ampla gama de fatores e condiges adversas ( DAVIES,
LEFKOWITZ, 1984 ). O aumento crénico do contato de adrenoceptores 3 com
agonistas, por infusao de catecolaminas ( MICKEY, TATE, LEFKOWITZ, 1875;
SCARPACE, ABRASS, 1982; KENAKIN, 1984; SNAVELY, ZIEGLER; INSEL,
1985) ou pela presenga de tumores produtores de noradrenalina (SNAVELY,
MOTULSKY, MOUSTAFA et al, 1982), causam uma redugao na densidade de
adrenoceptores, denominada "down-regulation”, e que parece estar associada a
mecanismos de internalizagédo ( CIARALDI, MARINETTI, 1977 ).

Além disso, o0 aumento da exposigdo ao agonista pode levar ao
desacoplamento do receptor com o sistema adenil-ciclase ( TSE, POWELL,
BASTE et al, 1979; STRASSER, STILES, LEFKOWITZ, 1984 ). Todos esses
processos resultam em diminuigdo da resposta do tecido a agonistas

adrenérgicos.
Por outro lado, a diminuigdo do contato do neurotransmissor

adrenérgico com os receptores da célula pés-juncional, por meio de intervengao
quimica ( SPORN, HARDEN, WOLFE et al, 1976; KAJIYAMA, OBARA, NOMURA
et al, 1982; SEVERSON, PITTMAN, GAL et al, 1986 ) ou de tratamento com
antagonistas ( GLAUBIGER, LEFKOWITZ, 1981 ) causa um aumento da sua
densidade, num processo conhecido como “up-regulation”, podendo resultar em
supersensibilidade.

As propriedades dos adrenoceptores também podem ser
alteradas por outros fatores, que néo os agonistas, como a subsensibilidade que
ocorre em tecido miocardico de ratos adrenalectomizados ( DAVIES, DE LEAN,
LEFKOWITZ, 1981 ), 0 aumento da densidade de adrenoceptores cardiacos
no hipertirecidismo { KUPFER, BILEZIKIAN, ROBINSON, 1986 ) e a sua redugao
no hipotireoidismo ( CIARALDI, MARINETTI, 1977). Ainda, podem ocorrer



alteragbes  provocadas por glicocorticdides ( DAVIES, LEFKOWITZ, 1984 ),
hidrocortisona ( COTECCHIA, DE BLASI, 1984 ), profactina e estrogenos
( KATOVICH, 1983; STILES, CARON, LEFKOWITZ, 1984 ). Alguns dos fatores
capazes de alterar o estado funcional e/ou o nimero dos adrenoceptores estao
indicados na tabela 2 ( HARRISON, 1985 ).

Tabela 2 - Fatores reguladores dos receptores adrenérgicos

Fisiologicos
Exercicio
Stress
Agonistas adrenérgicos
Denervacgao
Glicocorticoides
Horménio tiroideano
Estrégeno e progesterona
Maturagéo e envelhecimento
Doencgas ou drogas
Antagonistas adrenérgicos
Isquemia
Insuficiéncia cardiaca
Hipertens&o e hipertrofia cardiaca
Sindrome de abstinéncia ao alcool

Drogas psicotropicas

10



As alteragbes funcionais dos receptores, seja do numero, da
sensibilidade destes aos agonistas, bem como por processo de desacoplamento,
apresentam repercusséo fisiologica e fisiopatolégica, uma vez que o estado
funcional dos adrenoceptores determina a sensibilidade do efetor as
catecolaminas. Os mecanismos pelos quais os receptores manifestam a
adaptagao fisiolégica, as diversas condigbes, intrinsecas e/ou extrinsecas ( em
patologias, no stress, no exercicio e treinamento fisico, maturagao,
envelhecimento, administracio de horménios, e drogas ) s&0 expressos pela sua

responsividade e estao resumidos na tabela 3 ( HARRISON, 1985 }.

Tabela 3 - Mecanismos que alteram as respostas dos receptores

1. Alteragdes no numero de receptores

(perda primaria ou secundéria por desensibilizagéo)
2. Alteragéo de sensibilidade aos agonistas (desensibilizacao)

a. Desacoplamento dos componentes efetores

b. Internalizagéo

c. Processamento intracelular e dastruicdo do receptor por enzimas lisossomais
3. Modificagdo covalente e desacoplamento

Fosforilago?

A par das diferengas farmacoldgicas, os adrenoceptores exibem
uma distribuicio caracteristica nos vérios tecidos e oOrgéos. O conceito de
homogeneidade da populagéo de adrenoceptores em um dado érgao persistiu até

1972, quando CARLSSON e colegas proveram evidéncias farmacolégicas de que



ambos receptores B-1 e B-2 coexistem funcionalmente no coragéo de gato. Com o
aparecimento de novas substancias, agonistas e antagonistas, mais seletivas, a
caracterizagdo dos subtipos tornou-se mais facil, comprovande a sua
heterogeneidade. Assim, verificou-se que no atrio direito de gatos, cées e
humanos, receptores -1 e p-2 adrenérgicos coexistem, enquanto que, no atrio de
rato e porco da india, exclusivamente ¢ subtipo f-1 adrenérgico foi evidenciado
( STILES, CARON, LEFKOWITZ, 1984 ). Para a identificagdo quantitativa da
populagéo B-1 e -2, de adrenoceptores no coragdo de varias espécies animais,
muitos esforgos tém sido empregados. No inicio dos anos 80, as técnicas de
marcagdo por radioisétopos ndo permitiam a definigho da proporgao dos
receptores B-1 e B-2, visto que os radioligantes disponiveis [H’] DHA
(dihidroalprenolol } e o [I'"®] HYP ( iodohidroxibenzilpindolol) n&o marcavam
exclusivamente receptores B-1 ou B-2 ( HOFFMAN, LEFKOWITZ, 1982 ).
MINNEMAN, HEDBERG, MOLINOFF ( 1979 ) usando técnicas interativas,
assistidas por computador, sugeriram que o coracéo de rato contém 83% de B-1 e
17% de p-2. Ainda, como parte do empenho para determinagéo da proporgao dos
receptores P nos tecidos, surgiram os radioligantes altamente seletivos,
contribuindo decisivamente nessa questdo ( BRODDE, 1991 ). Embora, tenha
sido comprovada a existéncia de ambos receptores B-1 e B-2 num 6rgdo téo
complexo como o coragao, isto ndo significa que ambos devam coexistir em uma
mesma célula, além do que, alguns orgios sdo constituidos por diferentes
tipos de células ( STILES, CARON, LEFKOWITZ, 1984 }.

A presenga dos receptores B-1 e P-2 no coragdo de varias
espécies animais, como ratos, gatos, porco da india, cées, coelhos e homem, tem
sido comprovada. De um modo geral, 0s receptores -2 encontram-se em maior

proporgdo no atrio do que nos ventricuios; entretanto, seu papel funcional ainda
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ndo estd completamente esclarecido. Embora, existam indicagbes de efeitos
cronotropicos positivos no &trio direito de ratos, porco da india, gatos e caes.
Diversamente em coelhos, esses efeitos ndo foram verificados. Outro ponto que
permanece controverso diz respeito ao papel dos receptores B-2 na mediagéo dos
efeitos inotrdpicos positivos, induzidos por agonistas B em preparagbes atriais
e ventriculares, dessas mesmas espécies ( BRODDE, 1991 ).

O assunto é bastante complexo, e suscitou, a partir da primeira
indicagio da expresséo funcional de receptores o no coragao por WENZEL e SU
( 1966 ), a emergéncia de grande interesse nesta area de conhecimento. Neste
sentido, foi constatado que 0s receptores « cardiacos identificados em rato,
coelho e fetos de cordeiro induzem respostas contrateis ( HOFFMAN,
LEFKOWITZ, 1982 ). A presenga dos receptores o-1 no miocardio de varios
mamiferos tem sido demonstrada por estudos de marcagédo com radioisétopos, €
denotam uma predominéncia do subtipo a-1b, embora, o subtipo o-1a também
esteja presente ( BENFEY, 1982 ). No coragéo a densidade desses receptores
parece variar com a espécie animal. Assim, em primatas e no homem, a
densidade de receptores o-1 em geral, € menor gué no rato. Estudos
comparativos indicam que o namero de receptores o-1 no miocardio de cdes é
compardvel agueles do coelho, que aparentemente s&o menores do gue os
existentes no miocardio de rato { FEDIDA, BRAUN, GILES, 1893 ).

Contudo, quando se compara a densidade dos receptores o-1 e
B-1, no miocardio de rato e coelho, os valores variam da equivaléncia para uma
proporgdo de 2,5:1 em favor dos receptores {-1 ( FEDIDA, BRAUN, GILES,
1993 ). Mesmo representando menor proporgao em relagao ao total de receptores
existentes no coragdo, a estimulagéo seletiva dos receptores o-1 cardiacos em

animais e no homem, reguia as varias etapas dos mecanismos de acoplamento
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excitagdo-contragdo incluindo: condutancias ibnicas, atividade idnica no citosol,
metabolismo celular e, sensitividade das proteinas contrateis ao Ca™. Por
interferir nos processos eletromecanicos, em condigbes fisioldgicas e
fisiopatoldgicas, os receptores o-1 modulam o ritmo, a condugdo e a forga de
contragdo cardiacas { TERZIC, PUCEAT, VASSORT et al, 1993 ).

Considerando-se, as vias adrenérgicas que controlam a
coniratilidade miocardica ventricular, o coragéo do homem pode ser visto como
um érgao p-adrenérgico. Diferentemente, em relagéo a estimulag&o inotrépica, 0
coragéio do rato pode ser considerado um ¢rgéo B / oy adrenergico { BRISTOW,
HERSHBERGER, PORT etal, 1990 ).

