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1. INTRODUGCAO

A atividade normal do coracdo depende do funcionamento
de todos os tipos celulares que o compOe. Estudos eletrofisiolo-
gicos tem fornecido informagfes importantes acerca dos comple-
xos mecanismos subcelulares envolvidos na geragdo e conducéo de
impulsos elétricos, bem como da atividade contratil das células
do miocardio. A medida em que s&o esclarecidos os fenbmenos en-
volvidos na atividade cardiaca normal, torna-se possivel também,
conhecerem-s.e causas de alteracbOes elétrica e mecanica observa -

das nesse 04rgéao.

1.1. Propriedades eletrofisioldgicas do coracao

Nas células do tecido especializado, bem como no nédulo
sinusal, nas TfTibras dos tratos iInternodais, na regido juncional
do ndédulo atrioventricular e do sistema de His-Purkinje, ocorrem
espontaneamente potenciais de acdo, que sdo gerados pela partici

pacdo de diferentes correntes i16nicas (Para revisao ver 11°7) .

Nos fTeixes de His-Purkinje o potencial de acao apresen-
ta 5 fases (Vide Fig. 1). Nesse tecido nem sempre se observa au-
tomaticidade (principalmente nas concentracfes fisioldgicas de
potassio extracelular). Quando ela ocorre, o intervalo entre dois

ootenciais de acdo (Fase 4) ndo apresenta um potencial de repou
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so, pois nado é estavel, nele verificando-se lenta queda do poten

ciai transmembrana (despolarizacdo diastdlica lenta).

Estudos recentes sugerem que nesse tecido a despolariza
cdo diastblica lenta resulta principalmente da ativacdo de um ca
nal 16nico que conduz uma corrente (ip) promovida em larga esca-
la por um aumento da conduténcia ao fon sddio (40, 41). Nos mo-
mentos finais da despolarizacdo diastdélica lenta, quando o poten
ciali de membrana se aproxima do potencial de excitacdo, além da
corrente narticipa também um crescente iInfluxo de ifons sO-
dio através de urr outro canal i6nico. Em seguida esse ultimo ca-
nal que por ser capaz de desenvolver uma alta condutancia ac soO-
dio se chama de canal rapido de soédio, sofre ativacao total e
promove a fase de despolarizacdo do potencial de acdo (Fase 0) |,
tornando o potencial de membrana positivo (11, 47, 50, 95, 98,
156). Um aumento da condutéancia ao cloro e 1Inativacao da condu -
tancia ao sodio, provoca uma repolarizacao parcial da membrana
(Fase 1). Por manutencdo de uma baixa ativacdo residual do canal
rapido de ions s6dio e principalmente por diminuicdo da condutan
cia ao potassio (levando a um descréscimo da corrente 1 p ), e
ativacao de um canal i6nico chamado canal lento de calcio. que
conduz T1ons calcio, sodio e potassio (corrente lenta para dentro
ou §,,), mas em presenca dos valores fisioldégicos de gradiente de
concentracdo desses ions conduz principalmente i1on calcio, veri-
fica-se uma fase na qual o potencial transmembrana mantém-se em
torno de 0 mV (plateau ou Fase 2) (12, 124, 132). Ocorre a se-
guir, o periodo de repolarizacdo (Fase 3) promovido por um aumen
to da condutancia ao potassio (corrente iIR1) e da inativagcdao da
corrente lenta de calcio para dentro (isi) (114, 115). Ao fim

da Fase 3 o potencial transmembrana alcanca valor mais negativo
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durante o ciclo de variacdes elétricas dessas fibras (potencial

diastélico maximo), e logo em seguida se inicia a Fase 4.

As células musculares atriais e ventriculares apresen-
tam todas as fTases do potencial de acdo descritas para as Tibras
do tecido de Purkinje. Contudo, na Fase 4, normalmente n&o apre-
sentam despolarizacdo diastolica lenta. Entretanto, em condicles
anormais quando o potencial de repouso alcanca niveis acima de
- 60 mV (despolarizacdo parcial), a despolarizacido diastdlica len

ta pode ocorrer e causar iIniciacado repetitiva do impulso (26, 82>

No n6dulo sinusal e atrioventricular ocorrem diferencas
marcantes em relacdo aos potenciais de acdo acima citados.Nestes
tipos celulares o potencial de acdo apresenta 3 fases. Neles a
Fase O ocorre devido a corrente carreada principalmente por
calcio, para o interior da fibra. A repolarizacdo (Fase 3) é cau
sada por uma corrente para fora de ifons potassio, 1K1« Ocorre a
seguir, por diminuicdo da condutancia ao potassio que altera a
corrente 1iR1 ¢' em combinagcdo com uma corrente continua de back-
ground para dentro (ig) de célcio e sddio, a fase de despolariza
cdo diastdlica lenta (Fase 4). O influxo de 1i1ons sddio, calcio e
cloro e o efluxo de f1ons potassio, verificado durante o poten-
cial de acédo,ocasionaria uma reducdo no gradiente de concentra-
cdo transmembrana desses i1ons, apds varios potenciais de acao,
caso as células ndao fossem dotadas de mecanismos capazes de re-
distribuir esses ions. Portanto, o0s mecanismos de redistribuicao
ibnica, que evitam que o gradiente de potencial eletroquimico se
ja desfeito, desempenham papel fundamental no funcionamento celu
lar (inclusive na excitabilidade) e por decorréncia, no organis-

mo como um todo.

A bomba eletrogenica de Na - K desempenha um papel di



Ilustracdo diagramatica das variacOes na voltag

FIG. 1 -
uma Ffibra de Purkinje. Os numeros indicam as re

vas Tases do potencial de acao. Para explicacoe

texto.(Transcrito de Leal-Cardoso (91))



04



05
reto na restauracdo do gradiente transmembrana desses ions (39).
O sbédio é transportado para o espaco extra celular, o potassio o
¢ em direcdo oposta (3, 4). Tal sistema influencia, indiretamen

te, a distribuicdo de outros ions como o cloro,através do cotrans
porte acoplado ainda ndo bem identificado, e o ion calcio, atra-

vés do sistema de troca soédio-calcio (52, 94, 154).

Dentre os mecanismos de regulacdo das concentracdes des
ses ions, dar-se-a particular atencdo aqueles que controlam a a-
tividade do ion calcio intracelular, pois o mesmo, além de ter
papel importante na geracéo e conducdo de potenciais de acdo, de
sempenha também papel fundamental no processo de acoplamento-ex-
citacdo-contracdo de fTibras miocédrdicas de trabalho, e na modula
cado das correntes de varios canais i06nicos, estando assim, muitas
vezes, envolvido na geracdo de arritmias cardiacas (60, 62. 69,

154) .

1.2. Homeostasia do ion calcio intracelular

Empregando-se a técnica de microeletrodo intracelular
sensivel ao ion céalcio, torna-se possivel determinar com preci-
sdo a concentracao intracelular desse ion (31). Os valores obti-
dos em células no estado de repouso situam-se entre 5 X 10_8 a
5 x 10 M e no estado de contracdo maxima da fibra atinge a or-

N
dem de 10 M (154). Outra técnica que indiretamente (através da
tensdo mecanica gerada) pode informar a respeito do calcio intra
celular é o da técnica de fibra descorticada (fibra em que h& re
tirada mecanica da membrana ou destruicdo, por meio quimico, da

permeabilidade seletiva). Essa medida indireta é feita através

do correlacionamento da concentracdo de ions calcio na solucéo
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nutritora e tensdo desenvolvida. Ela confirma os dados obtidos
com a técnica de medida direta (55). A técnica do microeletrodo
intracelular, entretanto, s6 lentamente consegue acompanhar va-
riacbes i6nicas, ndo sendo portanto, apropriada para investigar

as oscilacbes na atividade desse i1on durante os batimentos car-

diacos (31) .

A descoberta de uma fotoproteina (aequorina) sensivel ao
ion calcio, tornou possivel a analise das oscilacbes de calcio
intracelular (6, 157). Experimentos tém demonstrado uma boa cor-
relacdo entre a intensidade de luz emitida e a concentracgao de

fons céalcio no citoplasma (154, 160).

Em Ffibras de Purkinje o emprego combinado da técnica de
emissédo de luz pela aequorina e de fixacdo de voltagem (voltage
clamp), tem demonstrado que o sinal (emissdo de luz) apresenta um
comportamento bifasico. Com um pulso despolarizante a intensidade
luminosa aumenta e rapidamente se reduz. Ap6s um retardo (85 mseQ).,
obtem-se um novo pico seguido de lenta reducdo. Esses resultados
sugerem que a primeira fase e ocasionada por influxo de fions cal
cio através de canais lentos do sarcolema e a segunda, devido a
liberacdo de célcio de estruturas intracelulares (57). Contudo,
sem o Fluxo de céalcio através da membrana citoplasmdtica a con-
tracdo ndo atinge valores fisioldgicos. Acredita-se que a contra
cao do musculo seja, na sua quase totalidade, devido ao ion cal-
cio proveniente de duas fontes: espaco extracelular e reticulo

sarcoplasmatico (31, 154, 157).

1.2.1 Corrente lenta de ions calcio

Esta corrente difere em muitos aspectos da corrente rapi
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da de sddio. Ela requer um nivel mais positivo de despolarizacao
(de -50 a -35 mV) e um curso temporal bem mais longo (dezenas de
milisegundos) para ser ativada (69, 106, 116, 144). Ela n&o a abo
lida por bloqueadores de canais rapidos de sddio (tetrodotoxina)
e & dependente da concentracdo extracelular de i1on célcio. 0 flu
x0 de corrente através dos canais lentos é regulado por uma sé-
rie de varidveis (portdes) de ativacédo e inafivacdo que aumentam e  diminuem
em resposta a mudancas do potencial transmembrana, sendo também
tempo dependente ( 99, 106). Esta corrente pode gerar potenciais
de acdo ditos lentos (com uma razédo de variacao do potencial trans
membrana em relacdo ao tempo (dV/dT) da fase 0 diminuta), o que
implica numa velocidade de conducédo (0,01 a 0,10 m/seg)lenta,com
parada com a do potencial resultante da ativacdo do canal rapido

de ions sodio (69, 163, 169).

Essa corrente lenta pode ser inibida por agentes farma-
coldgicos como o verapamil, nifedipina, diltiazem e os metoxide-
rivados D-600 (100, 96), e modulada pelos neurotransmissores do
sistema nervoso simpatico e parassimpatico. As catecolaminas au-
mentam a corrente lenta de calcio por aumentarem os niveis intra
celulares de AMPc (adenosina monofosfatociclica), provocando por
tanto mairor duracdo e malor positividade da Fase 2 do potencial
de acdo, aumentando a forca contratil, produzindo resposta crono
tropica positiva e restaurando a excitabilidade em fibras despo-
larizadas por alta concentracdo extracelular de ion potassio(123,
125, 140, 144). A acetilcolina reduz a Ioi’ provavelmente por
aumentar os niveis de GMPC (guanosina monofosfato ciclica) (48)e

/ou aumentar as correntes de potéassio para fora (155).

Em determinadas condicdes o nivel de célcio citoplasma-

tico pode alterar as correntes de potassio. Tem-se demonstrado
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que as correntes de potassio responsaveis pela repolarizagcao au-
mentam com a elevacdo da concentracdo intracelular de ion cal-

cio (10) .

A corrente lenta de i1on calcio também desempenha um im
portante papel na liberacdo de ions calcio de estoques existen
tes no meio intracelular. Tais organelas sao constituidos princi
palmente pelo reticulo sarcoplasmatico e em certas condig¢cdes pe

las mitocOndrias (116, 161).

1.2.2 Reticulo Sarcoplasmatico

Constituido por um sistema reticular continuo, limitado
por membranas, sua organizacdo se sobrepde & das miofibrilas e,
geralmente se acopla ao sistema tubular transverso (Sistema T),
ou mesmo a membrana celular.

Duas teorias foram propostas para explicar o mecanismo

de liberacdo de i1ons calcio pelo reticulo sarcoplasmatico.

Empregando-se reticulo sarcoplasmatico isolado de muscu
lo esquelético, e cardiaco, tem-se demonstrado que essa libera-
cdo é, dentro de certos limites, funcdo do gradiente de concen -
tracdo do calcio livre através da membrana dessas vesiculas(55).
Esses dados sugerem que o aumento da atividade de fions calcio li
vre no meio citoplasmdtico pode promover a liberagcdo do ion céal-
cio armazenado no reticulo sarcoplasmatico. Essa é a teoria do
“calcium induced calcium release” (liberacdo de calcio induzida

por céalcio) 56, 57).

A outra teoria proposta é de que a liberacdo de calcio
pelo reticulo sarcoplasmatico seria decorrente da despolarizacao

de suas membranas. Nessa teoria assume-se que o0 iInterior da vesi
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cuia seria polarizado positivamente em relacdo ao seu exterior
(33)

Dados visando avaliar a capacidade do reticulo sarcoplas
matico em captar e armazenar calcio, indicam que a quantidade M
berada é suficiente para desencadear o processo de contragcdo mus
cular, e sua recaptacdo é suficiente para induzir o relaxamento
muscular em coracdo com batimentos normais (154). Essa recapta-
cado de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico requer ATP, & bloquea
da por i1ondforos de i1ons célcio, sugerindo a existéncia de uma

bomba de céalcio localizada nas membranas desse organela (32,154).

1.2.3 Mitocbndrias

Dados experimentais sugerem que também as mitocondrias
apresentam grande potencialidade para sequestrar ions calcio. Em
mitocOndrias isoladas de musculo cardiaco tem-se demonstrado que
esse sequestramento se torna Importante a medida que a atividade
do calcio extramitocondrial ascende a valores superiores a 1041M
(32). Como esses valores citoplasmaticos de atividade de fons
cilcio ocorrem apenas durante a contracado muscular, questiona-se
a importancia fisioldgica da captacao mitocondrial de ions cal-

cio para o controle dos niveis desse i1on no citoplasma.

Por outro lado sabe-se que essa captacdo & modulada pe-
la atividade citoplasmatica de i1ons sodio. H& liberacdo de 1ons
calcio armazenados quando a concentracdo de ions sodio no meio
de incubacdo ultrapassa o valor de aproximadamente 15 mM, valor
esse proximo a FTaixa TFfisioldgica de concentracdo de ions no cito
plasma (5 a 11 mM) (32), da célula cardiaca. Também em prepara-

¢cO0es de musculo cardiaco submetidas a solucbdes que diminuem a a-
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tividade intracelular do ifon sédio, o efluxo de i1ons calcio pe-
las mitocondrias torna-se inibido (32, 88, 112). Esses resulta-
dos tém sido interpretados no sentido de advogar, um papel mais
importante das mitocbndrias no controle do ion calcio livre cito
plasmédtico, principalmente quando alteracdes i10nicas do meio ex-
tracelular ou agentes farmacolégicos como os digitalicos, que al

teram a concentracdo intracelular de fons sf6dio, estdo presentes

(88) .