Porém, deve-se levar em conta, que o sistema adrenérgico
cardiaco, bem como os demais sistemas orgénicos, é dotado de grande
adaptabilidade funcional. Esse ponto de vista, basea-se em indicages relativas
ao papel funcional dos receptores adrenérgicos cardiacos em processos
adaptativos, como os observados no exercicio fisico agudo, no treinamento fisico
e no stress { COX, HUBBARD, LAWLER et al, 1985 e MAZZEQ, 1991 ).

As mudangas que ocorrem nas propriedades dos receptores
cardiacos, e 0 que estas representam, nas adaptagfes cardiacas fisiologicas nao
estao completamente estabelecidas. No estudo realizado por MOLE ( 1978 ) foi
observado um aumento de contratilidade ao isoproterenol em musculo papilar do
ventriculo esquerdo de ratos treinados por natagdo. Da mesma forma WYATT,
CHUCK, RABINOWITZ et al { 1978 ) documentou alteragbes na atividade da
adenil-ciclase, acompanhada de mudanga correspondente, na responsividade
fisiol6gica cardiaca as catecolaminas em gatos fisicamente treinados.

Diferentemente  OSTMAN-SMITH (1979 ) ndo observou

diferengas, entre animais controles e treinados, no que diz respeito a medida da
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forca contratil, estimulada pela agdo inotropica da noradrenalina, no tecido
cardiaco. Da mesma forma, ndo foram detectadas diferengas de namero ou
afinidade dos receptores B, nas membranas cardiacas de ratos submetidos a
treinamento de resisténcia , comparativamente aos animais sedentarios.

Qutro aspecto extremamente interessante da responsividade
adrenérgica esta relacionado com o processo de maturagéo e envelhecimento. A
idade parece ser um fator que afeta a densidade e ou distribuigéo dos receptores,
e por conseguinte, a reatividade de varios tecidos isolados { SCARPACE, 1986;
TUMER, SCARPACE, LOWENTHAL, 1992 ). O coragdo n&o poderia ser uma
excecdo a regra. E tanto ndo €, que as respostas inotropicas positivas a
fenilefrina no atrio de rato sao dependentes, principalmente, da estimulagao de
receptores B no jovem, e de receptores o no adulto. Isto deve indicar que no
processo de maturagdo, ocorre diminuigdo do numero de receptores B, e
concomitante, aumento de receptores o no coragdo de ratos ( HASHIMOTO,
NAKASHIMA, SUGINO, 1983).

Em animais senescentes, a resposta inotrépica do tecido cardiaco
isolado, sob condigbes de repouso, ndc se apresenta diferente daguelas
correspondentes aos jovens. Porém, quando se analisa a maxima resposta
contratil, observa-se entdo, uma diminuigdo dos efeitos inotropicos positivos da
isoprenalina, sem que ocorra alteragdo na sua poténcia. Do mesmo modo foi
observado uma diminuigdo da contratilidade cardiaca & agéo do dibutiril
monofosfato de adenosina ciclica ( AMPc ). Por outro lado, a fase de
relaxamento ( pds catecolamina ), parece estar preservada no tecido miocardico
de animais velhos. Isto deve indicar que a agéo B-adrenérgica, na fase de

relaxamento do cardiomidcito, ndo sofreu modificacbes decorrentes da idade
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( LAKATTA, GERSTENBLITH, ANGELL, et al, 1975, GUARNIERI, FILBURN,

ZITNICK, et al, 1979 ; LAKATTA, 1987 }.
Assim sendo, procedendo-se a medida da resposta contratil do

atrio esquerdo, ao agonista fisiolégico ( noradrenalina ), pode-se estimar a
magnitude das respostas adrenérgicas, induzidas pela sobrecarga do exercicio de

natagfo, e observar como esses estimulos atuam sobre o coragdo de animais

jovens e velhos.



Objetivos




OBJETIVOS

eCaracterizar, as respostas inotropicas e cronotrépicas do atrio esquerdo isolado
a noradrenalina, em animais adultos jovens e velhos, em auséncia ( controles ) e
na presenga de estimulos provocativos ( modelo: natacao de ratos ), que induzem

hiperatividade adrenérgica.
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MATERIAL E METODOS

Condigdes Ambientais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar Hannover, machos,
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP e mantidos no Biotério
Setorial da Faculdade de Educacdo Fisica, seguindo as recomendagbes e
procedimentos necessarios a satde dos animais de experimentagao. As variaveis
ambientais foram controladas dentro dos limites considerados neutros ( BESCH,
1990 ), com a temperatura ambiental mantida a 24,7¢C + 3,2°C, a umidade
relativa do ar entre 40% a 60%, e a iluminagdo com ciclo claro-escuro de 12/12
horas { com o periodo de luz das 07:00 &s 19:00 horas ). A renovagdo do ar era
realizada por meio de um exaustor instalado na parede da sala, garantindo desta
forma, a qualidade do ar. Os cuidados relativos & limpeza e higienizagao da sala
foram realizados com agua e detergente Extran MA O; neutro, de fabricagéo da
Merck S/A Industrias Quimicas. Ademais, procedeu-se & aplicagéo de produto
quimico Sani-t-10, de fabricagéo Spartan do Brasil Produtos Quimicos Lida, nas
estantes das gaiolas, paredes e pisos, uma vez na semana para fins de assepsia
ambiental. O rufdo sonoro foi reduzido ao minimo, tendo-se em vista o local
apropriado das instalagbes do biotério, o acesso limitado de pessoas, como
também pela forma na organizagido da limpeza das gaiolas, que era sempre

executada no espago contiguo, e reservado a esse fim.
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Animais de Experimentacéo

A amostra empregada constituiu-se de 42 ratos machos da
linhagem Wistar Hannover, divididos em 21 animais adultos jovens, entre dois e
trés meses de idade ( peso - 342,59+ 345 g)e, 21 animais adultos velhos,
com 29 a 30 meses de idade ( peso-439,6 g+535¢g). Com o propdsito
de tornar mais clara a referéncia a essas amostras, os animais adultos jovens
e aduitos velhos serdo denominados no presente frabalho de jovens e
velhos, respectivamente.

Os animais que constituiram a amostra dos velhos permaneceram
no biotério setorial por um periodo aproximado de 18 meses, tempo necessario
para que os mesmos completassem 29 a 30 meses de idade ( WEINDRUCH,
1995 ). Esse tempo de vida, seguramente garante que os referidos animais sejam
considerados velhos, como pode-se observar pelas curvas de sobrevivéncia
(figura 3 ) de ratos da linhagem wistar ( BUREK, HOLLANDER, 1280 ). Os
animais velhos foram alojados em gaiolas plésticas ( 50 x 36 x 16 cm ),
acomodados em numeroc de 2, e no maximo 3 animais por gaiola e, se
necessario, isolados. Por outro lado, 05 animais jovens permaneceram no
biotério setorial, no minimo por um periodo de uma semana antes da data
prevista para a realizagao dos experimentos, e foram alojados em numero de 4 a
5 animais por gaiola.

A limpeza das gaiolas era realizada trés vezes na semana, por
yolta das 07:30 horas, quando os animais, obrigatoriamente foram submetidos a
manipulagéo. A alimentagio fornecida aos animais constituiu-se exclusivamente
de ragao comercial Labina C (Purina) e agua, ambas oferecidas ad /ibitum, sem

nernthuma suplementag&o nutricional.
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Figura 3 - Curvas de sobrevida de ratos { machos e fémeas ) da linhagem

Wistar do Institute for Experimental Gerontology ( Burek , Hollander, 1980 ).
Modelo Experimental : Natagdo de ratos

Na vida animal a realizagdo do exercicio fisico assume
importancia fundamental, pois & por meio desse que os animais estéo capacitados
a ir em busca do alimento, desempenhar seu papel reprodutivo, e escapar de
seus predadores, e de outros perigos. Dessa forma sdo geneticamente dotados a
vida fisicamente ativa e, numa perspectiva fisiologica, a faita de atividade fisica
torna-se prejudicial ao organismo,

Outrossim, existem condigbes e/ou fatores ambientais, que pelo
grau de novidade que impdem ao organismo, desencadeiam primeiramente, as
manifestagbes caracteristicas da resposta de stress e sob certas circunstancias, o
aparecimento de respostas caracteristicas de processos adaptativos.
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Segundo PROSSER ( 1964 ), as alteragbes celulares, organicas e
sistémicas que favorecem a sobrevivéncia de um animal, a uma mudanga
ambiental sdo tidas como adaptativas. A luz desse ponio de vista, o exercicio
fisico de natagdo, tal como as mudangas ambientais, perturbam o milieu interieur
( BOOTH, THOMASON, 1881 ), e indubitavelmente provocam respostas
adaptativas organica e/ou sistémica.

E sob essa perspectiva que o modelo de natagéo de ratos tem se
constituido em um procedimento experimental largamente empregado na
pesquisa biol6gica, principalmente, no estudo do comportamento de variaveis
fisiolégicas em diversos sistemas, como: neurovegetativo (OSTMAN-SMITH,1978;
SVEDENHAG, 1985 ), muscular ( BOOTH, THOMASON, 1991 ), cardiovascular
{ FLAIM, MINTEER, CLARK et al, 1979; COX, HUBBARD, LAWLER et al, 1985 )
e metabdlico { MCARDLE, 1967, GEENEN, BUTTRICK, SCHEUER, 1988 }.

Amostras e Grupos Experimentais

Espécimes de animais de duas faixas etarias distintas, jovens e
velhos, foram empregadas neste estudo. De um grupo inicial de 30 animais
separados para envelhecer, 21 atingiram a idade desejada na fase de
experimentagio, dos quais 18 animais completaram o estudo experimental. Eles
foram distribuidos de modo a que fossem estudados segundo © seguinte

delineamento experimental.

Amostras ANIMAIS JOVENS ANIMAIS VELHOS
CONTROLE STRESS STAFSS CONTROLE STHESS STRESS
NTERMITENTE  AGUDO NTERMITENTE  AGUDC
Unidades - - _ _ - -
Experimentais - - - - - -
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As amostras de animais adultos-jovens ( n=21} e velhos ( n=18 } foram
sub-agrupados e distribuidas aleatoriamente em trés condi¢fes experimentais:

grupo controle (C), grupo stress intermitente (SI) e stress agudo (SA), como

segue descrito na tabela 4 :

Tabela 4 - Distribuigio dos animais nas amostras e grupos experimentais

_Grhpos Controle |- sr?éss stress | . Total
Amostras mtermlte e | agudo |
Adultos jovens 7 8 6 21
Adultos velhos 6 6 6 18

Total 13 14 12 38

Os grupos controles ndo foram submetidos @ nenhuma condigdo
e/ou fator ambiental reconhecido como indutor da resposta de stress. Por outro
lado, os dois outros grupos, stress intermitente e agudo foram submetidos a
sessdes individuais de natag@o. Esta era realizada em tangue de vidro medindo
100 x 50 x 80 cm, com Agua aquecida a temperatura de 36° C * 1° ( HARPUR,
1980 ), e com profundidade de 40 cm para evitar que os animais tivessem ponto
de apoio por meio da cauda, e assim permanecessem parados. A agua era
trocada a cada 3 dias, e em intervalos menores, se necessario, e 0s restos fecais

removidos ao final de cada sessio de natagéo ( figura 4 ).
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Figura 4 - Sessao de natacao realizada em tanque de vidro.

No grupo denominado stress intermitente 0s animais foram
expostos a trés sessoes de natagdo em trés dias consecutivos, com duragéo de 5,
15 e 30 minutos, respectivamente. Ao final das duas primeiras sessoes, 0s
animais eram colocados em gaiolas de arame individuais, com uma fonte
fornecedora de calor, por aproximadamente 20 a 30 minutos, para secagem.
Retornavam em seguida para suas gaiolas de moradia, desta feita individual. No
terceiro dia das sessées de natagéo, os animais eram sacrificados.

Nos grupos stress agudo, os animais foram expostos, a uma
sessdo individual e unica de natagdo, com duragdo de 50 minutos e,

imediatamente apos eram sacrificados.
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Os animais foram sacrificados por golpe na cabega e imediata
seccéo dos vasos sanguineos cervicais, para o rapido escoamento do sangue do
interior das cavidades do coragdo. Em seguida, tiveram a cavidade toracica
exposta por incisdo na linha média, e o coragéo foi rapidamente removido e
colocado em um becker contendo um volume de 50 ml de solugéo fisiologica de
Krebs-Henseleit com a seguinte composigao por litro: NaCl 138,0 g; KCI 7,08 g;
CaCl2 7,56 g; MgSO4 5,88 g; NaHCO3 42 g; KH2PO4 3,26 g; Glicose 2 g; Acido
Ascorbico 0,02 g.

Nestas condicdes, o batimento espontaneo e ritmico, do 6rgao
isolado facilitava o esgotamento do sangue residual das cavidades e do

tecido cardiaco.

Preparacéo Bioldgica : Atrio Esquerdo Isolado

O método empregado para a montagem experimental deriva das
técnicas de preparacdo de atrio direito isolado de cobaia, desenvolvidas para
estudo da frequiéncia espontanea dos batimentos ( HAWKINS,1962 ).

O atrio esquerdo era separado do coragdo do animal e preparado
para o estudo. Em uma das extremidades do tecido atrial era introduzido um
ganchinho, atado a um fio de algodao, que por sua vez, fora conectado ao
transdutor de forca isométrica Metrigam Modelo 2, faixa de sensibilidade (254
de fabricagdo da Gould Inc. . Na outra extremidade, o eletrodo bipolar de platina
( confeccionado no Centro de Engenharia Biomedica, UNICAMP ), traspassava o

atrio e era conectado a um gerador de sinais ( figura 5 ).
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4

Figura 5 - Preparagdo de atrio esquerdo isolado em cuba contendo solucao

de Krebs-Henseleit.
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Com esse arranjo experimental, o atrio esquerdo era colocado em
uma cuba para o estudo de 6rgéo isolado, contendo 20 ml da solugao de Krebs-
Henseleit. Esta solucdo era continuamente gaseificada com 95% Oz, 5% COx,
com uma temperatura mantida a 36,5 + 0,2 °C, com o auxilio de uma bomba de
perfusdo, que promovia a circulagdo da &gua aquecida, na camara externa da
cuba. Apds a instalagdo da preparagdo na cuba, era aplicada ao atrio
esquerdo uma pré-carga inicial de 0,5 grama/forga ( g/f ). A preparagao biolégica
foi sempre mantida por um periodo de 15 minutos para fins de estabilizagao das
respostas. Depois desse tempo era efetuada a curva comprimento-tensao, onde
se determinava o comprimento 6timo (Lo), ou seja o comprimento “ideal” para que

o musculo atrial alcanga-se um valor maximo na forga ativa desenvolvida.

Instrumentacao para Medida da Contracao Isométrica

As contracbes do atrio esquerdo foram obtidas por estimulos
elétricos, de pulsos bipolares de tensfo, fornecidos pelo estimulador elétrico
Modelo S 44 de fabricacdo da Grass Instruments. Os estimulos aplicados eram de
1 ms de duracgéo, frequéncia de 1 Hz e intensidade 20% acima do limiar de
excitabilidade. O valor limiar foi definido como sendo a intensidade minima
necessaria para produzir as contragdes atriais em cada preparagdo isolada.
Mantendo-se esses padroes de estimulagdo da preparagao, a eventual liberagao
de neurotransmissores teciduais era minimizada ( BLINKS, 1965).

Os registros graficos foram efetuados em um registrador de
variaveis bioldgicas Modelo RS 3400, do fabricante Gould Inc. ( figura 6 ). Foram
utilizados quatro amplificadores da Gould Inc., sendo dois amplificadores

universais Modelo 13-4615-58 ( 1° e 2° ) e dois amplificadores diferenciadores
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Modelo 13-4615-71 ( 3° e 4° ), cujos sinais de saida eram registrados,
respectivamente nos canais 1, 2, 3, 4, do poligrafo. O sinal elétrico proveniente do
estimulador era enviado ao 1° amplificador universal e era registrado no canal 1
do poligrafo, o sinal elétrico emitido a partir do transdutor de forga isométrica era

enviado ao 2° amplificador universal, e deste, em série, para os amplificadores

diferenciadores 3° e 4°.

Figura 6 - Sistema de Registro ( Modelo RS 3400 ) com o respectivo tracado

das variaveis estudadas ( da esquerda para direita canais 1,2, 3 e 4 ).
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O sinal de sincronismo do estimulo elétrica, as variaveis medidas
e empregadas como indices de contratilidade -Tenséo, [T { gf }]; primeira derivada
temporal de T, [dT/dt ( gf / s )]; segunda derivada temporal de T, [d*T/at® (gf/ s %)]
foram registradas durante todo o tempo do experimento e estéo descritas a seguir
no ciclo contragdo-relaxamento.

O arranjo experimental que fora empregado, no estudo do ciclo
contragdo-relaxamento, do atrio esquerdo ( figura 7 ), € baseado nos
rabalhos de OSNES, SKOMEDAL, REFSUM et al ( 1976 ); OSNES,
REFSUM, SKOMEDAL et al (1878 ).

3 D, T=dT/dt

P D, T=d"T/df’

Figura 7 - Representagdo esquemética da instrumentagio utilizada para
estimulacéo e registro da preparagao experimental. O sinal do transdutor de
forga isométrica é captado por um amplificador universal e o respectivo sinal
de saida é a seguir diferenciado, por dois amplificadores diferenciadores,

acoplados em série.
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Definicoes dos parametros medidos no ciclo contragao-relaxamento
( modificado de SKOMEDAL, OSNES, OYE, 1982; SKOMEDAL, SCHIANDER,

OSNES, 1988 ).

T max = Valor maximo da tenséo desenvolvida
num determinado tempo do ciclo
Contracéao - Relaxamento

MAXC DT = (dT/dt )max = Maxima variagao da tensdo relativa ao
tempo, num determinado ponto da fase
de Contracao do ciclo (taxa)

MAXR DT = ( dT/dt )max = Maxima variag&o da tensg@o relativa ao
tempo, num determinado ponto da fase
de Relaxamento do ciclo (taxa)

MAXC D.T ={ d°T/ dt® Jmax ~ Maxima variagao positiva da taxa de
tensdo relativa a variagdo do tempo,
num determinado ponto da fase de
Contragéo do ciclo

MAXR DT = ( d*T/ dt® Jmax - Maxima variagdo negativa da taxa de
relativa a variagéo do tempo, num
determinado pontec da fase de

Relaxamento do ciclo

IMAXR DoT =( d°T/ dt*) amax - M&xima variacdo positiva de taxa de
tensdo relativa a variagdo do tempo,
num determinado ponto da fase de
Relaxamento do ciclo
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Preparacao das Doses de Noradrenalina

Apds a determinagdo do comprimento 6timo ( Lo ) do atrio
psquerdo a preparagdo foi mantida por mais um periodo de estabilizagao de
30 minutos. Numa etapa seguinte eram realizadas as curvas dose-resposta,
usando-se como agonista fisioldgico a noradrenalina ( NA ). O procedimento
experimental incluiu apenas a realizagdo de uma curva dose-resposta por
atrio esquerdo { tabela 5 ). As doses de arterenol-base livre { PM =169,2 }

foram administrados utilizando-se o procedimento cumulativo baseado em

VAN ROSSUM (1963).