1.2.4 Sistema de troca sddio-calcio

Evidéncias experimentais da existéncia de um sistema de
membrana envolvido na troca de s6dio-calcio, foil demonstrado por
Reuter and Seitz (121). Esses autores demonstraram que a
taxa de efluxo de ions céalcio era dependente do gradiente de po-
tencial eletroquimico do s0dio através da membrana. Demonstrou-
se também que, em axdnio de lula, junto com o movimento de sddio
para o interior da célula, ocorria movimento acoplado para fora
(8). Inversamente, uma elevacdo da concentracdo de s6dio interno
aumentava o influxo de ions calcio. Tem-se demonstrado também,
através de alteracdes do gradiente de concentracao celular de
fons sddio e calcio, em células cardiacas, a existéncia do mesmo
mecanismo acoplado de transporte dessas duas es:pécies ioni-
cas (Para revisdo ver 88). Tal mecanismo promove um largo aumen-
to no influxo de 1ons calcio quando da remocdo do ion sddio ex-
tracelular. Isso, entretanto, pode ndo elevar a atividade de ions
calcio intracelular o suficiente para promover a contracao museu
lar, pois esse ion é captado por organelas intracelulares, prin-

cipalmente pelo reticulo sarcoplasmatico. Essa contracgdo contudo,
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manifesta-se de maneira conspicua quando o musculo & colocado em
presenca de agentes como a cafeina, que bloqueia a captacado de
fons calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (20). Variacdes dessa
contracao tém sido utilizadas como um Instrumento indireto de ava

liacdo de alteracgcdes do mecanismo de troca sddio-calcio em fibras

cardiacas (31). Drogas ou procedimentos que reduzem o funciona-

mento da bomba de Na+ - K+, também interferem com o mecanismo de

1 L N i, . -
troca Na - Ca , pois reduzindo o gradiente de potencial eletro
quimico transmembrana do sf6dio, aumentam a concentracdo de 1ions

calcio (39).

Em ax6nio de lula, a hiperpolarizacdo aumenta o influxo
de fons céalcio, enquanto a despolarizacdo a reduz, indicando que
o0 sistema de troca sodio-calcio é eletrogénico (107). Fazendo-se
a determinacdo da atividade intracelular dos ions sddio e de cal
cio, o potencial de equilibrio para o sdédio (VNa+) e calcio (V¢+4-)
poderdao ser determinados.

Medindo-se o potencial de membrana (V ) torna-se possi

vel se determinar a taxa de acoplamento (n) do Na/?Cat+ de acordo

com a equacao:

2<Vca - \V/
(Wa - \/
Os valores de n calculados por Shing-Sheu e Fozzard (141)foram

de 2,5 a 2,6.

A eletrogenicidade torna o movimento do carreador sensi
vel ao potencial de membrana durante o curso da excitacdo. 0 po-

tencial de reversao (VR) para o carreador é definido por ( 99):
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Empregando os valores de 73 mV para VNa, 116 mV para o

Vca, e n = 3 o potencial de reversdo assume o valor de - 13 mV.
portanto a troca serd no sentido da entrada de calcio durante a

fase de plateau do potencial de acdo e de saida, durante o repou

so (88).

1.2.5 Bomba de calcio localizada no Sarcolema

E amplamente aceito a existéncia de uma bomba de calcio
dependente de ATP, localizada na membrana celular. No entanto es
tudos realizados, sugerem que sua participacdo na retirada do

calcio intracelular é relativamente pequena, sendo responsavel

por cerca de 1/30 a 1/100 daquela carreada pelo sistema de troca
Na+ - Ca++ (32, 112).

1.3, Mecanismos de regulacdo da atividade elétrica car-

diaca normal

Os potenciais de acdo gerados pelo marcapasso dominante
(nédulo sinusal), propagam-se para os atrios e, através dos tra-
tos iInternodais, alcancam o nédulo &trio ventricular. Deste, sé&o
conduzidos através do sistema de His-Purkinje as células muscula
res ventriculares.

A frequéncia de iIniciacdo do impulso das células do no-
dulo sinusal e oamumente maior do que em qualquer outro local do
coracao. Isso normalmente impede a geracdo do impulso por outros
tecidos cardiacos, ndo s0 porque 0 marcapasso, tendo uma maior
frequéncia, se antecipa aos outros, mas também porque um ritmo

mais rapido inibe a frequéncia espontanea de marcapassos laten-
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tes. Essa inibicdo, denominada de "overdrive supression’™ (supres
sdo de marcapasso), deve-se provavelmente, a um aumento da ativi
dade da bomba eletrogénica sodio-potassio (152, 153). Esse cons-
titui-se num mecanismo que dificulta a geracao de arritmias car-

diacas .

A velocidade de conducdo do impulso gerado no noédulo si
nusal depende da taxa de despolarizacdo e da amplitude do poten-
cial de acdo (Fase 0), da geometria e das propriedades de cabo
desses varios tecidos cardiacos (116). No coracao de coelho a ve
locidade de conducéo nos atrios oscila entre 0,5 a 1,0 m/s, de-
caindo no nédulo atrioventricular para 0,05 a 0,1 m/seg, para,no
sistema de His-Purkinje atingir 2 a 4 m/seg (139). Além disso,0s
feixes de Purkinje, proximo a sua juncao (cerca de 2 a 3 mm) com
o miocardio ventricular de trabalho apresentam um periodo refra-
tario funcional (devido a sua larga duracdo: 200 a 300 m/seg em
cobaios), maior do que em qualquer outro local do coracdo (108,
109, 116). A alta velocidade (em termos de coracdo) de conducédo
e 0 grande periodo refratario do tecido condutor ventricular cons-
tituem fatores de protecdo contra a instalacdo de arritmias,o pri
meiro por sincrbnizar a despolarizacdo dos ventriculos e o segun
do por aumentar a inexcitabilidade do tecido condutor, ambos di-

ficultando a reentrada (vide 1.4.) de estimulo (108, 116).

1.4. Arritmias cardiacas

As arritmias sdo ocasionadas por anormalidades na inic
acdo do estimulo e/ou na sua conducdo. Inumeros mecanismos celu-
lares podem desencadear tais anormalidades. Como mecanismos celu

lares entende-se aqueles mecanismos basicos comprovaveis através
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da eletrofisiologia celular.

Segundo Wit el. al. (168), as arritmias cardiacas sao

classificadas em:

1.4.1 Arritmias devido a geracdo de impulso anormal

1.4.1.1 Arritmias causadas pelas células que apresentam

automaticidade normal

As células dos tecidos especializados, que apresentam
despolarizacédo diastolica lenta, podem assumir o controle da ati
vidade elétrica e mecanica do coracao, quando sua atividade auto
matica estiver exarcebada (75, 148, 168) e/ou por falha da ativi_

dade supressora do nodulo sinusal (153).

1.4.1.2 Arritmias causadas por automatismo anormal

Apesar das fibras musculares atriais e ventriculares nor
malmente n&o apresentarem a fase de despolarizacédo diastélica len
ta (34) elas poderao gerar impulsos anormais, se o potencial diat
tolico méximo estiver suficientemente baixo (despolarizacdo par-
cial) (26, 82). Nestas mesmas condi¢Oes, automaticidade anormal
poderad ocorrer também em fibras de Purkinje (133) . As correntes
ibnicas envolvidas na génese destas arritmias dependerdo do ni-
vel do potencial transmembrana destas células. Dados experimen-
tais sugerem que para potencial de membrana em torno de - 50 mv,
o potencial de acdo seria ocasionado pela ativacao de cofrente
lenta para o interior da fibra carreada por ions céalcio (69,111,
169), ou da ativacdo das correntes carreadas por potassio para

fora (corrente (133) .

1.4.1.3 Arritmias causadas por pds despolarizacoes('trig

gered activity')
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Triggered activity (60, 62, 163, 165, 166, 168) é um ti

pO de automatismo anormal causado por oscilacdes do potencial trans
membrana que podem atingir o potencial limiar de excitacdo e que
¢ absolutamente dependente do potencial de acdo que o precede.As
sim, nado ha triggered activity onde ndo houve anteriormente po-

tenciais de acdo (36, 75).

Essas oscilacdes se chamam "afterdepolarizations'” (pods-
despolarizactes) e podem surgir durante o final da Fase 3 ou du-
rante a Fase 4 do potencial de acdo, apd6s a Ffibra ter apresenta-
do o potencial diastdélico maximo (129, 168). Na primeira e na ul
tima hipdétese ela se chama de "early afterdepolarization® (pbs-
despolarizacao prematura) e de "delayed after depolarization®l(pds
despolarizacdo retardada), respectivamente. Os pés-potenciais
tém amplitude que variam da ordem de unidades a ordem de dezenas
de milivolts, tem duracdo da ordem de varias dezenas de milise-
gundos, e frequentemente se fazem acompanhar de um aumento tam-
bém oscilatério da tensédo da fibra (22, 61). Os pOés-potenciais
oscilatdrios tendem a aparecer ou a sofrer amplificagdo em pre-
senca de manobras que aumentam o I1notroplsmo,como aumento da fre
quéncia, da concentracdo do calcio extracelular e de agentes farma-
colbégicos (61, 129, 130). Eles ocorrem em varios tecidos cardia
cos, como atrios (70), ventriculos (61, 63) e feixe de His-Pur-
kinje (60), células marginais das valvulas &trio ventriculares
(165) e seio coronariano (166), A pOs-despolarizacdo prematura,
geralmente surge durante potenciais de acdo de fibras que no seu
inicio apresentam alto nivel de potencial de membrana (.- 95 mV a

- 75 mvV) (75) .

Os pOs-potenciais oscilatdérios foram inicialmente obser

vados por Bolzer e Delahayes (22, 23), que o0s interpretaram como
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sendo alteracdes do potencial transmembrana devido a alteracoes

quimicas do meio intracelular.

Mais recentemente Ferrier e Moe (60) e Davis (37) entre
outros (77, 78, 93), observaram que esses potencials sao uma ca-
racteristica das alteracbes elétricas verificadas durante a into
xicacao digitalica. Observou-se que ocorrem em grande frequéncia
em preparacdes expostas as catecolaminas (30) e histamina (91,

92) .

No inicio desses estudos questionou-se a autenticidade
dos potenciais oscilatdrios segerindo-se que talvez fossem ape-
nas o resultado da propagacdo decremental de potenciais de agao
lentos. Essas duvidas fora% dirimidas quando se demonstrou a di-
ferenca entre potenciais de acdo lentos e pds-potenciais oscila-
térios, através do estudo em preparacdes longas com duplo micro-
eletrodo, e em preparacdes diminutas (com comprimento inferior &
metade da constante espacial) (72, 73), e de agentes como o man-
ganés que bloqueia bem mais rapidamente o potencial de acédo len-

to do que o pOs-potencial oscilatorio (60).

Os estudos dos mecanismos i6nicos envolvidos nos pds-
potenciails oscilatdrios tem sido realizados principalmente por
Lederer, Weilnegart, Kass e Tsien (79, 80, 81, 93). Eles demons-
traram que esses poOs-potenciais oscilatdérios se devem a uma cor-
rente ( iTq) cujo potencial de reversdo se situa entre - 5 e -10
mV e portanto deve envolver a participagcdo de varios ions, como
sodio, calcio e potassio. A concomitéancia dos pds-potenciais o0s-
cilatdrios com a oscilacdo de tensdao levou a formular-se a hipo-
tese de que a ativacido da iT" seria devida a uma liberacdo tran-
sitéria de ions calcio pelo reticulo sarcoplasmatico, que promo

vendo um aumento da atividade de célcio no citoplasma,promoveria
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um aumento da tensdo mecanica e da condutancia do canal para a
im™ (149). Essa hipodtese tem sido confirmada por estudos
mais recentes que demonstram que agentes que depletam o calcio
do reticulo sarcoplasmatico, bloqueiam o pds-potencial oscilato-
rio (42).

Atividade ritmica sustentada podera ocorrer apdés a pri-
meira pOs-despolarizacdo, e acredita-se que estes potenciails de
acdo sdo devidos a ativacao de corrente lenta para o interior da
fibra (36, 133, 168). Dados experimentais sugerem que arritmias
induzidas por altas concentracfes de catecolaminas (30, 162), di
gitalicos (60, 62), hipertrofia do miocardio (7), infartos sub-
endocardicos (52), seriam desencadeados por pOs-despolarizacdes
retardadas. Reducé&o ou mesmo a abolicdo destes pOs-potenciais o0s
cilatdrios, séo obtidos pelo emprego de bloqueadores de canais
de calcio (60, 128), ou de sddio (130) ou ainda por procedimen-

tos que levam a hiperpolarizacdo prévia da membrana celular (70) .

1.4.2 Arritmias devido conducdo anormal do impulso e re

entrada do estimulo

Em certas condicbOes especiais, a frente de despolariza-
cdo apdés ter ativado completamente o0 coracdo, pode ndo se extin-
guir, e voltar a reexcitar os atrios ou ventriculos, quando nes-

tes, estiver findado o periodo refratario (75, 167, 168).

A reentrada do estimulo por vias que mudam no tempo de
tamanho e localizacdo, estdo relacionadas com fibrilacdo atrial
e ventricular (105, 169), e quando por vias relativamente fixas,
a taquicardia, extrasistoles e "flutter"™ atriais ou ventricula-
res (167, 168). Para ambos o0s casos, nho entanto, 0S pré-requesi-

tos eletrofisioldgicos sdo i1dénticos, sendo condigcOes essenciais
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para a geracao de reentrada: conducdo unidirecional e tempo de pro
pagacdo maior do que o periodo refratario do potencial de acgédo no
local onde poderd ocorrer a reentrada. No coracédo normal as velo
cidades sédo de tal ordem a exigir percursos bem maiores do que

0s anatomicamente encontraveis (90, 167, 168).