Tabela 5 - Doses de noradrenalina adicionadas a cuba.

Nuamero das

doses . 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentrag;'é'é';
molar de NA | 10° | (10%)] 10° (0% | 107 | 107y | 10° | 0%y | 10° | (10| 107

A localizagao do ponto na curva dose-resposta empregada, para
avaliag8o da responsividade tecidual & noradrenalina foi a EC 50. Este ponto
é o mais comumente empregado e, corresponde a concentragdo molar

do agonista que determina uma resposta correspondente a 50% do

efeito maximo.
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Delineamento Experimental

Com referéncia ao protocolo experimental utilizado, foi elaborado
um diagrama de bloco { figura 8 ), onde todos os procedimentos, encontram-
se representados.

O referido diagrama engloba todas as diferentes possibilidades de
comportamento da preparagdo, com os respectivos tratamentos experimemntais
utilizados. Observar que as etapas iniciais de todos experimentos, incluindo
as curvas dose-resposta, foram semelhantes em todos 0s atrios estudados.

No caso da ocorréncia de ritmo esponténeo o estimulo elétrico era
desligado, para que se efetua-se o calculo da freqiéncia espontanea dos
batimentos atriais. A seguir a preparagéo era estimulada por um periodo de 2
minutos, e com uma freqiiéncia 50% acima daqueles valores, de modo a
tentar inibir o foco ectdpico atrial. A etapa seguinte consistia na interrup¢ao
subita da estimulagéo elétrica por 2 minutos, para se avaliar a ocorréncia ou
ndo da supressdo do foco ectépico atrial. Nos casos em que houve
supressdo do ritmo espontaneo, o estimulo elétrico era novamente aplicado a
preparagdo em uma frequéncia de 1 Hz. A partir desse momento, dava-se
continuidade aos procedimentos para obtengéo da curva dose-resposta, até a
dose maxima prevista de 10™ molar.

Por outro lado, nos casos em que ocorreu um segundo surgimento
de ritmo espontaneo, o pulso elétrico era novamente desligado e da mesma
forma a curva dose-resposta era retomada até a dose final ( 1 0 molar ).

Finalizados os procedimentos para obtengdo das curvas dose-

resposta & NA, as preparagdes atriais eram submetidas a uma outra
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sequéncia experimental ( ver diagrama de bloco, Fig.8 ), em que se avaliava
o comportamento das variaveis Tensdo, [T (gf)]; primeira derivada
temporal de T, [dT/dt(gf/s)], segunda derivada temporal de T,
[T/ dt? (gf/s?) ], registradas em diferentes valores de frequéncia. O
valor minimo de fregiiéncia empregado em cada preparagdo foi aguele em
que se conseguiu obter captura elétrica permanente e estavel do misculo
atrial. Na etapa final do experimento, era novamente determinado o limiar de
estimulagdo, denominado limiar pds-tratamento. A seguir o atrio esquerdo era
estimulado novamente ( voltagem 20% acima do limiar ) na freqiéncia de
1 Hz, por um periodo aproximado de 20 a 30 minutos, para se avaliar as
condigdes de responsividade e estabilidade eletromecanica da preparacao ao

término do experimento.
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CONDICOES INICIAI

fimiar de estimulac;ﬁn

© - cuyva comp. X fensao -
periode de estabilizagio |

r . > # <

timulo 1Hz

r*

int. de tempo = 2 min -

_______ 1' " interrupgdo da
- gstimulagéo - . .
NAQ
-
. périodo de
recuperagéio
1 -
. freg. esponténea
'_ 1 - - maxima = fmax -
_ . estlmulag:éo por
“Noradrenalina .. || | 2:mina 50 % acima
____dpse dose+1 '
. das doses de ,
--'_NA? :

Figura 8 - Diagrama de bloco com as etapas experimentais utilizadas.
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Estudo Morfolégico dos Animais Experimentais

Com o objetivo de avaliar o estado de saude e investigar a
possivel presenga de doenga nos animais de experimentagdo foram
realizadas autopsias em todos animais, jovens (21) e velhos (18),
imediatamente ap6s estes terem sido sacrificados. O mesmo procedimento foi
realizado nos dois animais que morreram durante a natagéo.

O coracéao foi 0 primeiro 6rgao a ser removido do corpo do animal;
deste, o atrio esquerdo era isolado e empregado primeiramente para fins de
estudo fisiolégico. O étrio direito e ventriculos dissecados eram lavados em
solugdo fisiolégica, em seguida pesados e, imediatamente apoés, colocados
para fixagdo em um frasco contendo formaldeido tamponado a 4% no qual, o
atrio esquerdo, também seria colocado, apés a obtengho das medidas
fisiolégicas e, a devida pesagem.

Como parte dos estudos morfolégicos, foram removidos e
separados do corpo do animal, fragmentos do pulmao, da aorta, rim, figado e
mesentério. As amostras dissecadas foram lavadas em solugéo fisioldgica e
colocadas para fixagdo em um outro frasco contendo formaldeido tamponado
ad% .

O 4atrio esquerdo, ventriculos, fragmentos de pulmao, aorta
descendente, rim, figado, mesentério foram preparados para a analise em

fotomicroscopio Zeiss, observando-se 0s passos seguintes:

1) Fixagdo em formaldeido tamponado a 4%

2) Desidratago em &lcool com concentragbes crescentes ( 70% até o

absoluto ).
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3) Diafanizagao em xilol.
4) Inclusdo em parafina ( 58°C a 60°C ).
5) Cortes com expessura de 5 p foram confeccionados.

6) Coloragio pela hematoxilina-eosina.

As observagdes em ultramicroscopia foram realizadas somente
em atrio esquerdo e, nestas foram empregados, 4 atrios esquerdos de jovens
e 3 de velhos, ambos dos grupos controles.  Os procedimentos para o

preparo do tecido atrial foram os seguintes:

1} Fixagao:
- em solugdo de KARNOVSKY (1965) por um periodo maximo de 24 horas,

a temperatura de 4°C.
- os fragmentos foram osmiados em tetréxido de ésmio a 1%, em tampéo

cacodilato, por 1,5 a 2 horas na capela.
- a sequir corados ‘“en bloc” com acetato de uranila a 0,5%, por um

petiodo de uma noite, & temperatura de 4°C.

2) Desidratagao: em acetona p.a., & temperatura ambiente.
- acetona a 30% - 30 minutos
- acetona a 50% - 15 minutos
- acetona a 70% - 15 minutos
- acetona a 90% - 15 minutos
- acetona anidra - duas passagens de 15 minutos

Obs: A acetona anidra é obtida por meio da adigdo de sulfato de s6dio ao

solvente.
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3) Embebicéo e Incluséo:

Composigao da resina empregada:

- Araldite Cy 205 * 114 ¢
- Endurecedor DD SA #* 80 g
- DMP-30%* 0,6 ml
- dibutil-ftalato** 0,05 ml

+ Materiais Plasticos Uegama

++ Polysciences Inc.

A sequir o material era colocado numa soluggo composta de
resina e acetona anidra na proporgao 1:1 e deixado por 2 a 4 horas para girar
no rotor. Por fim, o material era imerso em resina pura e colocado por 1 hora
na estufa a 37°C. Foram incluidos em forminhas e levados & estufa em

temperatura de 60°C, onde foram deixados por 3 dias.

4) Cortes semi-finos: obtidos com navalha de vidro no ultra-micrétomo
Sorvall, Model MT - 2B, com aproximadamente 0,5 pm de expessura. As
laminas foram coradas com azul de metileno € examinadas ao microscopio

oéptico. A partir desse exame foram selecionados os blocos para os cortes

ultra-finos.

5) Cortes ultra-finos: com o ultra-micrétomo Sorvall MT-5000 e navalha de
diamante; cortes de 10 nm de espessura, foram colocados em telinhas de
200 malhas (“mesh”) e corados pelo citrato de chumbo por 3 a 5 minutos.

Estes foram examinados no microscopio Zeiss, Modelo EM-10.
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Analise Estatistica

Na andlise estatistica dos resultados foram empregados os testes
ndo paramétricos de Kruskal-Wallis para comparagdes intra-grupo das
amostras ( jovens e velhos ) e, o teste de Wilcoxon para comparagdes dos
grupos { C, St e SA } de jovens versus velhos. O nivel de significAncia

adotado foi de 5% ou seja, valores de p menores ou iguais a 0,03.
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RESULTADOS

Caracteristicas Biométricas dos Animais Estudados

Os animais foram enumerados a medida que 0s experimentos eram
realizados. A idade foi calculada em dias, e a medida do peso corporal foi sempre
efetuada no periodo imediatamente anterior & realizagéo do experimento. As
pesagens do &trio direito e ventriculos foram efetuadas, apos a separagao do atrio
psquerdo e, este era pesado ao final do experimento. Para verificagio das
medidas biométricas ver tabelas 1 a 6 no apéndice.

Os pesos corporal, cardiaco e atrial esquerdo dos animais velhos
mostram-se significativamente maiores ( p < 0,05 ) do que o dos jovens. A relagcao
entre peso do coragdo e peso do corpo foi calculado pelas equagBes de
regresséo linear obtidas por subamostragem de tamanho 15 com repeticdes em
nimero de 50 vezes, a partir dos dados biométricos individuais, dos animais
experimentais. A distribui¢do dos valores dos interceptos estao apresentados em
box plot ( Figura 9 ). A distribui¢do dos valores das inclinagfes, da razédo entre

peso do coragdo e peso do corpo estio representados na Figura 10.
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Distribuigao dos Interceptos das Regressdes por

Subamostragem dos Animais Experimentais

300 400 500 500
! ! ; !

200
)

100
1

Jovens Velhos

Figura 9- Distribuigo dos interceptos das regressbes lingares por
subamostragem de tamanho 15 dos grupos experimentais dos animais

jovens e velhos.
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Distribuigao das Inclinagbes das Regressdes por

Subamostragem dos Animais Experimentais

28 30

25

22
1

'
t
t
r
]
+
r
t

Jovens Velhos

Figura 10- Distribuigdo das inclinagbes das regressdes lineares por
subamostragem de tamanho 15 dos grupos experimentais dos animais

jovens e velhos.
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Contratilidade

Procedimentos Experimentais Pré-Curva

Apés o periodo inicial de estabilizag&o o atrio era submetido a curva
comprimento tensdo ( figura 11 ). Esta realizada pelo estiramento do tecido atrial
até o comprimento 6timo, avaliado pela resposta das seguintes varigveis: Tensao
desenvolvida [T (gf)]; primeira derivada temporal de T, [dT/dt(gf/s )] e a
segunda derivada temporal T, [d°T/dt® ( gt / s°)] registrados nos canais 2,3 e 4, do
poligrafo, respectivamente. O canal 1 correspondia ao sinal de sincronismo do
estimulo slétrico, como pode ser observado na figura 9. O atrio esquerdo ficava
submetido a esta tens&io de repouso durante o periodo de estabilizagao que
precedia a curva dose-resposta.

Sob condicdes de estabilidade da resposta contratil { figura 12)
efetuava-se os registros gréficos das varidveis em velocidade de 100 mm/s, onde

posteriormente de modo manual as medidas quantitativas seriam efetuadas.

Os Parametros Medidos

Os parametros medidos a partir do ciclo contrag@o-relaxamento
foram T max, MAXC D;T, MAXR DyT, MAXC DoT, MAXR DT, 2MAXR DoT,
os guais foram obtidas durante todos as etapas experimentais { ver diagrama de
bloco, figura 8 ), nos seis grupos de animais estudados. Os dados individuais

estdo apresentados nas tabelas de 7 a 42, do apéndice.
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Os parametros medidos durante a curva dose-resposta a NA,
apresentaram padrfes de respostas proporcionais. Assim sendo assumiu-se que,
o valor da T max seria empregado como representativo do conjunto dos

parAmetros medidos no ciclo contracdo-relaxamento.

Considerando-se, que a medida da tensdo desenvolvida ponderada
pelo peso do atrio esquerdo ndo minimizou a variabilidade do conjunto das
respostas existentes entre os valores individuais { veja exemplo na figura 13 },
optou-se para que as medidas de tenséo fossem expressas em valores absolutos

de grama forga ( gf ) e ndo, como valores refativos, grama forga/peso do atrio.
Valores Iniciais da Tensdo Maxima

Para andlise dos valores iniciais de tensdo méaxima entre 0s grupos
C, Sl e SA, em ambas amostras { jovens e velhos ), o teste de Kruskal-Wallis foi
empregado € nos dois casos nenhuma diferenga estatistica foi verificada
(p > 0,05 ). Do mesmo modo, quando se comparou esses valores dos grupos C,
Sl e SA de jovens contra os respectivos grupos dos velhos nao houve diferenga
significativa nos trés casos ( na comparagao dos grupos SA o valor de p = 0,051
se aproximou do correspondente a significancia estatistica (p < 0,05).

A flutuacdo dos valores iniciais da T max foram verificados pela
locagao dos dados em box plot com as respectivas medianas, quartis e valores
extremos ( figura 14 ). Nessa representagao observa-se uma maior flutuagio dos

valores iniciais de T max nos jovens gue em velhos.
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Sinal de
Sincranismo

Tenséo
(gt)
K
dT / dt
{gfs) i
:|102
d2T/d? -+ : t—t ‘--:::: : t
(giis?) T I
..... = ]10‘
1
100 s

Figura 11 - Curva comprimento-tenséo tipica da preparagdo de atrio esquerdo
(animal 1, grupo controle de velhos), obtida por meio de estiramento do tecido atrial

em regime de estimulagéo elétrica.
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Figura 12 - Registro das variaveis (animal 3, grupo controle de velhos)
demonstrando estabilidade de resposta da preparagdo durante a curva dose-

resposta.
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Animais Jovens Animais Jovens
Grupo Controle Grupo Controle
2.5 e "
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Figura 13 - Curvas dose-resposta individuais, ao efeito inotropico da
noradrenalina, em atrios esquerdos isolados, de ratos do grupo controle
( animais jovens ), com os valores de T max expressos em grama forga

( esquerda ), e grama forga / peso do atrio ( direita ).
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Valores Iniciais da Tenséo Maxima
JOVENS YELHOS

1.2 24

Tens&n Maxima (gf)
14

0.5
1

Figura 14 - Valores iniciais da Tens&o Méaxima dos grupos (G =7; Sl = 8 ;
SA = 7 ) da amostra de animais jovens e dos grupos (C =6;S81=6; SA=6)
da amostra de animais velhos, expressos em mediana, quartis e valores

extremos.
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Curvas Dose-Resposta: Transformacdes da Tensdao Maxima

Tendo-se em vista as diferengas individuais em relagdo ao
desenvolvimento de forga pelo atrio esquerdo, o parametro escolhido { T max )
para a andlise das respostas contrateis foi corrigido por dois procedimentos

distintos, a saber:

a) A correcdo da T max ( nas doses de NA) pelos valores inicials de T max
( controle sem NA }, teve a finalidade de trazer para a mesma origem de escala
todas as observagbes. A variavel corrigida é obtida pelo quociente da
diferenga entre a tensfio méaxima ( nas doses } € a tensao inicial pela tenséo
inicial ou seja T max - T inic / T inic . Assim, as medidas de tensdo estao
expressas em seus valores relativos. Essa corregao auxiliou e permitiu a
comparagao das curvas individuais e, a partir dessas a confecgao das curvas
dos percentis 10 e 90 e as respectivas medianas. As curvas dose-resposta
individuais foram construidas plotando-se na abcissa o logaritmo das
concentragoes crescentes de NA e na ordenada a medida corrigida da tenséo
méxima ou seja o delta T max / T inic . Os efeitos das doses crescentes de NA
sobre a contratilidade afrial nos animais jovens e velhos em seus respectivos

grupos { C, Sl e SA ) estéo representados nas figuras 15a 20 .
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b) A correcdo da T max ( nas doses NA ) pelos valores de maior variagéo da
tensao desenvolvida, teve a finalidade de trazer para a mesma amplitude de
escala as medigdes efetuadas. Esta outra corregéo € obtida pelo quociente da
diferenga entre a tensdo méxima ( nas dosesde NA) e a tensao inicial pela
méxima variagdo de tensdo, ou seja T max - T inic / max ( T max - inic ) x 100.

As curvas dose-resposta individuais ( figuras 21 a 26 ) foram
construidas plotando-se na abcissa o logaritmo das concentragdes crescentes
de NA e na ordenada a medida corrigida da tensao maxima ou seja em valores

de percentual da tenséo maxima.
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Animais Jovens
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Figura 15 - Curvas dose-resposta individuais, valores medianos e percentis
10 e 90 correspondentes ao efeito inotrépico da noradrenalina em atrios
esquerdos isolados de ratos do grupo controle de jovens, expressas como

delta da T max, em relagdo & T max inicial.
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Animais Jovens
Grupo Siress Intermitente

Delta T max / T inicial

1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04

Concentragao NA [M]

Figura 16 - Curvas dose-resposta individuais, valores medianos e percentis
10 e 90 correspondentes ao efeito inotropico da noradrenalina em atrios
esquerdos isolados de ratos do grupo stress intermitente de  jovens,

expressas como delta da T max, em relagéo & T max inicial.
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Animais Jovens
Grupo Siress Agudo
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Figura 17 - Curvas dose-resposta individuais, valores medianos e percentis
10 & 90 correspondentes ao efeito inotrépico da noradrenalina em &trios
esquerdos isolados de ratos do grupo stress agudo de jovens, expressas

como delta da T max, em relagdo a T max inicial.
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Animais Velhos
Grupo Controle
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Figura 18 - Curvas dose-resposta individuais, valores mediancs e percentis
10 e 90 correspondentes ao efeito inotrépico da noradrenalina em atrios

esquerdos isolados de ratos do grupo controle de velhos, expressas como

delta da T max, em relagao & T max inicial.
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Animais Velhos
Grupo Sfress Intermitente

— O ratol
- -0 - rato 2
—¢— rato 3
- -0 - rato B
— &— rato 6
- -& - rate7
—e— 1P
mediana

—e— 9P

Delta T max / T inicial

1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04

Concentragdo NA [M]