A diminuicdo da velocidade ou mesmo blogqueio na propaga
cado da onda de despolarizacdo podera ocorrer por inativacao par-
cial da corrente de sodio durante a Fase 0 do potencial de acéo
(124), por diminuicdo do gradiente eletroquimico desse ion e ge-
racdo de pds-potenciais oscilatdérios devido a correntes lentas
de calcio para o interior da fibra (122). No coracao com leséo
0s potenciais de acdo lentos estabelecem velocidade de conducgéao
muito baixas e permitem a ocorréncia de reentrada em percursos
encontraveis anatomicamente (162, 164). Bloqueio na conducdo po-
derad ocorrer também tanto na presenca como na auséncia de um
obstaculo anatémico. No segundo caso a atividade repetitiva por
reentrada da excitacdo pode ser induzida em tecido atrial, atra

vés de um unico estimulo prematuro apropriado (5).

Estudos demonstram que o musculo cardiaco é uma estrutu
ra uniformemente anisotrdpica, e que reentrada do estimulo pode
ocorrer em consequéncias das membranas celulares apresentarem d:L

ferentes propriedades passivas (142).

1.5 Efeitos eletrofisioldgicos dos digitalicos

0 efeito 1notrdpico positivo provocado pelos digitali-
cos, Taz com que estas drogas sejam amplamente utilizadas no tra
tamento da insuficiéncia cardiaca. Estes glicosidios cardiacos

sao altamente seletivos.na inibicdo da Na - K ATPase das mem-
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branas celulares (2, 3), resultando na elevagcdo da atividade do
fon sédio intracelular e de calcio,por mudancas no sistema de

if- 4— . ~
troca Na - Ca (4). Procedimentos que aumentam a concentracéao

intracelular de Na4, como aumento na frequéncia de estimulacéao,

tendem a aumentar a toxidade dos digitdlicos, por reducdo da ca-

pacidade de reserva da bomba de Nat+ - K+ (4, 84, 118).

Clinica ou experimentalmente, arritmias ventriculares
estido comumente associadas com intoxicacdo digitalica (17, 76,
104). Os mecanismos envolvidos na geracdo destas arritmias devem
se mais frequentemente, a um aumento da taxa de despolarizacéao
diastdlica lenta em fibras do sistema de His-Purkinje (62, 127,
129), e/ou por desencadeamento de '‘triggered activity”™, a partir
de poés-potenciais oscilatdrios (delayed afterdepolarizations), tan
to em células musculares atriais e ventriculares quanto em fibras
do tecido especializado (54, 61, 63. 78). Estes efeitos poderao
também diminuir a velocidade de propagacao da frente de despola-
rizagcdo, bem como ocasionar bloqueio unidirecional e, assim, de-

sencadear reentrada do estimulo (129, 134).

1.6 Adenosina

O isolamento e a caracterizacao da adenosina a partir
de extratos de coracdo de cobaio, bem como a avaliacdo de algu-
mas de suas atividades Tfisiolodgicas, foi realizada por Drury e
Szent-Gyorgy em 1929 (49). Trabalhos posteriores demonstram que
a adenosina produz uma grande variedade de efeitos bioldgicos e

bioquimicos(para revisao ver 65).

Tem sido demonstrado que a adenosina € um potente vaso-

dilatador, e provavelmente desempenha importante papel na regu-
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lacdo TFTisiologica da circulacdo coronariaria (18). Este efeito de
ve-se, provavelmente, a uma diminuicdo na captacdo de ions pela
musculatura lisa vascular (59). Procedimentos que aumentam o tra
balho e o metabolismo cardiaco, como a administracdo de catecola
minas, constriccdo adrtica e estimulacdo nervosa simpatica, bem
como hipoxia e isquemia do miocardio, provocam aumento na libera

cdo desse nucleosidio (137, 67, 85, 66).

Dados experimentais obtidos em atrio ou coracao isolado
de cobaio, em estado de hipoxia ou de oxigenacdo normal, mostram
que a adenosina inibe csefeitos inotrdpico e cronotrdopico positi-
vos induzidos por catecolaminas (44, 67, 137), por diminuicao da
ativacdo beta adrenérgica da adenil ciclase (45, 136). Em tiras
de coracdo de cobaio com batimentos espontaneos, a poténcia na
depressédo da automaticidade ventricular provocada pela adenosina
€ cerca de 30 vezes maior do que a auricular ((146)T Em Ffibras no
dal sino atrial e de Purkinje esse nucleosidio provoca, de forma
dose dependente, diminuicdo da taxa de despolarizacdo diastdélica
lenta (146), e bloqueio na conducdo atrioventricular em miocar-
dio isquémico de cades (14). A adenosina provoca diminuicao da du
racdo, da taxa de aumento da amplitude e o plateau de potenciais
de acao lento desencadeados por norepinefrina, em musculo atrial
de cobaio despolarizados com ion potassio, presumivelmente em de
corréncia da inibicdo do influxo de Ca++ (13, 135). Tem-se demons
trado que poés-potenciais oscilatdrios e "triggered activity",
induzidos por isoproterenol em miécitos de ventriculo de bovino

e cobaio, sao bloqueados por adenosina (16).

Esse nucleosidio tem sido utilizado experimentalmente

no tratamento da taquicardia paroxistica supraventricular (43).

Tem-se demonstrado que arritmias (taquicardia e Tibrilacdo ven-
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tricular provocadas por ligadura da artéria coronaria esquerda
em ratos, Toram significativamente bloqueadas pela infuséo
endovenosa de adenosina (58), No entanto taquiarritmias estdo fre-
quentemente associadas a isquemia regional do miocardio (19). De
monstrou-se também que a anoxia suprime arritmias induzidas por
digitalicos (29). Dados experimentais sugerem que a liberacdo de
adenosina pelo musculo cardiaco aumenta grandemente quando o apor
te de 02 diminui (67) ou quando a sua demanda aumenta (85) . Por-
tanto é razoavel supor que a adenosina esteja envolvida na Tisio
patogenia das arritmias cardiacas. As arritmias induzidas pelos
digitalicos se caracterizam por serem causadas preponderantemen-
te por 'triggered activity', e o papel da adenosina nesse tipo
de arritmia ainda ndo foi 1Investigada. Sendo algumas alteracdes
eletrofisioldgicas da intoxicacado digitalica comum a outros ti-
pos de arritmias, reveste-se de particular importadncia o estudo
do papel da adenosina nas arritmias promovidas por digitalico.As
observacdes do estudo dessa interacdo tem portanto, um largo cam
po de aplicacdes. Por esses motivos estudaram-se os efeitos des-
se nucleosidio na intoxicacédo digitalica, em preparacbes 'in Vvi-

vo'" e "in vitro'. Investigou-se também os mecanismos envolvidos.
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2. MATERIAL E METODOS

Para a execucdo desse trabalho, utilizaram-se cobaios a
dultos, pesando entre 350-900 gramas, gentilmente fornecidos pe-
lo Laboratorio Alfa-Conlab, e sapos (Buffus paracnemis) prove-
nientes da regido periférica de Fortaleza e do municipio de Sao

Goncalo

Os experimentos "in vitro” fToram realizados em cobailos
e sapos, e empregou-se somente cobaios para experimentos "iIn vi-

VO

2.1 Experimentos "in vivo"

Cobaios adultos pesando entre 700 e 900 gramas fToram a-
nestesiados com nembutal soédico (50 mg/kg), por via iIntraperito-
nial, A seguir fez-se traqueostomia para manutencdo de respira-
cdo artificial. Essa foi mantida com bomba fabricada pela Ciemci
(SP), movimentando o volume de 8 - 2 cn? de ar atmosférico a fre
quencia de 35 - 7 ventilacoes/minuto. Realizou-se a canulacao da
veia jugular com duplo cateter, dos quais um utilizou-se para a
administracdo continua de drogas,e 0 outro para coleta de amos-

tras de sangue e administracfes intermitentes.

O sinal da atividade elétrica do coracao foi colhido a-

través de eletrodos constituidos de agulhas de aco i1noxidavel(ca
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libre 25/7) 1introduzidas (1 cm) no tecido subcutaneo de diferen-
tes regides do térax. Os eletrodos foram conectados a pré-ampli-
ficador de fabricacido local com entrada diferencial, impedancia
de entrada de 1012 Ohms, que amplificou 10 vezes o sinale o trans.
feriu para poligrafo (Narco Byosistem, desk model) . A colocacao
dos eletrodos foi feita no inicio do experimento, procurando-se,
por tentativas, aquela fornecedora do melhor registro, a partir
de entdo, mantida por todo o experimento. Foi usado o registro

bipolar

A promocdo de arritmias cardiacas por ouabaina foi rea-
lizada de acordo com método similar ao de Sekya e Vaughan-Williams
(138). Foi fTeita a administracao endovenosa iIntermitente de 4 ug
de ouabaina diluida em 0,05 ml de solucdo salina fisiolodgica du-
rante 30 segundos e repetida a cada 2 minutos. Determinou-se a

dose limiar para inducédo de extra-sistoles

Para se avaliarem seus efeitos cardiacos na intoxicacao
digitdlica, a adenosina, por ter vida média curta na circulacéo,
foi administrada por via endovenosa de forma continua (0,02 ml/
min de uma solucdo salina contendo 10_2 M), mediante o emprego
de bomba peristaltica (Harvard Apparatus). Coletaram-se amostras
de sangue venoso (0,15 ml) com a finalidade de se determinar o]
pH aos 0, 60 e 120 minutos do experimento. Para tal determinacéo
empregou-se um analisador de gas e pH sanguineo (Instrumentation

Laboratory 1Inc.).

2.2 Experimentos "in vitro"

2.2.1 Coracdo isolado de cobaio

Animais pesando entre 350-450 gramas foram sacrificados
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por deslocamento cervical. Apd6s toratocomia e injecdo iIntraven-
tricular de heparina (5 Ul), fez-se a remocdo do coracdo através
de seccdo cuidadosa dos vasos da base num tempo inferior a 1 mi-
nuto. Em seguida iniciou-se a perfusdo retrograda (6 a 8 ml/minu
to), através de canula introduzida e fixada na aorta com solucao
de ""Tyrode', pH 7,4, oxigenada por borbulhamento no reservatoério
e mantida a 37° C. O fluxo promovido pela forca gravitacional e
controlado por gotejador, foi mantido constante durante o experi
mento. A preparacao foi mantida no interior de uma camara a 37°C
e esta dentro de um banho ligado a um aquecedor circulador (mode
lo llaake) para manutencdo da temperatura (vide fig. 02). Em al-
guns experimentos a preparacao foi mantida imersa em solucéo nu-
tritora e em outros a camara permaneceu vazia. Fez-se registros
da contracdo cardiaca conectando-se um transdutor de forca (Mio-
graph, modelo F - 60) para medida isométrica ao apice do coracgao,
mediante corrente e pinca metalica. A preparacdo foi submetida a
uma tensado basal de 350 a 450 mg, através de ajustes na altura
do transdutor de forca por uma cremalheira (Palma ). O sinal ele
trico da atividade cardiaca, obtido através de eletrodos epicar-
diais sdo traumatizantes de aco inoxidavel, fToi amplificado e re
gistrado conforme visto em 2.1.

Quando necessario, realizou-se estimulacdo elétrica epj”
cardial do coracdo, mediante eletrodos ndo traumatizantes conecta

dos a um isolador de estimulos de fabricacdo local (25), com sai

da isolada em relacdao a terra de 10 Ohms, comandado por estimu

lador capaz de fornecer pulsos constituidos por ondas quadradas

de voltagem.

Para a inducdo do fenbmeno de supreysdao do marcapas-

so (Vide 1.3), aplicou-se trens de estimulo elétrico com as seguin



FIGURA 02 Sistema de perfusdo para coracdo isolado.
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tes caracteristicas: voltagem: 2,5 vezes a limiar; duracao do
pulso: 1,5 a 3,0 mseg; duracdo do trem: 30 segundos. A frequén-
cia foi constante em cada trem e entre os trens variou de 2,5 e
5,0 Hz. Fez-se a estimulacdo elétrica em preparacdes nas seguin
tes condigOes experimentais: controle (auséncia de drogas, grupo
controle), perfundidos com adenosina (grupo adenosina), com ade-
nosina e ouabaina (grupo adenosina-ouabaina) e com ouabaina so-
mente (grupo ouabaina). Menteve-se um intervalo de 3 minutos en-
tre os trens de estimulo e de experimentais.
Mediu-se a forga da contracdo durante os batimentos mesponténeos
e durante o trem de estimulo. Para quantificacdo da intendidade
de "overdrive supression', mediu-se o intervalo de tempo entre o
ultimo estimulo extrinsico e a primeira atividade elétrica espon

tanea (pausa pbs estimulatdria).

Investigou-se o efeito da adenosina na iIntoxicacao digi
tadlica em coracOes com exerese de atrios. Para tal, fez-se, apbs
0 periodo necessario para a obtencdo do equilibrio da preparacéo,
a retirada cirurgica dos atrios, com auxilio de pincas e tesou-
ras oftalmoldgicas. Manteve-se a perfusdo da preparacado durante
esse periodo. O registro da forca de contracado foi feito confor-
me descrito anteriormente, e o sinal elétrico, com eletrocardido-

grafo modelo 4 FUNBEC.

2.2.2 Tiras de auricula esquerda de cobaio e ventriculo

de sapo

Apbs a remocéo do coracdo, a qual foi realizada de ma-
neira i1déntica ao descrito em 2.2.1, fez-se a transferéncia para
uma camara constituida de placa de Petri com o fundo pevestido
com cera para dissecacdo de tecidos vivos (ref. 62-9100, Caroli-

na Biological Supply Company), contendo solucdo de "'Tyrode', oxi
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genada por borbulhamento e mantida a temperatura ambiente.Median
te fixacdo com alfinetes iInoxidaveis e auxilio de um microscopio
(Intec, R.J.), procedeu-se a abertura da auricula esquerda e,
observando-se o sentido longitudinal das fibras, retirou-se uma
tira de aproximadamente 1 mm de Blargura por 0,7 cm de comprimen-
to. Fixou-se uma das extremidades no fundo de uma camara de su-
perfusdo vertical, mantida em um banho a 37° C, com capacidade
para 5 ml, e a outrii mediante fio metadlico, a um transdutor de
forca (Modelo Myograph F-60), acoplado, para registro isométrico,
em poligrafo (Narco Byosistem - Desk Model). Fez-se a superfuséo
da preparacédo (3 a 5 ml/min), com solucdo de "Tyréde" oxigenada
por borbulhamento de oxigénio na camara. ApdOs um periodo de 30
minutos necessarios para se obter o equilibrio da preparacdo, a
mesma foi posta a contrair por curtas exposicdes (7 minutos) a
baixas concentracdes de i1on sddio extracelular, intervaladas por
20 minutos. Nos 5 minutos anteriores e durante tais periodos a
preparacao foi exposta a 5 mM de cafeina, para potencializar a

contratura.