Figura 19 - Curvas dose-resposta individuais, valores medianos e percentis
10 e 90 correspondentes ao efeito inotrdpico da noradrenalina em atrios
esquerdos isolados de ratos do grupo stress intermitente de velhos,

expressas como delta da T max, em relag&o & T max inicial.
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Animais Velhos
Grupo Stress Agudo
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Figura 20 - Curvas dose-resposta individuais, valores medianos e percentis
10 e 90 correspondentes ao efeito inotrépico da noradrenalina em atrios
esquerdos isolados de ratos do grupo stress agudo de veihos, expressas

como delta da T max, em relagdo a T max inicial.
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Animais Jovens
Grupo Controle
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Figura 21 - Curvas dose-resposta individuais correspondentes ao efeito
inotropico da noradrenalina, em &trios esquerdos isolados de ratos do grupo
controle de jovens, expressas como delta da T max, em relagao a maior

variagédo da tensao.
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Animais Jovens
Grupo Siress Intermitente
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Figura 22 - Curvas dose-resposta individuais correspondentes ao efeito
inotrépico da noradrenalina, em atrios esquerdos isolados de ratos do grupo
stress intermitente de jovens, expressas como o delta da T max, em relagho

a maior variagao da tensdo.
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Animais Jovens
Grupo Siress Agudo
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Figura 23 - Curvas dose-resposia individuais correspondentes ao efeito
inotrépico da noradrenalina, em atrios esquerdos isolados de ratos do grupo
stress agudo de jovens, expressas como delta da T max, em relagao a maior

variagao da tenséo.
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Animais Velhos
Grupo Confrole
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Figura 24 - Curvas dose-resposta individuais correspondentes ao efeito
inotrépico da noradrenalina, em atrios esquerdos isolados de ratos do grupo
controle de velhos, expressas como delfta da T max, em relagdo a maior

variagio da tenséo.
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Animais Velhos
Grupo Stress Intermitente
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Figura 25 - Curvas dose-resposta individuais correspondentes ao efeito
inotrépico da noradrenalina, em atrios esquerdos isolados de ratos do grupo
stress intermitente de velhos, expressas como delta da T max, em relagéo a

maior variagéo de tensao.
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Animais Vethos
Grupo Stress Agudo
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Figura 26 - Curvas dose-resposta individuais correspondentes ac efeito
inotrépico da noradrenalina, em atrios esquerdos isolados de ratos do grupo
stress agudo de velhos, expressas como delta da T max, em relagao a maior

variagao da tensao.
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Curvas Dose-Resposta: Expressas em Medianas das Doses

Inicialmente foram determinados os valores das medianas de cada
dose ( 10°a 10* ) nos grupos ( C, Sl e SA ). As medianas foram extraidas dos
valores corrigidos de T max ou seja delta T max / T Inic . Com as medianas
determinadas foram construidas as curvas dose-resposta dos grupos C, Sl e SA
de animais jovens e velhos ( figuras 27 e 28 ).

Para observacdo e analise comparativa dos efeitos inotropicos de
NA sobre o atrio esquerdo de animais jovens e velhos foram elaborados 0s
graficos dos grupos C, Sl e SA ( figuras 29, 30 e 31).

As curvas apresentaram um comportamento aproximadamente
sigmoide em todas as circunstancias. Préximo ao platé ocorre uma grande
divergéncia enire os valores absolutos nas rés condigdes estudadas (C, Sl, e
SA), tanto para o grupo dos jovens, como para os veihos. Esses valores
normais representam a fungdo da curva dose-resposta, a essa fase certamente
outros fatores foram acionados para esse padréo de resposta. Na faixa onde o0s
valores ( 1E - 8 a 1E -6 ) permitem um ajuste de uma reta os padrfes de resposta
sdo praticamente semelhantes nos grupos { C, Sl e SA ) de jovens ( figura 27 ). Ja
entre os velhos ( figura 26 ), o SA mostra deslocamento paralelo para direita
{ menor resposta a NA ) comparativamente as duas outras condigbes { C e Sl ).
Essas diferengas podem ser melhor apreciadas nas figuras 29,30 e 31 onde

compara-se cada situagdo entre jovens e velhos.
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Curvas medianas
Animais Jovens
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Figura 27 - Curvas dose-resposta a NA, expressas pelas medianas das

doses, nos grupos C, Sl e SA de animais jovens.
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Curvas medianas
Animais Velhos
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Figura 28 - Curvas dose-resposta & NA, expressas pelas medianas das

doses, nos grupos C, Sl e SA de animais velhos
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Curvas medianas
Grupos Controle
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Figura 29 - Curvas dose-resposta a NA, expressas pelas medianas das

doses, dos grupos controles de animais jovens.e velhos
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Curvas medianas
Grupos Stress Intermitente

0.8

08 +

05+

——jovens
— ¢— velhos

041

Delta T max /T inicial

0.3 1

02+

1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04

Concentragao NA [M]

Figura 30 - Curvas dose-resposta a NA, expressas pelas medianas das

doses, dos grupos stress intermitente de animais jovens e velhos.
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Curvas Medianas
Grupos Stress Agudo
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Figura 31 - Curvas dose-resposta a NA, expressas pelas medianas das

doses, dos grupos stress agudo de animais jovens e velhos.
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Analise das EC 50

O céiculo dos valores das EC 50 das curvas dose-resposta
individuais foram obtidas por meio dos valores numéricos da variavel corrigida
delta T max / T Inic. de cada grupo { C, Sl e SA ) dos jovens e velhos. Os valores
medianos, quartis e os respectivos extremos estio apresentados na tabela 6, e
sua representagdo em box plot na figura 32.

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para a comparagdo dos
valores das EC 50 entre os grupos C, Sl e SA em ambos, jovens e velhos. A
andlise permitiu verificar que os protocolos de natagao empregados nos grupos
( C, Sl e SA) de jovens e velhos ndo alteraram significativamente {(p>0,05) as
respostas contrateis do atrio esquerdo isolado.

Porém, quando se efetuou a comparagac dos valores das EC 50 dos
grupos controles de jovens contra velhos, empregando-se o teste de Wilcoxon, o
resultado obtido mostrou uma diferenga significativa { p < 0,05 ) entre esses
grupos. Em vista desse resultado, causar vies na interpretagao das respostas ao
stress, a andlise comparativa entre as respostas inotrépicas do atrio esquerdo de

jovens e velhos néo pode ser conduzida.
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Tabela 6 - Valores individuais das EC50 e as medianas dos grupos, nas curvas

dose-resposta & noradrenalina do atrio esquerdo isolado, dos animais estudados.

AMOSTRAS . 'ANIMAIS J NS . AN!MAIS VELHOS
VARIAVEL CONTROLE|]  STRESS STRESS |CONTROLE|  STRESS | STRESS

INTERMITENTE | AGUDO INTEBMITENTE | AGUDO

Rato n=7 n=8 n=6 n=6 n=6 n=6

L 1.00E-7 1.44E-7 1.00E-7| 4.71E-7 1.85E-7 1.73E-7

EC50 2 1.87E-8 1.58E-7 1.09E-7| 1.39E-7 1.50E-7 2.08E-7

3 1.20E-7 1.64E-8 * Rl 261E-7 1.22E-7 ¢ Andm

4 | 430E-8| 3.00E-8 [5.47E-8| 1.89E-7 | «Obito [ ° Obito

5 6.96E-8 1.50E-7 5.47E-8| 4.37E-7 1.44E-7 2.15E-7

6 1.73E-7 7.40E-8 1.14E-7| 1.60E-7 1.56E-7 1.93E-7

7 1.31E-7 1.22E-7 1.20E-7 5.47E-8 2.61E-7

8 4.05E-8 8.60E-8

medianas 1.00E-7 9. 8B4E-8 1.04E-7| 2.25E-7 1.47E-7 2.06E-7

= RI -> Registro inadequado por razfes técnicas,
coragdo apresentou deformidade na morfologia macroscopica e nao foi possivel

identificar o atrio esquerdo,

sessfo de natagao,

natacao

¢ Andbm — Animal

em que o

o Obito —» Obito do animal aos 15 minutos na segunda

° Ohito — Obito do animal aos 7 minutos da sesséo Unica de
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Valores de ECS0
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Figura 32 - Valores de EC 50 da curva dose-resposta a noradrenalina dos
grupos ( C, St e SA ) de animais jovens e velhos, expressos em medianas,

quartis e valores extremos.
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Analise da Relagdo Forga - Freqiiéncia em Atrio Esquerdo

Para determinagdo da relagfo forga-freqiiéncia, os mesmos atrios
esquerdos submetidos a curva dose-resposta a NA foram empregados. As
frequéncias estimulatérias variaram de um valor minimo de 1 Hz e maximo de 10
Hz. As faixas de frequéncias empregadas néo foram homogéneas devido as
caracteristicas particulares de cada preparagéo ( tabela 7 ). A variagao das faixas
de freqiéncias empregadas deveram-se, em Seus valores minimos, a uma
incapacidade do estimulo elétrico em promover captura elétrica dos batimentos,
levando-se em conta a presenga do ritmo espontaneo e, nos valores maximas, a
uma incapacidade da preparagéo de responder ao comando glétrico.

Merece destaque o achado de que nas duas amostras ( jovens e
velhos ) o decaimento da resposta induzida pelo aumento da fregliéncia de
estimulagao ter sido progressivo ( figura 33 e 34 ). Entretanto a comparagao entre
as varias condicdes nesses grupos fica prejudicada pelo fato de que em cada
valor de freqiéncia de estimulagdo, as medidas nao corresponderam  aos
mesmos animais { ver tabela 7 ).

Em 5Hz ( figura 35 ), que correspondeu a um dos valores de
frequéncia de estimulagéo onde o nimero de atrios foi maior em todos os grupos
e condigbes estudadas { C, Sl, e SA ), as diferengas de T max observados nac

foram estatisticamente significantes ( p > 0,05 ).
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Tabela 7 - Faixas dos vaiores das fregliéncias de estimulagéo, em que as preparacdes
de &trio esquerdo apresentaram padroes de resposta regular, para a obtencéo da

relagéo forga-frequéncia.