De acordo com o protocolo acima citado, mas empregando-
se solucdo de Ringuer batraquio & temperatura ambiente, fizeram-
se experimentos com tiras de ventriculo de sapo. A espessura e

largura dessas foram mantidas em dimensdes inferiores a 1 mm.

2.2.3 Medida do potencial transmembrana

Apo6s o sacrificio do animal e a retirada do coragao co-
mo descrito em 2.2.2, fez-se a remocdo atrial em uma camara de
dissecacdo ja descrito, preenchida com solucdo de Krebs mantida
a temperatura ambiente e equilibrada com uma mistura gasosa de

90% de 2 e 5% de CO2+ A seguir, com auxilio de microscéOpio e me
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diante uma iIncisao longitudinal a partir do anel &trio-ventricu-
lar ao 8pice do coracdo e seccao da cordoalha tendinosa, fTez-se
a exposicdo da superficie endocardial. Retirou-se pecas da pare-
de septal da cémara ventricular esquerda contendo feixes de His-
purkinje sub-endocardial. Estas apresentaram um comprimento infe
rior a 4 mm, 2 mm de largura e 1 mm de espessura. Estes tecidos
foram fixados com alfinetes especiais de aco iInoxidavel em uma
camara com fundo preenchido com "silastic™ com capacidade para
1,8 ml. A preparacado foi perfundida com fluxo de 8,5 a 10 mI/min.
A temperatura na camara foi mantida a 37° C com auxilio de .um
termorregulador (Haake). Passou-se a solucdo de superfusao atra
vés de um tubo de silastic (Dow Corning) com 100 cm de comprimen
to, 0,196 e 0,15 cm de diametro externo e interno respectivamen-
te, mantido em fase gasosa contendo 95% de e 5% de CCN e a
uma atmosfera de pressdo. Tal procedimento manteve a solucdo na

camara com uma pressao de oxigénio de 475 Torr e em pH 7,4.

0 potencial elétrico transmembrana das células cardia-
cas fToi medido com microeletrodo preenchido com solucdo de KC1,
3 M. Os microeletrodos foram conectados a um eletrometro(WPI, mo
delo 750) de duplo canal, tendo cada um duas saidas. Destes o0 si
nal ndo amplificado foi monitorizado em um osciloscopio(Tektronix
5113), e aquele amplificado 6 vezes, a um diferenciador eletroni-
co. O sinal diferenciado foi continuamente monitorizado no oscilos-
copio.

A preparacédo foi posta a equilibrar por 45 minutos,e os
parametros eletrofisioldgicos foram registrados durante os ulti-
mos 15 minutos desse periodo. Iniciou-se 0s experimentos quando
as variaveis analisadas apresentaram-se estaveis. Manteve-se um
intervalo de 30 minutos entre a exposicdo as drogas (ouabaina,

1 x 10 M e/ou adenosina, 5 x 10 M).
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2.3. Drogas e Solucodes

A adicdo a solucdo nutritora de cafeina (Merck eCo.lInc.
Alemanha), adenosina e ouabaina (Sigma Chemical Company - USA),
necessaria para se obter a concentracdo desejada foi realizada
imediatamente antes de iniciar-se o0os experimentos. As solucbes
nutritoras empregadas tiveram as seguintes composicdes (em mM):
Tyrode: NaCl 137,0; KC1 5,4; CaCl2 1,8; MgCI2 1,05; Tris Hidroxi_
metil Aminometano (Trizma) 5,0 e Glicose 11,0:, Ringer Batraquio:
NaCl 110,0; KC1 4,02; CaCl2 2,0; Trizma 10,0 e Glicose 11,0; Kre
bs: NaCl 137,0; KC1 5,4; MgClI2 1,05; CaCl2 1,8; NaHCO03 10,22 e

Glicose 5,5.

2.4. Analise estatistica

Os dados foram considerados significativamente diferen-
tes quando a possibilidade de ocorréncia da hipétese nula foi

igual ou inferior a 5% (p < 0,05).

Para variaveis nominais, significancia foi determinada
pelo teste de Fischer e Q quadrado. Para comparacdo de uma uUnica
condicdo experimental em relacdo ao controle, no mesmo experimen
to, empregou-se o teste "t" de Scudent pareado, e entre experi-
mentos diferentes, o0 ndo pareado. Para multiplas condicfes expe-
rimentais utilizou-se analise de variancia para medidas repeti-
das no mesmo experimento e para analise dos contrastes empregou-
se 0 teste de Tukey. Os valores estdo expressos como a média +

erro padrao.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos, poderdo ser descritos em dois blo

cos, de acordo com as etapas experimentais desenvolvidas.

3.1 Caracterizacdo do efeito anti-arritmico da adenosina

Nessa fase, verificou-se em experimentos "iIn vivo" e em
coracdo isolado de cobaio com e sem atrios, os efeitos da adeno-

sina nas arritmias desencadeadas por ouabaina.

3.1.1 Experimentos "in vivo"

A dose media de ouabaina para o desencadeamento da pri-
meira extra-sistole, foi na auséncia e na presenca de adenosina
de 69,81 ~2,45 e 95,30- 8,02 ug/kg de peso corporal, respectiva-
mente (Fig. 3 Tab. 1). A diferenca é estatistiaamente significa
tiva (P<0,01, teste "t" nédo pareado) , mostrando que a adenosina
¢ capaz de minorar as alteracdes cardiacas da intoxicacao digita

lica.
3.1.2 Coracédo isolado de cobaio

Os resultados acima mencionados sugeriram que a inducao
de arritmias por ouabaina poderia ser bloqueada pela adenosina.
Para testar tal hipodtese, Tfizeram-se experimentos em coracdo 1so
lado de cobaio. Nessa preparacado, afasta-se a participacado de fa

tores neuro-humorais extra-cardiacos, reduzindo assim o grau de



FIGURA 03

*

Efeito da adenosina na dose limiar de ouabaina
ra a inducdo de extra-sistoles em experimentos
vivo'". A dose de ouabaina, injetada com (AQ) e
(0) a administracdo concomitante de adenosina |
td expressa em ug/kg de peso corporal (ordenada
linha vertical e os numeros no topo de cada col
representam o erro padrdo e a quantidade de exp
mentos, respectivamente.

indica, significancia estatistica (P<;0,01, te

t" de Student, ndo pareado).
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dificuldade na interpretacdo dos resultados.

Inicialmente realizou-se uma série de experimentos com
a finalidade de determinar a concentracdo de ouabaina, que, nas
nossas condicOes experimentais, rapidamente (em minutos) desenca
deasse arritmias cardiacas em alta percentagem das preparacoes.
Essa concentracéo foi 3,3 x 10 M. Ela induziu arritmias num
tempo de perfusédo iInferior a 20 minutos. A concentracdo de adeno

5 5

sina empregada variou de 1 x 10 ~ M a 5x10 ~M. Escolheram-se esses va-

lores porque eles se situam nafaixa de concentracdes encontraveis em

4

miocardio isquemico, a qual pode atingir 1 x 10 M (137).

Os parametros da intoxicacédo digitadlica analisados ao
longo do tempo de perfusédo foram: presenca de extra-sistoles,sur
tos de taquicardia e parada cardiaca precedida ou nao de Tfibrila
cdo ventricular. Os dados obtidos em coracédo isolado de cobaio
com atrios, perfundidos com ouabaina na presenca e auséncia de
adenosina, estdo demonstrados na Figura 4, e os repectivos valo-
res na Tabela 2. Tais valores estdo expressos em termos percen-

tuais em relacao ao controle.

A incidéncia de extra-sistoles (E.S.) , que em ll. prepa-
racfes perfundidas com ouabaina, aumentou rapidamente e ocorreu
em 63% das preparacdes, (Figura 4 B) atingiu em média a propor-
cdo de 1 extra-sistole para cada 4 batimentos normais, aos 10 mi
nutos de perfusdo. Apds esse lapso de tempo, registrou-se 1 para
da cardiaca precedida de fibrilacdo e 2 surtos de taquicardia em

duas preparacoes.

Em coracdes submetidos a perfusdo simulténea de ouabai-
na e adenosina, ocorreram extra-sistoles em 18,2% das preparacoes
no 49 minuto, 27,2% do 69 ao 129 minuto, 36,3% no 149 minuto e

18,2% do 169 ao 209 minuto. Essa queda na percentagem de cora-



FIGURA 04

5

Efeito da adenosina (1 x 10 ~ M) em alguns

tros, da intoxicagcao promovida por ouabaina (3,

10 6 M) em coracdo isolado de cobaio. Em A, B,
mostrados o0s cursos temporais desses |

tros em presenca apenas de ouabaina (simbolo

e adenosina (simbolo vazio). Em A, coracdes s

ritmias (S.A.); em B, os triangulos represente

e os circulos, extra-sis

(E.S.); em C, surtos de taquicardia (S.T.), e

frequéncia cardiaca

Ordenadas: em A, Be C, percentagem de

variavel especificada, em D, batimentos ca

por minuto.
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cO0es com extra-sistoles, entre o 149 e 169, foi devida ao fato
de que em um coracdo as extra-sistoles cessaram e em outro houve
parada cardiaca. Parada cardiaca sem fibrilacdo ventricular ocor
reu em 3 preparacdes (27,2%) , no 169 minuto e uma preparacdo a-
presentou surtos de taquicardia no 169 minuto de perfusdo (Figu-
ra 4 C) . Desses 3 coracgOes que sofreram parada cardiaca sem Tfi-
brilacao ventricular apenas um apresentou extra-sistole (Vide Ta
bela 2). A frequéncia cardiaca foi diminuida pela adenosina. A
diferenca entre o0s grupos tratamentos e controle testada no 89
e 169 minuto, foi estatisticamente significativa no primeiro des

ses momentos.

Registros eletrocardiograficos caracteristicos de cora-
cado perfundido com ouabaina apenas e ouabaina conjuntamente com
adenosina estio representados na Figura 5. A ouabaina induziu o
aparecimento de bigeminismo (em B e F), o que ndo ocorreu quando

da administracdo conjunta do glicosidio com adenosina.

3.1.3 Coracao isolado de cobaio com exerese de atrios

Tem-se demonstrado que a adenosina é mais potente em su
primir a automaticidade ventricular, do que a atrial (146) . Por
outro lado a gravidade da iIntoxicacao digitdlica decorre, prepon
derantemente, da geracao de focos ectdpicos ventriculares. Levan
do-se em consideracdo esses fatos e a possibilidade de que a agéo
do marcapasso atrial viesse a mascarar efeitos ventriculares da
adenosina, julgou-se util investigar o efeito dessa substancia
na iIntoxicacdo digitidlica, em coracdo com exerese de &atrios. Os
experimentos foram realizados usando protocolo e medidas de para
metros i1dénticos aos descritos em 1.2. Onze preparacodes foram

perfundidas com ouabaina (3,3 x 10 M). Qs resultados sdo mos-



FIGURA 05

Experimente representativo dos efeitos da adeno-
-5
sina (1 x 10 M) em arritmias iInduzidas por oua-

baina (3,3 x 1078

M) em coracdo isolado de cobaio.
A, controle; C e E, aos 30 minutos de recuperacao

apés o periodo experimental; B e F: efeito da per-
fusdo da preparacdo com ouabaina no 79 e 59 minu-

to, respectivamente. Em D: efeitos da administra-
cdo concomitante de adenosina e ouabaina no 159 mi
nuto. Tracado superior, eletrocardiograma; inferior,
0 registro da forca de contracdo. Calibracdo hori-
zontal, i1déntica em toda a figura. A ordem alfabé-

tica corresponde a sequéncia temporal.
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trados na Figura 6. A percentagem de coracdes com extra-sistoles
no 89 minuto de exposicdo a ouabaina, fToi de 81,8. A partir des-
se momento houve reducéo desse valor devido a progressiva iInci-
déncia de parada cardiaca. No 209 minuto, 45,5% tiveram paraua
cardiaca sem e 27,2 com fibrilacdo ventricular (Figura 6 B) . Sur

tos de taquicardia oscilaram de 9,1% a 45,5% ao longo do tempo

-~

de exposicdo. A frequéncia cardiaca elevou-se de 104 1 7 batimen

tos por minuto para 160 - 7, no oitavo minuto de perfusdo com ou
abaina. (Vide Tabela 3).

Na administracdo concomitante de ouabaina e adenosina,a
incidéncia de extra-sistole (16,6%) foi retardada para o 249 mi-
nuto. Nao ocorreu parada cardiaca nem Ffibrilacdo ventricular. Ocor-
reram 4 surtos de taquicardia em 12,5% das preparacfes entre o]
69 e 0o 249 minuto. A frequéncia cardiaca no 89 minuto reduziu-se
de 103 i 11 para 46—4 batimentos por minuto. Registros eletro-
cardiograficos de dois experimentos representativos estido demons

trados nas Figuras 7 e 8.

A parada cardiaca tem efeito mutuamente exclusivo em re
lacdo a ocorréncia de extra-sistole (em um dado momento da prepa
racao). Devido a isso calculou-se a diferenca, em relacdo as si-
tuacbes com e sem adenosina, no 89 minuto para ocorréncia de ex-
tra-sistoles e 169 para iIncidéncia de parada cardiaca precedida
ou ndo de Tibrilacdo ventricular. 0 valor desses dois parametros
foi significativamente reduzido pela adenosina (avaliacéo pelo
teste de Fisher), com uma P< 0,01 para o 19 deles (Figura 6) e
P<0,05 para o segundo, ndo mostrado na Figura 6. Por uma ques-
tdo de uniformidade mediram-se a significancia estatistica das
alteracbes de frequéncia cardiaca no 89 minuto. Nesse caso compa

raram-se as frequéncias (Vide Figura 6) em ambas as situagbes ex



FIGURA 06

Efeitos da adenosina (5 x 10 -5 M) em parametros,
expressos em termos percentuais, da intoxicacdo In
duzida por ouabaina (3,3 x 10 6 M) em coracdo iso-
lado de cobaio com exerese de atrios. Em A, B, Ce
D sdo mostrados o0s cursos temporais desses parame-
tros em presenca de ouabaina (simbolo cheio) e de
ouabaina e adenosina (simbolo vazio). Em A, cora-
cbes sem arritmias (S.A.). Em B, os triangulos re-
presentam parada cardiaca precedida de fibrilacao
e os retangulos na auséncia de fibrilacdo; os cir-
culos indicam extra-sistole (E.S.); em E,surtos de
taquicardia (S.T.) e em D, frequéncia cardiaca.
Ordenada; A, B, C percentagem de ocorréncia da va-
ridvel especificada, em D, batimentos por minuto.
* e ** jindicam valores estatisticamente significan
tes a nivel de 1% (teste de Fisher) e a 0,2% (tes-
te "t" ndo pareado), respectivamente.