AMOSTRAS| .- ANIMAISJOVENS ANIMAIS VELHOS =~
m CONTROLE] STRESS | STAESS |CONTROLE|  STAES “STRESS
| INTERMITENTE | AGUDO INTERMITENTE | AGUDO
Hato n=7 n=8 n=6 n=56 n=6 n=6
1 4-10 4-10 1-10 4-10 3-10 2-10
Faixa regular 2 5-10 5-10 4-10 1-5 4-10 3-9
da curva de 3 5-7 4-10 * Rl 1-10 1-8 ¢ An6m
freqhéncia 4 5-10 1-10 5-10 1-10 « Obito ° Obito
5 5-10 510 8-10 1-6 1-8 4-9
6 5-10 7-8 1-5 3-10 1-10 4-10
7 1-9 5-9 5-10 5-10 6-7
8 5-9 2-10

+ Rl — Registro inadequado por razbes teécnicas,

¢ AnBm — Animal

em que o

coragdo apresentou deformidade na morfologia macroscopica e néo foi possivel

identificar o atrio esquerdo,

sesséo de natagéo

natag&o

« Obito —» Obito do animal aos 15 minutos na segunda

° Obito = Obito do animal aos 7 minutos da sessdo Gnica de
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Curvas Medianas da Resposta de Freqiéncia
Animais.Jovens
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Figura 33 - Relagdo forga-freqiéncia representadas pelas medianas das

tensbes desenvolvidas por atrios esquerdos, dos grupos ( C, Sl e SA ) de

animais jovens. As linhas cheias e tracejadas, correspondem a um valor de n,

igual ou superior a 4, e inferior a 4, respectivamente.
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Curvas Medianas da Resposta de Fregiiéncia
Animais Velhos
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Figura 34 - Relagfo forga-fregiiéncia representadas pelas medianas das
tensbes desenvolvidas por atrios esquerdos, dos grupos ( C, Sl e SA ) de
animais velhos. As linhas cheias e tracejadas, correspondem a um valor de

n, igual ou superior a 4, e inferior a 4, respectivamente.
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Valores da Tensdo Maxima em SHz
JOVEMS VELHOS
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Figura 35 - Valores de tensdo méxima em 5 Hz, dos grupos ( C, Sl e SA ) de
animais jovens e velhos, expressos em medianas, quartis e valores

extramos.
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Ritmicidade Espontanea

Por consequéncia do surgimento de ritmo espontanec da
preparagdo, a sequéncia das etapas experimentais foram ligeiramente distintas,
ver padrfes de 1 a 6 do diagrama de bloco ( figuras 1 a € no apéndice ). A
caracterizago individual dos padrdes experimentais adotados  estéo
apresentados na tabela 8.

Durante os procedimentos experimentais, no periodo que antecedeu
a realizag8o da curva dose-resposta & NA, as preparagbes de atrio esguerdo
isolado, sob frequéncia de estimulagéo de 1 Hz, ndo apresentaram gualquer
ocorréncia de rifmo proprio espontaneo. Entretanto, durante a realizagao da curva
dose-resposta em todos os grupos estudados documentou-se a presenca de ritmo
espontaneo ( tabela 9 ), competindo com o ritmo artificialmente induzido.

Em todos 0S casos em gue apareceu o ritmo espontaneo, surgiram
indicadores indiretos que o mesmo, muito provavelmente se devia a um aumento
do automatismo atrial: 1) pequenas variagdes do intervalo entre batimentos
sucessivos ( figura 36 ), 2) inibiggo transitéria da ritmicidade espantanea pela
estimulagdo com freqiéncias altas ( over drive supression ) como documentado
na figura 37, 3) desaparecimento do ritmo espontaneo, apos estimulagéo
artificial, com freqiiéncias acima das encontradas naquelas condigGes, como pode
ser visto na figura 36 .

A analise dos valores de freqiéncia do ritmo espontaneo
(tabela 10) e, da dose da NA ( tabela 11 ) em que esse apareceu n&o mostrou
qualquer diferenga estatisticamente significante, entre jovens e velhos, nas trés
condigbes estudadas ( C, Si e SA }. A freqiéncia de aparecimento do ritmo

espontaneo foi maior no grupo controle jovem ( 5/7 ), do que no grupo controle
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velho { 2/6 ). Apesar dessa diferenga ndo ser estatisticamente significante, 0 pequeno

numero de animais por grupo dificulta uma interpretagio segura deste achado.

Tabela 8 - Identificagdo dos padres experimentais de acordo com o diagrama de

bloco.
AMOSTRAS . ANIMAIS JOVENS ~ ANIMAIS VELHOS

VARIAVEL GONTROLE] — STRESS | STRESS |CONTROLE|  STAESS | STAESS
INTERMITENTE | AGUDQ INTERMITENTE | AGUDO

Rato n=7/ n=8 n=06 n=6 n=86 n=6

1 P P1 P2 P1 P1 P2

Padrfes dos | 2 P4 P6 P1 P2 P3 P1
experimentos{ 3 P1 F1 * Rl P2 P2 0 Aném
4 P4 P2 P3 P2 o Obito | ° Obito

5 P3 P3 P3 P2 P2 P1

6 P2 P3 P4 P1 P1 P

7 P2 P1 P1 P4 P1

8 P1 P5

+ Rl — Registro inadequado por razdes técnicas, 0 Andm — Animal em que ©

coragao apresentou deformidade na morfologia macroscopica e ndo foi possivel

identificar o atrio esquerdo,

sessdo de natagéo,

natagéao

o Obito — Obito do animal acs 15 minutos na segunda

° Obito — Obito do animal acs 7 minutos da sesséo dnica de
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Tabela 9 - Identificagéo dos animais cujos 4trios esquerdos isolados, apresentaram ritmo

espontaneo (+) ou ndo (-), durante a realizagdo da curva dose-resposta &

noradrenalina

AMOSTRAS | ANIMAISJOVENS™ '~ ANIMAIS VELHOS
VARIAVEL CONTROLE| ~ STAESS | STRESS |CONTROLE| _ STAESS | STAESS
INTERMITENTE | AGUDO INTERMITENTE | AGUDO
Rato| n=7 n=8 n= n=6 n=6 n=6
1 + + - + + -
Presengcade | 2 + + + - + +
ritmo 3 + + * Rl - - ¢ Aném
esponténec | 4 + - + - e Obito | ° Obito
5 + + + - - +
6 - + + + + +
7 - + + + +
8 + +
Proporgéo 5/7 7/8 5/6 2/6 4/6 o/6

« Rl - Registro inadequado por razdes técnicas, ¢ Aném — Animal em que O
coragiio apresentou deformidade na morfologia macroscopica e nao foi possivel
identificar o atrio esquerdo, e Obito — Obito do animal aos 15 minutos na segunda

sessdo de natagdo,  ° Obito — Obito do animal aos 7 minutos da sess&o Unica de

natagéo
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Tabela 10 - Valores individuais da freqiiéncia cardiaca espontanea do atrio esquerdo,

documentados durante a realizacao da curva dose-resposta & noradrenalina.

AMOSTRAS | ANIMAISJOVENS ™ - | = ANIMAISVELHOS - .
VARIAVEL CONTROLE|  GTRESS | STAESS |CONTHOLE|  GTRESS | STAESS
INTERMITENTE | AGUDO INTERMITENTE | AGUDO
Rato| n=7/ n=_8 n=6 n=6 n=6 n=6
1 251 293 261 258
Freguéncia 2 351 305 259 161 281
Espontanea | 3 252 267 * Rl ¢ Aném
(bat/min) 4 311 287 e Obito | ° Obito
5 287 282 283 311
6 255 330 245 260 284
7 102 328 265 368
8 279 224
+ Rl — Registro inadequado por razbes técnicas, ¢ Andm — Animal em que o

coragdo apresentou deformidade na morfologia macroscopica e nado foi possivel

identificar o atrio esquerdo,

sessao de natacéo,

natagao

« Obito — Obito do animal aos 15 minutos na segunda

° Obito — Obito do animal aos 7 minutos da sessdo Unica de
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Tabela 11 - Valores individuais das doses ( concentragido moiar de noradrenalina ) em

gue ocorreu aparecimento de ritmo aspontédneo nas preparagbes de atrio esquerdo,

durante a realizagao da curva dose-resposta a noradrenalina.

AMOSTRAS | ~  ANIMAIS JOVENS ANIMAIS VELHOS

VARIAVEL CONTROLE] ~STRESS | STRESS |CONTROLE|  STRESS STRESS
INTERMITENTE | AGUDQ INTERMITENTE | AGUDO

Rato n=7 nN=8 n=6 n=06 n=06 N=6

1 3E-06 3E-06 - E-05 E-05 -

2 3E-07 E-04 3E-06 - E-0b 3E-05
Dose de 3 3E-06 3E-06 *R| - - ¢ Anbm
surgimento | 4 E-05 - E-04 - « Obito | ° Obito
de ritmo 5 3E-06 3E-06 3E-06 - - E-05
espontaneo 5} - 3E-086 E-08 3E-06 E-05 E-05
7 - 3E-06 E-05 E-06 E-05

B E-06 E-05

+ Rl — Registro inadequado por razdes técnicas, ¢ Andém — Animal em que o

coraco apresentou deformidade na morfologia macroscopica e nao foi possivel

identificar o atrio esquerdo,

sessd0 de natagao,

natagéo

o Obito — Obito do animal aos 15 minutos na segunda

° AOhito — Obito do animal aos 7 minutos da sessdo Unica de
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Tabela 12 - \dentificagdo dos casos em que a frequéncia de estimulagao elétrica 50%

acima da freqéncia cardiaca esponténea suprimiu { + ) ou ndo ( - ) o ritmo esponténeo.