® indica valor estatisticamente significativo (P<

0,01) em relacdo ao controle (tempo 0).
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FIGURA 07

Registro eletrocardiografico de um experimento re

em arritmias promovidas por ouabaina (3,3 x 10 W)

presentativo dos efeitos da adenosina (5 x 10

em coracdo isolado de cobaio sem atrios.

Em A, controle; B, C e D, durante a intoxicacdo di
gitalica e em E, parada cardiaca. Em F, periodo cor
trole com normalizacdo parcial do ritmo cardiaco.
Durante a exposicao simultdnea da preparacdao & oua
baina e adenosina, verifica-se bradicardia mas sen
extra-sistoles (G e H). Imediatamente ap6és o térmi
no da perfusdo com ouabaina e da adenosina, obser-
va-se 0 aparecimento de extra-sistoles com alte
frequéncia (1), seguindo-se de normalizacdo do ri-
tmo cardiaco (em J) . A subsequente exposicdo da pri
paracdo & ouabaina induz o surgimento de extra-sis
toles (K), e fibrilacdo ventricular (em L) seguide

de parada cardiaca (em M).
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FIGURA 08

Experimento representativo dos efeitos da adenosi-
na (G x 10_5 M) , em arritmias promovida por ouabai
na (3,3 x 10 6 M) em coracdo isolado de cobaio com
exerese de atrios.

Em A: coracdo com &trios. B: coracdo com exerese
de atrios;C, D e E, efeitos da ouabaina ao 59, 179
e 189 minuto de perfusdo, respectivamente; em F ¢
G: efeitos da superimposicdo da adenosina a perfu-
sdo com ouabaina aos 29 e 229 minutos de perfuséo,
respectivamente; em H, K e L, ao controle aos 109,
29 e 229 m.inutos da retirada das drogas; em | e J,
efeitos da perfusdo da preparacdo com adenosina e
ouabaina aos 79 e 159 minutos, respectivamente; M,
N e 0, efeitos da ouabaina aos 89, 149 e 159 minu-

tos, respect ivamente.
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perimentais (@penas ouabaina e ouabaina conjuntamente com adeno-
sina) entre si e com a frequéncia controle (tempo 0), tendo as

diferencas mostrado signi ficancia estatistica.

3.1.4 Coracédo isolado de cobaio estimulado eletricamen-

te

Nesse modelo experimental iInvestigou-se o papel da ade-

5 6

nosina (1 x 10 - M), da ouabaina (1 x 10 - M) e da combinacido de

ambos na forca de contracdo e no periodo de pausa poés-estimulatd

ria.

3.1.4.1 Estudo da forca de contracao

0 estudo da forca de contracdo ventricular foi realiza-
do em preparacdes submetidas a estimulacédo elétrica epicardial
durante 30 segundos, com frequéncia de 3,5 a 4,0 e de 4,5 a 5,0
Hz. A forca de contracao foi medida imediatamente antes do perio
do de estimulacdo (tempo 0), e de cinco em cinco segundos ao lon
go do trem de estimulo, nos 4 grupos: controle, adenosina, adeno
sina e ouabaina e ouabaina. Verificou-se que para frequéncia de
4,5 a 5,0 llz (Figura 9 A) ha diferenca entre o0s 4 grupos que con
tudo ndo se mostraram significativas. Esse fato talvez seja devi
do ao numero reduzido de experimentos, pequeno em relacdo a gran
de dispersdo dos dados. A forca (em g) no tempo 0 oscilou de 0,5
a 2,6 no controle (1,87 1 0,28) e de 0,6 a 2,4 (1,65 - 0,32), de
1,8 a 5,6 (3,0 - 1,0) e de 1,0 a 4,8 (3,35 - 0,47) nos grupos a-
denosina, adenosina e ouabaina e ouabaina, respectivamente. Nao
houve diferenca siginificativa no 309 segundo de estimulacéo.
Observa-se durante o periodo de estimulacdo um declinio gradati-

vo na forca de contracdo ,dos grupos ouabaina e ouabaina e adeno-



FIGURA 09

Forca (g) de contracdo de coracdo isolado de co-
baio estimulado eletricamente, durante 30 segun-
dos.
Em A: a frequéncia de estimulacdo foi mantida em
4,5 a 5,0 Hz, e em B a preparacdo foi estimulada
com 3,5 a 4,0 Hz.
controle; O: adenosina (1 x 10_5 M);
ouabaina (Ix 10-6 M); ®: ouabaina e
adenosina. As barras verticais indicam o erro pa-
drdao. As medidas foram feitas aos 5, 10, 15, 20,
25 e 30 segundos, e alguns pontos foram um pouco
afastados de sua correspondente localizacdo exata
no tempo, para permitir maior clareza do grafico.
Abcissa: tempo em segundos e ordenada, forca em
gramas
* iIndica diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao controle, em tempo correspondente(a

nadlise de varianca; contraste, teste de Tukey).
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sina, enquanto um incremento gradativo nos grupos controle e ade
nosina. Ocorrendo portanto, convergéncia para niveis de forca de

1,9 g, no 309 segundo de estimulacéo.

I Para frequéncias de 3,5 a 4,0 Hz, a adenosina diminui
significativamente a forca de contracdo em relacdo ao controle
no tempo 0 (Figura 9 B). Nao houve contudo, diferenca significa-
tiva nos outros grupos. Durante o periodo de estimulacdo a for-
ca aumentou de forma gradativa no controle e no grupo da adenosi
na. Medida no 309 segundo ela diferiu significativamente em rela

cao ao controle nos grupos da adenosina e adenosina e ouabaina.

3.2 Estudos dos mecanismos de acOes da atividade anti-

arritmica da adenosina

As arritmias cardiacas decorrem de alteracdes de comple
X0s mecanismos i6nicos envolvidos na geracdo e propagacdo de po-
tenciais de acédo (Vide 1.4). Foram investigados dois possiveils me
canismos de acdes que poderiam estar envolvidos na atividade an-

ti-arritmica da adenosina.

3.2.1 Avaliacdo do periodo de pausa pOs-estimulatoria

Tendo-se como o critério de classificacdo a frequéncia
de estimulacdo, 3 blocos de preparacfes foram constituidos:o pri
meiro estimulado com 2,5 a 3,0 Hz; outro com 3,5 a 4,0 Hz e oOu-
tro com 4,5 a 5,0 Hz. Dentro de cada bloco temos 0Ss grupos con-
trole, adenosina, adenosina-ouabaina e ouabaina (Vide 2.2.1). Os
valores da pausa pOs-estimulatoria, estdo demonstrados na Figura
10 e Tabela 5. No grupo de preparacdoes estimuladas com 2,5 a 3,0

Hz a pausa pos-estimulatoria (em segundos) oscilou entre 0,6 a



FIGURA 10

Supressdo de marcapasso por estimulacao elétrici
em coracédo isolado de cobaio. O periodo de pausa,
medido em segundos (ordenada) em preparacfes con-
trole (C) , na presenca de adenosina (1 x 10_5 M) ()
ouabaina (1 x 10 M) (0) e de adenosina - ouabain;
(A0) , foi realizado apdés um trem de estimulo coi
duracdo de 30 segundos com frequéncias de 2,5
3,0 Hz; 3,5 a 4,0 Hz e 4,5 a 5,0 Hz. As barras ve:
ticais indicam o erro padréo.

* indica diferenca estatisticamente significativ
(avaliacdo pela analise de varianca, com teste d

Tukey, para contraste).



FIGURA 10

Supressao de marcapasso por estimulacao elétrica
em coracao isolado de cobaio. O periodo de pausa,
medido em segundos (ordenada) em preparacfes con-
trole (C) , na presenca de adenosina(l x 10—5 M (B)

ouabaina (1 x 1070

M) (0) e de adenosina - ouabaina
(AO), foi realizado apdés um trem de estimulo com
duracdo de 30 segundos com frequéncias de 2,5 a
3,0 Hz; 3,5 a 4,0 Hz e 4,5 a 5,0 I-lz As barras ver
ticais indicam o erro padréao.

* 1ndica diferenca estatisticamente significativa

(avaliacédo pela analise de varianca, com teste de

Tukey, para contraste).
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0,8 (0,65 I 0,28); 0,5 a 12,0 (1,73 4 0,6); 0,6 a 10,0(2,92"1,05)
e 0,9 a 2,0 (1,34 - 0,17), nos grupos controle, adenosina, adeno
sina-ouabaina e ouabaina, respectivamente. N&o ha diferenca esta
tisticamente significante dos varios grupos em relacdo ao contro

le

Para frequéncias de estimulacdo de 3,5 a 4,0 Hz os valo
res do periodo de pausa obtidos tiveram uma variacdo de 0,3 a
0,65 (0,51 - 0,04) no controle, de 0,6 a 27,0 (4,13 + 2,35) no
grupo de experimentos perfundidos com adenosina, de 0,4 a 3,0
(1,26 - 0,20) nos que receberam adenosina e ouabaina e de 0,4 a
1,8 (1,19 - 0,14) segundos nos expostos a ouabaina. Nao ha dife-
renca estatisticamente significativa dos valores dos grupos em

relacdo ao controle.

Em frequéncia de estimulacdo de 4,5 a 5,0 Hz os valores
do periodo de pausa oscilaram de 0,32 a 0,8 (0,38 1 0,01) no con
trole, de 1,0 a 62,0 (15,06 - 7,8) quando perfundidos com adeno-
sina, de 0,4 a 6,0 (1,8 - 0,86) em presenca de adenosina e oua-
baina e de 0,4 a 5,6 (2,17 - 0,63) no grupo que recebeu ouabaina.
Para essa frequéncia de estimulacdo as preparacoes perfundidas
com adenosina tiveram um perifodo de pausa significativamente

maior do que o controle.

A observacdo cuidadosa dos dados das tabelas parece su-
gerir que os valores dos trés blocos de frequéncia para o grupo da adenosi-
na provém de diferentes populacbes, pois dentro desses grupos,
2 sub-grupos com valores distintos de periodo de pausa poOs-esti
mulatdéria poderiam ser constituidos: um bem maior que oscila
ram entre 0,5 a 4,8, e outro com valores entre 12,0 a 62,0
segundos, dependendo da frequéncia de estimulacdo empregada. Os
valores desse segundo sub-grupo s&o provenientes de 3 experimen-

tos.
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3.2.2 Participacao do sistema de troca Nat+ - Cal+

Com o objetivo de verificar a participacdo do sistema
de troca soédio-calcio na atividade anti-arritmica da adenosina,
realizaram-se experimentos com tiras de auricula de cobaio super
fundidas com solucdo nutritora com diferentes concentracoes de

fon sodio.

Os valores percentuais da forca de contracao de tiras
de auricula de cobaio medida no 79 minuto de superfusdo com uma
concentracdo de ion sddio de 27,4 mM e de 13,7 mM, foram respecti
vamente de 31,2 i 25,23 e 56,38 I 13,79% na auséncia e de 25,23
=}.55 €77 - 23% na presenca de adenosina (1 X 10 ° M) (Figura
11) . Estes valores ndo diferiram de forma estatisticamente signjL

ficativa. (Vide Tabela 06).

Outros experimentos foram realizados com tiras de ven-
triculo de sapo, empregando-se o0 mesmo protocolo experimental. A
forca (g) de contracdo induzida pela remocdo do ifon sddio extra-
celular, medida no sétimo minuto na presenca e auséncia de adeno
sina, Tfoi respectivamente de 2,01 & 0,43 e de 2,2 % 0,45, nao ha
vendo diferenca estatisticamente significativa. Estes resultados

estao demonstrados na Figura 12, e os respectivos valores na Ta-

bela 7.

3.2.3 Alteracdo do potencial diastdlico mdximo pela oua

baina e adenosina

Em trés experimentos realizados em tiras de septo inter
ventricular com presenca de feixe de His-Purkinje, mediram-se as
alteracbes do potencial diastdélico maximo e da frequéncia de po-

tenciais de acdo em células desse feixe, tendo sido esses valo-



FIGURA 11

Forca, induzida pela exposicdo de tiras de auricula
de cobaio, a urna solucdo com baixa concentracdo de
fon sodio

Em A, a concentracdo de ion soédio foi reduzida para
27,4 mM e em B para 13,7 mM. A adicdo de adenosina
(1 x 10_5 M), nao alterou de forma estatisticamente
significante o valor de estado estacionario da res-
posta contratil. Os valores de forca (ordenada) es-
tdo expressos em termos percentuais em relacédo a
resposta contratil méxima obtida por remocao total
de ifon sodio da solucdo nutritora, em funcdo do tem
po (abcissa). Circulo cheio, controle; circulo va-

zio, em presenga de adenosina.
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FIGURA 12

Forca (g) desenvolvida por tiras de ventriculo de
sapo, submetida a. auséncia de ion sédio na solucao
nutritora.

A adicdo de adenosina (1 x 107> M «( simbolo vazio),
nado alterou de forma estatisticamente significati-

va o0s padrdes da resposta contratil, no controle

(simbolo cheio).
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res no controle 88 - 1,8 mV e 56,3 - 9,5 potencial de acdo por
minuto, respectivamente. Em medidas realizadas entre o 159 e 359‘'minu
to(2 medidas por experimento) em presenca de ouabaina (I x 10-" M)
o potencial diastdlico maximo a frequéncia deslocaram-se para
81 I 2,4 e 83 ! 12,8, respectivamente, tendo havido despolariza
géo em todos os tres experimentos. Quando a adenosina (5x10_5M)
foi adicionada & solucdo com ouabaina, houve hiperpolarizacéao
em todos os trés experimentos, e o potencial diastélico maximo
e a frequéncia de potenciais de acdo mediram 85 - 2,1 e 68 -

13,6, respectivamente.
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res no controle 83 - 1,8 mV e 56,3 - 9,5 potencial de acdo por
minuto, respectivamente. Em medidas realizadas entre o 159 e 359"minu
to(2 medidas por experimento) em presenca de ouabaina (1 x 10 M)
o potencial diastdélico maximo a frequéncia deslocaram-se para
81 - 2,4 e 83 - 12,8, respectivamente, tendo havido despolariza
51

foi adicionada & solucdo com ouabaina, houve hiperpolarizacéao

géo em todos os tres experimentos. Quando a adenosina (56x10°

em todos os trés experimentos, e o potencial diastélico maximo
e a frequéncia de potenciailis de acdo mediram 85 - 2,1 e 68 -

13,6, respectivamente.
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4. DISCUSSAO

A adenosina demonstrou ser eficiente em elevar a dose
de ouabaina necessaria ao desencadeamento de extra-sistole em ex
perimento "in vivo'. Esse resultado sugere que a adenosina apre-
senta atividade anti-arritmica nesse modelo experimental. Experi-
mentos similares realizados por Sekya e Vaughan-Williams  (138),
demonstraram ser o surgimento da primeira extra-sistole, um para
metro adequado & investigacdo de drogas com potencialidade anti-
arritmica. Esses autores obtiveram no controle, em relacédo aos
dados desse trabalho, valores superiores na dose limiar de oua-
baina. Tal fenbmeno, entre outros fatores, pode ser devido as di
ferencas entre 0s nossos experimentos e o0s desses autores, que
constaram principalmente da i1dade dos animais empregados e a
diferenca no intervalo da administracdo intermitente de ouabaina.
A primeira diferenca &€ uma hipotese plausivel para explicar adis
paridade nos achados, pois baseando-se no peso dos animais empre
gados, € presumivel que tenham utilizado animais mais jovens, pois
nesse trabalho empregaram-se nesses experimentos animais com pe-
so de 700 a 900 gramas, enquanto Sekya e Vaughan-Williams utili-
zaram animails com peso entre 400 a 600 gramas. Tem-se demonstra-
do que os animais mais jovens sdo menos sensiveis a acao dos di-
gitalicos (102). E improvavel que a segunda diferenca tenha sido
a causa dessa discrepancia, pois como utilizou-se um intervalo

maior entre as doses, 0 tempo para estabelecimento dos efeitos
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de uma dada dose acumulada foi maior nesse trabalho.

A adenosina elevou a dose limiar para a inducdo de ex-
tra-sistole de 69,8 para 95,3 ug/kg de peso (Vide 3.1.1) enquan-
to que o propranolol (5 mg/Z/kg) nos dados de Sekya e Vaughan-Willia-
ms a elevou, de maneira ndo estatisticamente significante, de
128,0 para 140 ug/kg. Esses dados demonstram que a adenosina tem
um efeito anti-arritmico no que concerne a promocado de extra-sis
tole e sugerem que ela também protege contra disritmias mais gra
ves como a Ffibrilacdo ventricular, pois esse nucleosidio promo-
veu uma alteragcdo na dose limiar estatisticamente significante e

maior do que a referida dose de propranolol, que de forma signi-

ficante protegeu contra fibrilacdo ventricular e parada cardiaca.

A avaliacdo das propriedades eletrofisioldgicas cardia
cas da adenosina em experimentos "in vivo" & muito escassa, ape-
sar desse nucleosidio ser de natureza endbgena, alterar proprie-
dades elétricas das células do coracdo e ser liberada em grandes
quantidades em condicdes relacionadas com a geracdo de arritmias
cardiacas. Tem-se demonstrado que a adenosina bloqueia arritmias
induzidas por constriccdo coronariana em ratos (568), promove blo
queio atrio-ventricular em cédes (14), sendo também eficiente em
abolir arritmias cardiacas que envolvem o ndédulo-atrio-ventricu-
lar (como a taquicardia paroxistica supraventricular no homem)
(43), sugerindo que essa substancia desempenha importante papel
na eletrofisiologia celular de tecidos cardiacos. Tem-se demons-
trado, em experimentos "in vitro” que a adenosina inibe os efei-
tos eletrofisioldgicos e mecanicos i1nduzidos por catecolaminas
em musculo liso vascular (59), fibras de Purkinje (120) e midci-
tos isolados (16). Demonstrou-se também, que a adenosina reduz

a liberacdo de norepinefrina de terminagdes nervosas em resposta
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a estimulacdo elétrica (66, 71, 97) .

Dados existentes na literatura demonstram que o efeito
arritmogénico da ouabaina é decorrente de acdes diretas no siste
ma de conducdo especializado e/ou de alteracdes nas células do
ftliocdrdio. Tais agbes ocasionam exacerbacdo da atividade automa-
tica, reducdo da velocidade de conducdo e provocam bloqueio uni-
direcional, condicfes estas necessarias para induzir arritmias
por reentrada do estimulo (134, 62, 128, 167, 76, 104, 127, 62,

87, 151) .

Outros trabalhos, no entanto, afirmam que estes efei-
tos sdo ocasionados, pelo em menos em parte, pela, liberacao de
catecolaminas enddgenas,pois a reserpinizacdo prévia ou a admi-
nistracdo de beta bloqueadores reduz o inotropismo e a acao arri
tmogénica dos digitalicos (53, para revisdo ver 68, 89). Esses
resultados tornam evidente que a elevacdo da dose de ouabaina,ne
cessaria ao desencadeamento da la.extra-sistole, quando associa-
da a adenosina, pode ser devida a um efeito indireto desse nu-
cleosidio

A existéncia de complexos mecanismos de regulacédo da
atividade cardiaca em animais intactos e a existéncia de intera
¢cbes de multiplos mecanismos celulares de geracao de arritmias
dificultam a avaliacdo do(s) mecanismo(s) envolvido(s) na gera-

cdo e manutencdo desses disturbios do ritmo cardiaco.

Em coracdo isolado de cobaio, apesar de ndo se ter de-
tectado diferenca estatisticamente significativa, a adenosina con-
sistentemente reduziu o curso temporal dos parametros diretamen-
te relacionados com arritmias promovidas por- digitdlico. A figu-
ra 4 demonstra que houve, ao longo do tempo, uma maior quantida-

de de coracdes com normalidade, quando a adenosina se manteve
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presente. No 209 minuto 55% das preparacfes perpundidas com ade-
nosina e ouabaina ndo apresentaram alteracdes do ritmo cardiaco,
enquanto que na presenca de apenas ouabaina esse valor reduziu-
se para 28% (Figura 4 A). Fato similar ocorreu em relagdo ao cur
so temporal de preparacfes com extra-sistoles e surtos de taqui-
cardia. Dados aparentemente discrepantes foram aqueles das 3 pre
paracdfes que apresentaram parada cardiaca (27,2%) até o 169 minu
to de perfusdo com ouabaina e adenosina. Dessas 3 preparacdes, 2
ndo apresentaram previamente extra-sistoles, sugerindo que tal
fendmeno decorre do efeito inotrdpico negativo da adenosina e
ndo do efeito arritmogénico da ouabaina. A outra apesar de ter
apresentado extra-sistoles evoluiu a parada cardiaca sem ter a-
presentado fTibrilacdo ventricular. Das preparacgdes perfundidas
somente com ouabaina, a parada cardiaca apresentada por uma de-
las foi precedida de fibrilacdo ventricular. As substancias ou
procedimentos considerados anti-arritmicos ndo s6 elevam a dose
de ouabaina necessaria ao desencadeamento de parada cardiaca co-
mo fenbmeno terminal da arritmia, mas frequentemente abolem o de
senvolvimento da fibrilacdo ventricular prévio a assistolia (1,
53, 24, 28). Assim das duas preparacdes que apresentaram arri-
tmia cardiaca e parada cardiaca, aquela exposta apenas a ouabai-
na teve uma evolucdo condizente com um efeito arritmogénico mais

severo.

Em coracdes com exerese de atrios a adenosina demons-
trou ter um efeito anti-arritmico muito mais conspicuo. Verifica
se significancia estatistica para todos os parametros analisados
no 69 e 169 minuto. Observe-se no 209 minuto, que o numero de co
racbes submetidos & ouabaina sem anormalidade, foi de 9,1% e 100%

na auséncia e na presenca de adenosina, respectivamente.
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Os coracdes com exerese de atrio apresentaram um desen
volvimento dos efeitos arritmogénicos da ouabaina bem mais rapi-
do do que aqueles com a presenca dos atrios. Essa diferenca é
bem mais conspicua em relacdo a frequéncia cardiaca (compare 3.1.2
com 3.1.3), parametro que, diferentemente de uma pequena altera-
cado nos coracfes com atrios apresentou acentuado aumento nos co
racbes com exerese. Essa diferenca dificilmente pode ser explica
da por fTatores como a supressdao do marcapasso e desacoplamento
atrio-ventricular. Em relacdo ao primeiro desses dois fatores po
deria levantar-se a hipdtese de que o marcapasso atrial possa su
primir os focos ventriculares, inclusive os de automatismo nor-
mal, e assim impor uma relativa constancia na frequéncia cardia-
ca. Entretanto observa-se que nos coragfes com e sem exerese a
frequéncia imediatamente anterior & exposicdo & ouabaina foi se-
melhante. J& que a supressdo de marcapassos ocorre a medida que
um deles tem frequéncia intrinseca maior que dos outros, Tfica di
ficil explicar essa diferenca pela supressdao do marcapasso. Em
relacdo ao desacoplamento &atrio-ventricular, esperar-se-ia que
na ocorréncia desse fenbmeno os ventriculos se tornassem livres
da supressdo sino-atrial e portanto os coracfes com atrio apre-
sentassem comportamento similar aquele dos coracdes com exerese

de atrio, o0 gque nao ocorreu.

Faz-se portanto necessario levantar outras hipoteses
para explicar o fendmeno. Duas delas sobressaem. E possivel que
funcionalmente, em relacdo a alguma variavel nédo controlada e
ndo conhecida, o0s coracgdes dos experimentos com e sem exerese de
atrios tenham constituido dois diferentes grupos e seja essa a
causa das diferencas. A evolucdo das alteracbes de frequéncia nos

coracbes com atrios foi .similar ao descrito na literatura (119)e
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portanto esses coragdes ndo devem ser considerados um grupo ano-
malo. Outra hipotese que também pode explicar esses resultados
seria uma atuacdo indireta dos atrios sobre todo o coragcdo. Po-
deria por exemplo, haver a liberacdo de alguma substancia pelos
atrios gue bloqueariam parcialmente os efeitos de ouabaina, re-
tardando o estabelecimento dos seus efeitos arritmogénicos. Os
dados apresentados nesse trabalho, n&o possibilitam distinguir-
se entre essas duas hipdoteses. Contudo o numero de coracdes (n -
11) com exerese de atrios submetidos, somente a ouabaina ja é su-
ficientemente largo para dele esperar-se uma relativamente boa

amostragem da populacdo e isso favorece & segunda hipotese.

A reducdo da toxidade digitalica observada nesse traba
lho pode ser devida a diferentes mecanismos que atuando em con-
junto ou isoladamente tenderdo a conferir uma maior estabilidade

elétrica a preparacao.

A adenosina podera ter atuado através da reducao do au
tomatismo normal ou andomalo. Os dados desse trabalho e de outros
mostram ndo sb6 que essa substancia em auséncia de ouabaina tem
um efeito cronotrdpico negativo (49, 45, 14, 83), mas que ela &
capaz de promover a supressao de marcapassos de maneira notdéria
(158). Ambos os fenbmenos poderiam contribuilr para reduzir as

disritmias induzidas por digitalicos.

0 efeito cronotropico negativo por reduzir a frequén-
cia de batimentos de preparacdo, diminuiria a probalidade de apa
recimento de '"triggered activity'" (151, 36), podendo inclusive
reduzir a chance de arritmia por reentrada do estimulo (35). Nes
se trabalho a adenosina reduziu significativamente a frequéncia

de batimentos promovida pela ouabaina, para valores em torno de
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50 a 70 batimentos por minuto. Adamatidis e cols. (1), demonstra
ram que a manutencdo da frequéncia em torno desse valor reduz a.s
arritmias da intoxicacdo digitdlica, aumenta a dose de digitali-
Co necessaria para induzir assistolia e bloqueia totalmente 0
aparecimento de fibrilacado ventricular. Observa-se que a reducao
da frequéncia cardiaca foi mais rapida e mais profunda nos cora-
¢cbes com exerese de atx o0s. Esse dado estd de acordo com outros
(49, 45, 14, 83) em que Toi documentado maior sensibilidade dos
ventriculos ao efeito cronotrdpico da adenosina (146) e provavel
mente esta relacionado com o maior efeito antiarritmico da adeno

sina nos coracdes com exerese de atrios.

O aumento da supressdo de marcapassos poderia explicar
um efeito anti-arritmico por frear o aparecimento de focos ecto-
picos criados pela exacerbacdo do automatismo normal ou iInstala
cado de automatismo anormal. Tal efeito ndo foi mantido pela ade-
nosina quando em presenca de ouabaina. Isso torna dificil a atri
buicdo a esse fenbmeno do efeito anti-arritmico da adenosina nos
coracbes com atrio desse trabalho e em coracdes de cobaios com
acoplamento &trio-ventricular de uma maneira geral. E possivel
que os focos de automatismo ventricular sejam também mais sensi-
veis ao efeito supressor de marcapasso da adenosina. Se correta
essa hipotese, nos coracbes com exerese de atrio desse trabalho,
a acdo supressora de marcapasso dessa substancia pode ter contri
buido para o efeito anti-arritmico observado. Entretanto, € pro-
vavel que essa contribuicdo ndo seja a predominante, pois esta
demonstrado que em coracdes de cobaios com desacoplamento atrio-
ventricular a supressdo de marcapasso da adenosina é largamente,

mas nao totalmente, bloqueada pela ouabaina (158).
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Valores de pausa poOs-estimulatoria em presenca de ape-

nas adenosina similares aos desse trabalho, inclusive no que con
cerne a larga dispersdo, foram observados também por Wesley e Be
lardinelli (158). Esses autores classificaram as preparacdes, no
que concerne ao aumento da pausa pOs-estimulatoria, em sensiveis
e ndo sensiveis a adenosina. Em relacdo aos dados desse trabalho,
pode-se sugerir que a dispersdo se deva a diferencas de sensibi-

lidade. Contudo, ¢é razoavel questionar-se também se ndo se deve-
ria ela parcial ou totalmente & participacdo de diferentes graus

de bloqueio atrio-ventricular em presenca de maior sensibilidade

dos marcapassos ventriculares ao efeito supressor da adenosina.