AMOSTRAS | - ANIMAIS JOVENS ANIMAIS VELHOS
VARIAVEL CONTROLE|  G7AESG | STRESS |CONTROLE|  STRESS | SIAESS
INTERMITENTE | AGUDO INTERMITENTE [ AGUDO
Rato| n=7 n=8 n=6 n=6 n=6 n=6
1 + + - +
supressao 2 + + + - +
do ritmo 3 #N/D + * Rl ¢ Andém
espontaneo | 4 - - o Obito | ° Obito
porestimulo | 5 - - - +
6 - + + + +
7 - - - +
8 - +
Proporgao 2/4 3/7 2/6 1/2 4/6 5/6

#N/D — Dado ndo disponivel,

¢ Aném — Animal

+ Rl — Registro inadequado por razdes técnicas,

em que o coragBo apresentou deformidade na morfologia

macroscopica e ndo foi possivel identificar o atrio esquerdo, e Obito — Ohito do

animal aos 15 minutos na segunda sess&o de natagio, Obito — Obito do animal aos 7

minutos da sess&o unica de natagao.
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Figura 36 - Registro das variaveis (animal 6, grupo controle de velhos)
documentando o surgimento de batimento espontdnec da preparagéo de atrio

esquerdo.
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Figura 37 - Regisiro das variaveis (animal 6, grupo controle de veihos} mostrando a
supressao transitdria do ritmo espontanec, apos estimulagéo da preparagdo a uma

frequéncia 50% acima da esponténea
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Figura 38 - Registro das variaveis (animal 5, grupo stress intermitente de jovens)
mostrando que o ritmo esponténeo néo foi suprimido, mesmo apds estimulagéo da

preparagdo a uma frequéncia 50% acima do valor correspondente.
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Estudo Morfoldgico dos Animais Experimentais

Exame Macroscopico

De um modo geral os animais observados apresentaram os 6rgaos
e visceras com aspectos anatémicos normais. Em relagdo ao coragéo, todos os
animais, a excegao de um velho, apresentaram aparéncia normal. Por outro lado
observou-se que o tamanho do coragdo dos animais velhos era sempre maior, do
que os dos jovens. No entanto, quando comparou-se a razdo do peso do
coragdo em relag@o ao peso corporal, em jovens e velhos, nenhuma diferenca foi

encontrada.
Exame ao Microscopio Optico

Foram realizados exames de microscopia dptica nas |aminas de
atrio esquerdo, ventriculos, vasos, pulmio e rim. Da analise qualitativa dos
tecidos resultaram as seguintes observagbes:

- ps atrios esquerdos analisados aparentaram caracteristicas
morfolégicas normais; nao foram evidenciadas alteragdes patoldgicas, ou
detectadas diferencas que discriminassem os grupos { C, Sl e SA ) de jovens e
velhos ( figuras 39 e 40 ).

- os ventriculos foram observados em cortes confeccionados
perpendicularmente ao eixo longitudinal do coragéo ( figura 41 ). Nos ventriculos
de jovens as artérias corondrias apresentaram-se normais. Em raros animais
foram detectados focos isolados de infilirados linfoplasmocitarios { 1 a 2 por

coragdo ), eventualmente associados a miocitdlises isoladas. Afora estas
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gscassas alteragbes, nenhuma outra foi encontrada. Por outro lado, nos animais
velhos a maioria dos coragdes, em graus variados apresentaram cicatrizes focais
e fibroses intersticiais, predominantemente subendocérdicas ( figuras 42 e 43 ).
As artérias coronarias { figura 44 ), ao contrario dos jovens apresentaram
remodelamento da parede, com aumento da espessura e, consequente,
diminuigio do seu didmetro interno ( figura 45 ). A exemplo dos jovens, os velhos,
apresentaram casos raros de infiltrados linfoplasmocitarios eventualmente
associados a miocitdlises isoladas.

- os pulmdes dos animais jovens mostraram caracteristicas
morfoldgicas normais enquanto 0s do velhos, apresentaram em graus variados,
bronquiectasias ( figura 46 ). Em um caso particular ( animal 2 do grupo Sl, de
velhos ) observou-se que esta era acompanhada de processo inflamatorio
crénico ative, com exsudato purulento.

Do total de animais que iniciaram a fase de experimentagdo,
somente trés ndo conseguiram completa-las, a saber:

- rato 4, grupo SA de velhos, que foi a ébito aos sete minutos da
ses5a0 Unica de natagéo. Neste os exames morfolégicos néo foram realizados, e
a causa mortis nao pode ser conhecida.

- rato 4, grupo S1 de velhos, que foi a ébito aos seis minutos da
segunda sessdo de natagio, apresentou arteérias coronarias com alteragGes
morfolégicas bem definidas ( figura 47 ). Com presenca de infiltrados
inflamatérios tipicos das vasculites, com fibrose proeminente e aumento da
espessura da parede. A poliarterite nodosa, como é denominada essa condigao
patolégica, tem sido verificada em ratos com idade igual ou acima de 500 dias.
Esta alteragéo, embora seja de etiologia desconhecida, tem sido associada com

hipertensdo, administragdo de corticosterdides, tratamento terapéutico com
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estrigenns e exposigde gquimica a carcinogenos € hipersensilividade

( CARLTON, ENGELHARDT, 1991 ).
- rato 3, grupo SA de velhos apresentou deformidade cardiaca, com

aumento de peso do coragao, o que prejudicou a identificagao do atrio esquerdo.

Figura 39 - Corte histologico corado por H.E., de atrio esquerdo, do rato 6,

grupo SA de jovens, apresentando caracteristicas moriologicas normais. 180 x,
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Figura 40 - Corte histol6gico corado por H.E., de atrio esquerdo, do rato 3, grupo

Sl de velhos, apresantands caracteristicas morfologicas normais. 180 x.
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Figura 41 - Corte histoldgico corado por H.E. do miocardio, do rato 8, grupo

controle da jovens, apresentando caracteristicas morfoldgicas normais, 180 x.
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Figura 42 - Corte histoldgico corado por H.E. do miocardio, do rato 1, grupo S

de velhos, apresentando cicatrizes focais e fibroses intersticiais. 180 x.
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Figura 43 - Corte histoldgico corado por H.E. do miocardio, do rato 6, grupo Sl de

velhos, apresentando cicatrizes focais e fibroses intersticiais. 180 x.
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Figura 44 - Corte histolégico corado por H.E., do miocardio do rato &, grupo SA

de jovens, apresentando artéria coronaria com caracteristicas morfologicas

normais. 180 x.
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Figura 45 - Corte histoldgico corado por H.E, do miocardio do rato 1, grupo SA

de velhos, apresentando artéria coronaria com parede hipertrofiada. 180 x.
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Figura 46 - Carte histoldgice corade por H.E., do pulméo do rato 2, grupo Sl de
volhos, apresentando  caracteristicas de processo  inflamatdrio  cronico

{ bronguiectasia ). 180 x.
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Figura 47 - Core histoldgico corado por H.E., de miocardio apresentando

artérias coronarias com remodelamento das paredes, caracleristicas de vasculite

( Poliarterite nodosa, no rato ). 180 x.

Q4



Exame ao Microscopio Eletronico

Por meio da andlise qualitativa, utilizando-se microscopia eletrdnica,
ndo foram evidenciadas alterages ultraestruturais do atrio esquerdo, gue
pudessem discriminar os animais jovens de velhos. Apenas, ha que se mencionar
a maior abundancia de granulos de lipofucsina no grupo de velhos

comparativamente ao de jovens.
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Discussao




DISCUSSAQ

varios tipos de estimulos do meio interno ou do meio externo
induzem respostas adaptativas dos organismos vivos. A magnitude e o espectro
dessas respostas dependem do grau de novidade ou da ameaga que esses
agentes provocam nos organismos. Para a manutengao da integridade do
organismo, um conjunto de respostas fisiologicas s&o desencadeadas. Estas
devem sempre ocorrer de forma gque o organismo alcance um estado capaz de se
adaptar aos estimulos vigentes. Este estado € conseguido as custas da atuagao
de um grande numero de sistemas regulatérios. Toda essa reagao organica,
caracterizada por Hans Selye como stress, envolve um complexo de respostas
fisiologicas, extensivas & todo o organismo, com destaque aos sistemas nervoso,
enddcrino, cardiovascular € metabdlico.

A sindrome geral de adaptagdo é caracterizada por compreender
uma consideravel excitagio dos centros vegetativos superiores, resultando na
ativacéo dos sistemas adrenérgicos e do sistema hipofise-adrenal. Esta ativagéo
provoca aumentos da concentragao de catecolaminas e de glucocorticéides. As
catecolaminas aumentam o débito cardiaco e mobilizam as reservas de glicogénio
do figado elevando a glicemia; elas também ativam a lipélise, promovendo um
aumento na concentragdo sanguinea dos acidos graxes. Por outro lado, os
glucocorticides ativam a gluconeogénese, as reagGes de transaminagao e a
conversao de aminoacidos em glicose, transformando as reservas estruturais do
organismo em fonte de energia { MEERSON, 1984 ).

Os modelos animais empregados em laboratorios, para mimetizar as

situacBes desencadeadoras da resposta de stress s&o varios. Estes incluem
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situagbes que aparentemente apresentam: predominio de sobrecarga fisica em
relagdo a emocional ( exercicio fisico agudo e treinamento fisico, ambos de
natacdo ou corrida ); equivaléncia entre 0s componentes de sobrecarga fisica a
emocional { imobilizag#o, exposigdo ao frio, natagéo forgada ); e estados onde a
sobrecarga emocional predomina ( ruidos sonoros ) { RAAB, 1966 ).

A condigdo escolhida no presente estudo foi o modelo de natagao de
ratos, pelo fato deste ja ser amplamente empregado na literatura ( OSTMAN-
SMITH, 1979 ). A experiéncia, com este tipo de modelo de stress, nos mostrou
gue a primeira vez que um rato € colocado na agua, este apresenta reacdo de
sobressalto. Inicialmente se debate, tentando localizar um ponto de apoio;