A inducdo de automatismo andmalo (Vide 1.4.1.3), geral
mente se associa a ''triggered activity', também chamada de '"over
drive enhancement', mecanismo em muitos aspectos, oposto ao over
drive supression, e que se origina de pds-potenciais oscilatori-
os (162, 36, 166, 165, 62). Como esses pOs-potenciais se devem a
um acumulo de i1ons calcio no meio intra-celular e trés entre o0s

principais mecanismos envolvidos no controle da atividade cito-

plasmatica desse ion sdao a captacao de Ca++ pelo reticulo sarco-

plasmatico, o mecanismo de troca Nat+ - Cat++ e iIndiretamente, a
bomba Na - Ik , investigou-se a interferéncia da adenosina nesses
mecanismos

Em relacao & bomba Na+ - Kk+, sabe-se que os digitéalicos,

em doses semelhantes aquelas empregadas nesse trabalho, tem .suas
acbes, inclusive o bloqueio da supressdo do marcapasso, decorren-
tes do bloqueio a esse mecanismo de transporte (2, 3, 4). Subs-
tancias ou procedimentos que ativam esse tipo de transporte tem
efeito antagbnico ao dos digitalicos. Dados em artéria coronaria

e mesentérica de coelho (64) tem sugerido que a adenosina ativa a
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bomba de Na+ - K*. Ne:,se trabalho os valores da pausa pds-estimu
latdria em presenca de ouabaina e adenosina ndo se mostraram di-
ferentes daqueles em presenca de apenas ouabaina, sugerindo que
nessa preparacdo a adenosina ndo interfere no transporte ativo
Na - K . Essa mesma conclusao foi também atingida e informada
(comunicacdo pessoal) pelos pesquisadores Noel, F. e Leal-
Cardoso, J. H., que mediram diretamente a acdo da adenosina. na
atividade da Na“ - K4~ ATPase, nao encontrando alteracdes nem no
controle, nem em presenca de ouabaina.

Em relagdo ao mecanismo de troca Nat+ - Cat++ e a fungao

&4 do

do ret?culo sarcoplasmético reguladora da atividade de Ca
sarcoplasma, os resultados mostram que a adenosina ndo alterou a
resposta contratil promovida pela reducdo da concentracdo de so6-
dio em tiras de auricula de cobaio e ventriculo de sapo. Nesse
modélo empregou-se a cafeina para potencializar a resposta con-

tratil, pois ele promove a liberacdo de Ca++ do reticulo sarco-

plasmatico em musculo esqulético e musculo cardiaco (20). Séo
duas portanto, as fontes de Ca  necessarias a contracao nesses
experimentos. Uma é a transferéncia de calcio através do sarcole
ma e outra € o reticulo sarcoplasmatico. Ja que a adenosina ex0-
gena em concentracgdes de até 1 x 10 M (137) é metabolizada na
sua passagem através da membrana sarcoplasmatica, & pouco prova-
vel que ela venha a interferir diretamente com a liberacdo do
fon calcio desse organela, mesmo sabendo-se que ela antagoniza
acoes da cafeina no coracédo (38). Entretanto, estudos enzimati-
cos sugerem que a adenosina no meio intracelular é largamente
deaminada a inosina pela enzima adenosina deaminase, mas em pe-

quena escala pode servir como precursor & formacdo de AMP numa

reacdo de Tosforilacdo catalizada pela adenosina quinase(para re
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Visdo ver 65, 143). Os dados desse trabalho sugerem fortemente
que a adenosina exdgena nao interfere quer direta quer indireta-
mente através de seus metabolitos, com o mecanismo de troca Na$—
Ca e com a liberacao de ions calcio do reticulo sarcoplasmati-
Cco, pois é muito pouco provavel que ela atuasse simultaneamente
nos dois sistemas, com efeitos antagbnicos e iguais em modulo, a
ponto de nao aparecer alteragcfes mensuraveis da forca de contra
cdo. Essa sugestédo é inclusive reforcada pelo fato de que se tra
balhou com diferentes graus de reducdo da concentragdo do ion soé
dio extracelular para, produzindo diferentes niveis da contratu-

ra resultante, evitar que alteracbdes promovidas pela adenosina

fossem mascaradas pela saturacdo da contracao.

Outro fator importante no controle do nivel de Ca++ li

vre no citoplasma da célula cardiaca e de iImportancia direta pa-
ra a geragcdo de arritmias é a corrente desse ion através do ca-
nal lento de so6dio e calcio. Acredita-se que a adenosina bloqueia
esse canal, pois ela bloqueia o potencial de acdo lento (135,86,
13). Sabe-se que os bloqueadores desse canal antagonizam a ''trig
gered activity", embora o facam bem mais lentamente do que em re
lacdo ao potencial de acdo lento (128, 52), o0 que € coerente com
o fato de alteracdes desse canal s6 lentamente se refletirem em
alteracdo da atividade citoplasmatica de Ca++. Assim, esperar-se
ia que a adenosina bloqueasse também os pds-potenciais oscilatd’-
rios e a "triggered activity', mas os achados experimentais dis-
poniveis no momento negam essa hipotese (158). E na medida em
que se afastar a hipdtese de atuacdo na ''triggered activity" co-
mo mecanismo de acao anti-arritmica da adenosina, resta apelar
principalmente para o bloqueio do potencial de acdo lento e a hi

perpolarizacdo promovidos por esta substancia, além, da ja mencio
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nada diminuicdo do cronotropismo. S provavel que bloqueio dos po
e portanto do mecanismo de reentrada do

estimulo tomem parte na da adenosina, pois
esta demonstrado que as condicoes que geram arritmia frequente-

mente o fazem através da atuacdo simultanea da exacerbacdo do au
tomatismo e da. reentrada do estimulo (34, 127, 163, 164) . Entre

tanto, a comprovacado desse duplo mecanismo celular de arritmogé-

A hiperpolarizacdo promovida pela adenosina é um candi

dato forte para um importante papel, na acao anti-arritmica dessa
aumentando os valores da variavel h, reduzindo

a iInativacdo do canal rapido de sddio (74), aumenta a velocidade
de propagacado do potencial e dificulta a geracdo de arritmias
por reentrada do estimulo. Além disso a hiperpolarizacdo, tornan
do mais negativo o potencial transmembrana durante a Fase 4, pre
sumivelmente dificulta o aparecimento de "triggered activi ty"pois

aumenta a amplitude minima necessaria para, que 0 "oscilatory

I-liperpolarizagbes promovidas por adenosina em varios

tecidos cardiacos e condicdes ja estdo documentadas na literatu-
a um aumento da conduténcia

ao potassio e é em tudo semelhante aquela promovida pela acet.il-
colina (15, 110, 147). E conspicua em nodo sino-atrial e atrio
geralmente nula em ventriculd e tecido con

dutor ventricular com potencial diastélico maximo em torno de

90 mV, mas é evidente quando esse potencial se torna muito po-

Entre os fTatores iIndiretos capazes de contribulr para
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o efeito anti-arritmico da adenosina, poder-se-ia aventar a dila
tacdo coronariana que ela produz, com a consequente melhora da
perfusédo miocérdia. Esse fator deve ser levado em consideracao
nos experimentos "in vivo" desse trabalho. Contudo, nos experi-
mentos 'in vitro" sua contribuicdo ndo deve ter sido apreciavel,
pois o fluxo coronariano foi mantido constante ao longo do expe-

rimento.

As medidas de forca de contracdes ao nivel do apex do
coracao, apesar de terem sido colhidas apenas para servirem de
uma comprovagao mecanica dos disturbios do ritmo, mostraram que
a adenosina tem um efeito inotrdpico negativo, enquanto que a
ouabaina tem um efeito Inotrdpico positivo, fTatos j& documenta-
dos na literatura por outros autores (21, 27, 44). Mostraram tam
bérn que a adenosina antagoniza apenas parcialmente o efeito ino-
tropico da ouabaina. Esse achado é interessante, poils sugere que
se possa conseguir os efeitos anti-arritmicos da adenosina nas
disritmias promovidas por digitalicos sem abolir todo o efeito

inotropico positivo desses agentes.

Esses fatos demonstram que a adenosina, mesmo em con-
centracdes endogenamente encontraveis, contribui para a estabili
dade elétrica e mecanica do coragcdo. A avaliacdo e a caracteriza
cdo de novas propriedades eletrofisioldgicas desse nucleosidio
abre perspectivas para a sua utilizacdo seja como método diagnds
tico de certas enfermidades, seja como um recurso terapéutico a
mais a ser empregado, como j& ocorre em relacdo a taquicardia pa
roxistica supra-ventricular. Torna-se necessario também, a obten
cdo de analogos da adenosina. que sejam estaveis, bem como de
substancias que bloqueiem de forma especifica os receptores puri®

nérgicos ou de agentes que Impecam a recaptacdo desse nucleosi-
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dio pelas células do coracgéao.

4.1 CONCLUSOES

4.1.1 - Apesar de a literatura referir auséncia de
acao da adenosina nos pos-potenciais oscilatdrios produzido por
ouabaina, e ser a ''triggered activity'" considerada a principal
causa em termos de mecanismo celular, das arritmias induzidas por

digitalicos, a adenosina teve efeito anti-arritmico evidente em

preparacfes "in vivo" e "in vitro™.

4."1.2 - Esse efeito ndo pode ser atribuido a capacidade

da adenosina de induzir "overdrive supression” , nem de alterar o

cal intracelular, através do sistema de troca Nat+ - Ca++.

4.1.3 - Observou-se que a rapidez de instalacéo dos
efeitos disritmicos foi muito mais rapida nos coracdes com exere-
se de atrios, o0 que sugere um efeito protetor dos &trios na into-

xicacido digitalica.
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-ABELA 01

Efeito da adenosina sobre a dose de ouabaina !imiar
para o desencadeamento de extra-sistole, em experi
mentos "in vivo'”. Administrou-se a adenosina de
forma continua (0,02 mi/min. de uma solucdo conten
do 10 " M) e ouabaina de modo intermitente (0,05 ml/
2 min. de solucdo contendo 80 ug/ml); u., media
aritmética; e.p. erro padrao; n, numero de experi-

mentos. Cada observacdo em experimentos diferentes.



DOSE (ug/kg)

ouabaina
ouabaina adenosina

100 74,17

68 81,43

74 78.32

67,41 136,98

60,46 95,77

64 115,15

53,33 85.33

56
65,93
74,07
70

70,32
82,19
73,14
67,53
67,60
72,72

U 69,81 95,30

e.p. 2,45 8,02



TABELA 02

Efeitos da adenosina (1 x 10 ' M), em alguns para-
metros da iIntoxicagcdo por ouabaina (3,3 x AL OWM) ,
em coracdo i1solado de cobaio. Os valores de prepa-
racfes sem arritmias (S.A.) com extra-sistoles (E.
S.), parada cardiaca (P.C.), Tfibrilacdo ventricu-
lar (F.V.) e surtos de taquicardia (S.T.) sao ex-
pressos em termos percentuails, enquanto aqueles re
ferentes a frequéncia cardiaca (F.C.), em batimen-
tos por minuto, o foram como a médialerro padréao

(e.p.); n, nudmero de observacdes.



CONDICAO

OUABAINA

OUABAINA
ADENOSINA

PARAMETRO

S A

100

A1

106
10
100

11

97
7,0

100

11

99
8,0
100

11

81

7,0

TEMPO DE
4 6

90.,8 54,5
10 6
9,1 45,5
0 0
0 0
0 0
98 95
7,0 7,0
81,8 72,8
9 8
18,2 27,2
0_ 0
0 0
0 0
74 70
7,0 8,0

PERFUSAO

8 10
45, 5 36, 3
5 4
54,5 63,6
0 0
0 0
0 18,2
94 94
8,0 1070
72 8 63,7
8 7
27,2 27,2
0 9,1
0 0
0 0
65£ 64
9,0 9,0

(MIN.)

12

OBjW

63,6

18,2
92
10,0

63,7

27,2

9,1

60

9,0

91
10,0

45,5

36,3

18,2

69

9,0

16

27,2

63,6

9,1

98

54,5

18,2

27,2

9,1

77

.14,0

18

27,2

63,6

9,1
9,1
104
8,0

54,5

18, 2

27,2

72

10,0 .

20

27,2

63,6

9,1
3,1
106
12,0

54,5

18,2

27,2

70

9,0



TABELA

03

Efeitos de adenosina (b X 10_5 M), em alguns pa-
rametros da intoxicacdo por ouabaina(3,3 x 10 M),
em coracédo isolado de cobalo com exerese de a-
trios. 0Os valores de preparacbes sem arritmias
(S-A.), com extra-sistoles (E.S.), parada cardia
ca (P.C.), fibrilacdo ventricular (F.V.) e sur-
tos de taquicardia (S.T.) sao expressos em ter-
mos percentuails, enquanto aqueles referentes a
frequéncia cardiaca (F.C.) o foram como a media
erro padrao (e.p-.); n, numero de observacdes.
indica diferenca estatisticamente significa
tiva, a 1% (teste de Fisher) e a 0,2% (teste "t"
de Student, n&do pareado).
® indica diferenca estatisticamente significa
tiva a 1% em relacdo ao tempo 0 (controle), (tes

te "t" de Student, pareado).



CONDICAO

OUABAINA

OUABAINA
ADENOSINA

PARAMETRO

P.C.

F. V.

S.T.

E.P.J

103

11

1100 54,5 54,5

11 6 6
0 [ 45,5
0 0 0
0 0 0

9,1 18,2 18,2

117 132 144

100 100 87,5

8 8 7
0 0 0
0 0 0
0 0 0

12,5

50 48 | T2

10 9 ' 18

27,2
®160

17

100

®46

DE
10

18,2

72,7

51



PERFUSAO

12

18,2

63,6
9,1
9,1

27,2
182

17

106

50

14
18,2
2
45,5
18,2
18,2
27,2
223
37

87,5

12,5
73

19:

(MINUTOS)

16
9,1
1
27,2
36,3
27,2
27,2
233
34

100

50

18
9,1

|

27,2
36,3
27,2
36,3
182
22

87,5

12,5

72

19

20 22 24

9,11 9,12 09,1
1

1: 1 1

18,2 18,2 18,2

45,5 45,5 '5,5

27,2 27,2 27,2
i
27,2 27,2 27,2

176 isr 155

16 32 15
1OQ' 100 83,4
- 71 7 5
0 0 16,6

0 0 0

0 0 0
16,5

45 69

26

83,4

16,6

60

. 141

28

£3.,4

16,6

P -
30 |
|

83,4
5]

0|



TABELA 04

Valores individuais de forca de contracdo (g) gera
da em preparacao de coracao isolado de cobaio, es-

timulado eletricamente durante 30 segundos.

® Indica valor estatisticamente significativo
(p <0,05, a nova, contraste, teste do Tukey)
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CONDICAQ TEMPO DE ESTIMULACAO (seg) COM 3,5 - 4,0 Hz
0 5 10 15 20 25 30
CONTROLE 1,2 1,4 1,6 1,6 1,8 1,9 2,0
2,2 2,4 2,5 2,5 2,6 2,6 2,6
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2 ,4
1,9 1,8 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
0,5 1,1 1,5 1,7 2,9 2,2 2,3
2,6 2,4 2,4 2,5 2,6 2,6 2,6
1,8 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,8

p-e.p. 1,77-0,21 1,86+0,17 1,98"0,13 2,02"0,13 2,1-0,11 2,15+0,12 2,2+0,10

ADENOSINA 12 ] 3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
0,45 0,8 0,8 0,8 0,9 1,0 1,0
1,1 1,1 1,05 1,0 1,0 1,0 1,0
0,7 1,4 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6
0,9 1,0 1,15 1,3 1,4 1,5 1,5
0,8 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

: ® 4
ji fe.p. 0,86-0,1 1,1-0,08 1.1570.1 1 16.0,1 1,21-0,1 1.25¢0,1 1 2501

ADENOSINA 3,5 3,0 2,75 2,5 2,5 2,5 2,5

OUABAINA 2,0 2,0 1,75 1,5 1,5 1,5 1,5
1,0 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,0
1,2 1,1 1,1 1,0 0,9 0,8 0,8
1,0 1,4 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
1,2 0,9 0,8 0,7 0,6 0,6 0,55
3,8 3,2 2,8 2,6 2,6 2,5 2,4
1,2 1,0 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0

= + + + +

Pp-e p. 1.8610,38 1,76-0,29 1,6-0,26 1,48- 0,23 1,47-0,24 1,45-0,24%137-0,24
OUABAINA 2,2 2,0 1,8 2,0 2,2 2,2 2,2
1,0 14 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4

2,6 2,2 1,8 1,8 1,8 1,8 2,0



CONDICAO

CONTROLE

Ple.p. 2,14-0,37 2,04-0,23 1,62-0,15 1,54-0,19 1,6-0,22 1,57-0,22 1,6-0,22

TEMPO DE ESTIMULACAO (seg) COM 4,5 - 5,0 Hz

0
4,2
2,2
1,2

1,6

1,9
2,6
1,8
1,85
0,5

2,6

5
3,2
2,5
2,5

1,4

1,55
2,2
1,4
1,3
i1

2,0

10
2,0
2,2
2,2

1,0

1,6
2,3
1,4
1,4
13

2,2

15
1,8
2,2
2,2

0,8

1,7
2,4
1,6
1,5
1,6

2,2

20
1,8
2,4
2,4

0,8

1,8
2,4
1,6
1,6
1,85

2,2

25
1,6
2,4
2,4

0,8

1,9
2,4
1,6
1,6
2,0

2,2

30
1,6
2,4
2,4

0,8

1,9
2,4
1,6
1,7
2,0

2,2

66

Pt43.p. 1,87-0,28 1,59+0,16 1,7+0,16 1,83-0,14 1,91-0,12 1,95+0,12 1,96-0,11

ADENOSINA

x“e.p. 1,65-0,32 1,5-0,21

OUABAINA

ADENOSINA

p-e.p.

OUABAINA

p —e.p.

2,4
0,6
1.8

1,8

1,8
1,6

5,6

3,0-1,0 2,0-0,66

3,0
4,8
4,6

2,6

1,0
3,08
4,4

2,0
0,8
1,6

1,6

0,6
2,0

3.4

2,6
3,6
3,6

2,8
1,0
2,6
3.4

2,3
0,8
1,6

1,8

1,6270,27 1,75-0,3

0,6
2,2

2,8

1,86-0,53 1,9-0,49

2,2
2,6
2,4

2,2
1,8
2,0
2,4

2,4
0,8
1.8

2,0

0,7
2,4

2,6

2,1
2,4
2,0
2,0
1,2

1,8
2,4

2,6
0,8
1,9
2,2

2,8
0,8
2,0

2,2

2,8
0,8
2,0

2,2

1,87-0,34 1,95%-0,36 1 95-0,36

0,8
2,6

2,6

2,000,49 1 8-0,43 1,8-0,43

2,0
2,4
2,0

2,4
1,0
1,8
2,2

0,8
2,6

2,0

2,0
2,4
2,0

2,6
0,8
1,8
2,4

0,8
2,6

2,0

2,0
2,4
2,0

2,6
0,8
1,8
2,2

3,35-0,47 2,8-0,31 2,08-0,2 1,98-0,14 1,97-0,17 2,0-0,32 1,97-0,32



TABELA 05

Valores individuais do periodo de pausa (seg) indu
zido por estimulacdo elétrica em coracao isolado

5
de cobaio. C - controle; ADO - adenosina (10— M)

OUA - ouabaina (1 x 107 M) : y = media dos valo--
res; e.p. = erro padrao estatisticamente significa
tivo a 5% em relacdo ao controle (calculado por

ANOVA) .



PERIODO DE PAUSA

2,5 a 3,0 Hz 3,5 a 4,0 Hz 4,5 a 5,0 Hz
c ADO  ADOOUA OUA C ADO  ADOOUA OUA c ADO  ADOOUA  OUA
0,6 0,8 1,4 2,0 0,8 0,8 0,4 1,0 0,5 1,8 1,2 5,6
0,8 1,0 10,0 1,2 0,65 4,2 0,6 1,0 0,32 24,0 1,2 1,2
0,6 2,0 0,8 1,6 0.,3 2,0 1,0 1,2 0,5 1,8 0,4 3,6
0,6 1,1 2,6 1,0 0,36 2,2 1,0 0,4 0,4 4,4 0,4 0,8
- 1.4 0,6 0,9 0,6 3,4 0,8 1,8 0,4 1,0 6,0 1,4
0,8 0,5 1,9 - 0,8 0,6 0,4 1,4 0,8 1,4 1,6 0,4
0,6 0,8 3,0 0,38 0,6 1,2 0,9 0,34 32,0 - 1,2
0,6 0,8 1,0 - 0,4 1,4 1,3 1,4 0,4 62,4 - 3,2
0,6 0,8 1,9 - 0,6 4,8 3,0 1,6 0,6 - - -
- 0,8 0,7 - 0,34 27,4 2,2 - - - - -
- 2,0 - - 0,6 2,0 0,8 - - - - -
- 0.8 - - 0,4 : 1,4 - - - - -
- 12,0 - - 0,4 - - - - - - -
} 1.0 _ B} B} _ B} - } - _ }
- 2,8 - - - - - - - - - -
- 0”8 - - - - - - - - - -
_ Lo B} B} - _ B} i - B} } _
- 0,8 - - - - - - - - - -
u -0,65 1,73 2,92 1,34 0,51 4,13 1,26 1,19 0,38 16,05 P8 2,17

e.p.0,028 0,6 1,05 0,17 0,04 2,35 0,20 0,14 0,01 7,8 0,86 0,67



TABELA 06

-5
Efeito de adenosina (10 M) nos valores indivi-

duais de forca de contracdo de tiras de auricula

de cobailo, induzida pela reducdo da (Na+)o. Foi

adicionada cafeina (6 mM) & solucdo nutritora, 5

minutos antes de se proceder a reducdo da (Na+)o,

e mantida durante a resposta contratil.
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CONDICAO  FORGCA (mg) MEDIDA AO LONGO DO TEMPO (MIN.)

19 MIN 39 MIN 59 MIN 79  IMIN
Na+0=27,4mM C ADO C ADO C ADO C ADO
30 33 230 133 330 200 530 300
200 200 366 300 360 300 360 300
0,0 0,0 100 100 100 100 100 100
0,0 0,0 50 0,0 150 100 150 200
0,0 0,0 0,0 0,0 75 25 100 125
H 46 46 149 106 203 145 254 205
e.p. 34 34 59 49 52 42 80 37
Nalo=1J,7roM 0,0 100 200 1000 700 1500 700 1500
100 100 200 200 400 400 600 600
200 400 600 500 800 550 850 550
0,0 0,0 50 50 50 150 100 300
0,0 0,0 50 100 200 100 300 100
50 50 100 100 150 150 200 250
P 58,33 108,33 200 325 383,3 475 458,3 550
e.p. 29,85 55,79 77,28 137,3 114,66 198,1 112,6 167,8
Na 0-0 mM 700 - 1900 - 1820 - 1820 -
300 - 850 - 1100 - 1100 -
800 - 1900 - 2100 - 2100 -
700 - 900 - 750 - 750 -
200 - 600 - 600 - 60C -
100 - 250 - 300 - 300 -
250 - 650 - 650 - 650 -
100 - 406 - 583,3 -  616,6 -
0,0 - 75 - 375 - 550 -
0,0 - 200 - 300 - 300 -
150 - 360 - 360 360 -
155 - 425 - 600 - 600 -
U 287,9 - 709,6 - 794,8 -  812,2 -

ep 78,3 168,2 163.,4 160,5 -



TABELA 07 - Forca desenvolvida por cada tira de ventriculo de
sapo submetido a auséncia de ions soédio na, solucéao
nutritora e em presenca de 5 mM de cafeina. A for-
ca (g) fToi medida ao longo de 7 minutos.

C - controle; ADO - adenosina (107> W) .



1

19

1,1
1,4
1,55
0,5
0,425
0,95
1,75
1,096

0,178

MIN
ADO
1,0
1,1
1,4
0,45
0,45
0,95
0,65
0,85

0,12

39

1,95
2,55
3,05
0,8
0,65
1,125
2,05
1,739

0,318

MIN

ADO

59

2,62
3,25
3,75
1,07
0,7

1,125

MIN
ADO
2,2
2,9
3,7
1,05
0,8
1,1
1,35
1,87

0,38

69

79 MIN

C ADO
2,62 2,2
3,55 3,4
4,05 4,0
1,15 1,15
0,7 0,8
1,12 1,1
2,4 1,45
2,22 2,01
0,45 0,43
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7. SUMARIO

A adenosina, um nucleosidio de natureza endogena, alte-
ra certas propriedades eletrofisioldgicas do coracéao. Liberada
em grandes quanr. idades pelo miocardio isquémico, parece estar en
volvida nos processos arritmogénicos desse O0rgao. Nesse trabalho
investigaram-se os efeitos dessa substancia em arritmias promovi
das pela ouabaina em experimentos ™"in vivo'™ e "iIn vitro” e estu-

daram-se os provaveis mecanismos envolvidos.

Em experimentos "in vivo'” em cobalos, a infusdo endove-
nosa da adenosina (0,02 ml/minuto de uma solucdo salina contendo
1 x 10_2M), elevou a dose da ouabaina (administracao intermiten-
te de 4 pg/a cada 2 minutos) necessaria ao desencadeamento da
primeira extra-sistole de 69,8 para 95,3 pg/kg de peso (P<0,01).

Em coracdes isolados de cobaios perfundidos com adenosi.
na (1 x 10_5M) e ouabaina (3,3 x 10_6M), houve reducdo, em rela-
cao aqueles expostos apenas a ouabaina, da severidade das dis-
ritmias promovidas ouabaina. Essa reducdo foi medida através da
quantificacdo dos parametros: incidéncia de extra-sistoles, sur-
tos de taquicardia, parada cardiaca precedida ou ndao de Tfibrila-
cdo ventricular. Esta reducdo foi mais significativa nos cora-

¢cObes com exerese de atrios.

Nos coracoes perfundidos apenas com adenosina (1 x 10_5m,

diferentemente daqueles perfundidos com ouabaina, houve aumento
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significativo do periodo de pausa poés-estimulatdria em prepara-

¢cbes estimuladas com frequéncia de 4,5 ¢ 5,0 Hz.

- -5 ~

A adenosina (1 x 10 "M) nao alterou a resposta contréa-

til de tiras de auriculas de cobaio e ventriculo de sapo promovi
da pela reducdo da concentracédo extracelular de i1ons sédio em

presenca de cafeina (5 x 10_3M).

Em células de Purkinje do coracao de cobaio a adenosina

reverteu parte da despolarizacdo promovida por ouabaina.

Os dados desse trabalho mostram que a adenosina pode de
sompenhiir papel protetor contra as disritmias cardiacas promovi-
das pela ouabaina. Dos mecanismos investigados capazes de contri.
buir para essa protecdo, dois parecem ter participacdo efetiva
a reducdo da frequéncia cardiaca e a hiperpolarizacdo em prepara

cdes parcialmente despolarizadas
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SUMMARY

Adenosine, an endogenous nucleoside is known to alter
some of the electrophysiological properties of the heart.
Liberated in large quantities through ischamic myocardium, it
seems to be alter arrhythmogenic processes of this organ. In
the present work, we have investigated the effects as well as
the mechanisms of action of this substance in ouabain-induced
arrhythmias. The experiments were carried out in guinea pig

and toad hearts using "in vivo"” and "in vitro"” models.

In "in vivo'" experiments, intravenous infusion of
adenosine (Q.02 mil/min. of saline containing 1 X 10—2M)
elevated the dose of ouabain (intermittent administration of
4 ug every 2 min.) necessary to produce Tirst extrasystole

from 69.8 to 95.3 y.g/kg body weight (p < 0.01).

In 1solated guinea pig hearts perfused with adenosine
1 x 10_5M) and ouabain (3.3 x 10_6M) combination, there was
a reduction in the arrhythmias in relation to those exposed
to ouabain alone, as evidenced by decreased incidence of
extra-systoles, tachycardia and cardiac blockade irrespective
of ventricular fTibrillation. This reduction was more prominent
in hearts in which atria were excised.

In isolated heart preparations stimulated at a
frequency of 4.5 a 5.0 Hz, perfusion with adenosine (1 x

10_5M) alone promoted a significant increase in the period of
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oyerdrive suppressign cgmpared tgq those perfused with
ouabain. Adenosine did not alter the contractile responses of
guinea pig auticular strips and toad ventricular promoted by a
reduction in extracellular sodium in the presence of caffeine
(5 x 10~3M).

In Purkinje cells of guinea pig heart, adenosine partly

recerved ouabain-induced depolarization.

The results of this study demonstrate that adenosine
may have a protective fTunction against ouabain-induced cardiac

arrythimias

Two mechanisms seem to have effective participation 1in
the cardiac protection offered by adenosine: 1) a reduction in

cardiac frequency and 2) a hyperpolarizing effect on Purkinje

fibers.



