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INFLU]?JNCIA DA ANESTESIA E/OU DEGOLAMENTO SOBRE O COMPORTAMENTO
MECANICO DE MUSCULOS PAPILARES ISOLADOS DE VENTRICULO ESQUERDO
DE RATOS.

ANTONIO CARLOS CICOGNA, OSCAR H. L. BING

O comportamento dos miisculos isolados de ven-
triculo esquerdo de ratos, submetidos a contracdo iso-
metrica, foi analisado apds os animais serem sacrifi-
cados por simples decapita¢do ou anestesiados com
pentobarbital sédico ou alfa cloralose antes de serem
degolados.

Procurou-se avaliar qual dos tratamentos referi-
dos, possivelmente via redug¢do do estresse animal, é
a mais adequada para ser empregada em ratos que
terdo, posteriormente, seus musculos papilares utili-
zados experimentalmente.

Concluiu-se que, ndo houve diferenca no compor-
tamento das fibras isoladas entre os diferentes grupos
de ratos. Aventou-se a possibilidade que o resultado
obtido seria decorrente do longo intervalo de tempo
entre o sacrificio do animal e o registro das varidveis,
fato que poderia atenuar a a¢do de fatores, como o
estresse, que poderiam acarretar disfun¢do do mus-
culo papilar.
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A partir da década de 1960, métodos experimen-
tais que utilizam musculos cardiacos isolados pasa-
ram a ser empregados por inumeros cardiologistas,
possibilitando a aquisi¢cdo de amplos conhecimentos
de mecanica muscular em coragoes normais e patolo-
gicos!®.

Desde que, durante os experimentos, musculos
cardiacos isolados sdo oxigenados por difuséo, é ne-
cessdrio utilizar amostras musculares de pequeno
diametro, em razéao de que fibras com raios adequados
possibilitam conveniente oxigenacdo das células car-
diacas®’. Os musculos papilares ventriculares de ra-
tos, em virtude de poderem preencher o requisito citado,
séo muito utilizados por investigadores que trabalham
com fibras cardiacas isoladas®5®.

Em 1628, o pensamento de William Harvey in-
cluindo na expressio “Every affection of the mind that
is attendand with either pain or pleasure, hope or
fear, is the cause of an agitation whose influence ex-
tends to the heart”, ja antevia as relagdes entre as
emocdes e as doencas cardiacas. Esta percepcéo
confirmou-se, pois sabe-se hoje que o estresse esta
associado a doencas coronarianas, hipertensio arte-
rial, arritmias e morte subita'®.

A influéncia que o estresse, via sistema nervoso
simpatico, exerce sobre o sistema cardiocirculatério
nos animais de experimentacgéo ja foi objeto de estu-
dos!!, entretanto, a possivel influéncia que o estresse
poderia exercer sobre o posterior desempenho de fi-
bras cardiacas isoladas, néo foi investigado até o pre-
sente momento. Apesar da caréncia de informagoes a
este respeito, pesquisadores que utilizam musculos
papilares isolados, procuram minimizar o estresse a
que serdo submetidos os animais antes de serem sacri-
ficados. Neste sentido, enquanto alguns autores utili-
zam simplesmente o degolamento, outros investiga-
dores preferem anestesiar os animais, por acreditarem
que este tratamento, antes do degolamento, reduz mais
intensamente o estresse a que sera submetido o ani-
mal no momento do sacrificio®!2.

A presente investigacao foi realizada com a finali-
dade de avaliar qual das manobras referidas, anes-
tesia e/ou degolamento, possivelmente via reducdo do
estresse animal, seria a mais apropriada para ser em-
pregada em ratos que terdo, posteriormente, o desem-
penho do musculo papilar isolado avaliado funcional-
mente. Um grupo de animais foi sacrificado por sim-
ples degolamento, enquanto que outros dois lotes fo-
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ram previamente anestesiados (cloralose ou pentobar-
bital), antes de serem degolados.

MATERIAL E METODOS

Neste experimento foram utilizados ratos machos,
Charles River, pesando entre 170 e 230 gramas. Trés
grupos de animais foram estudados: um grupo sacrifi-
cado por decapitacdo e que néo recebeu nenhum tipo
de tratamento pré-sacrificio e dois grupos tratados
com pentobarbital sédico (50 mg/kg/ip) ou alfa clora-
lose (100 mg/kg/ip) antes de serem decapitados. Apés
o sacrificio dos ratos, os térax foram abertos, os cora-
coes removidos e colocados durante 1 a 2 min num
repiciente contendo solucao de Krebs Hanseleit!?,
aquecida a 28°C e previamente oxigenada durante 10
min com 95% de oxigénio (O,) e 5% de diéxido de carbono
(CO,). Apés os coracdes terem sido removidos da
solucdo, dissecou-se o ventriculo direito com a finalidade
de se expor o septo interventricular. Este, foi dividido
ao meio a fim de permitir a exposicao adequada dos
dois musculos papilares, anterior e posterior; a seguir,
os mesmos foram dissecados numa camara,
especialmente construida para este fim, e que continha
solucdo de Krebs Henseleit em condi¢cdes semelhantes
a anterior. Durante a dissecagdo manteve-se nas
extremidades dos musculos papilares segmento da
parede livre ou do septo interventricular do ventriculo
esquerdo; nestes excessos de musculatura foram presos
anéis e aco inoxidavel, o que evitou a lesdo das
extremidades dos musculos papilares. A seguir,
os musculos foram transferidos para cdmaras de
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vidro, contendo solucdo de Krebs Henseleit oxigena
da com 95% de O, e 5% de CO,, envolvidas por sistema
de circulacao de dgua aquecida, que tinha por finali-
dade manter a solugédo nutriente a temperatura cons-
tante de 28°C. Cada musculo papilar foi suspenso verti-
calmente na cadmara de vidro, sendo que a extremi-
dade tendinosa superior foi conectada, via anel e fio
de aco inoxidavel de 0,038 cm de didmetro, a extremi-
dade do braco longo de uma alavanca isotonica. A
extremidade inferior do musculo, via anel e fio de ago
semelhantes aos descritos anteriormente, foi conec-
tada a transdutor de for¢a (Stahtam 67B-075-350); o
fio de ago atravessava uma fenda preenchida por mer-
curio, existente no assoalho da camara de vidro. Na
extremidade do brago curto da alavanca foi suspenso
um peso de 5 a 10 g (pré-carga) e que tinha por finali-
dade promover estiramento inicial do musculo papi-
lar. Sobre a extremidade do braco longo de cada ala-
vanca existia um micréometro que permitia, pela possi-
bilidade de controlar a extensdo dos movimentos da
alavanca, evitar o excessivo estiramento e ajustar o
comprimento de repouso do musculo. A alavanca era
de magnésio, rigida, leve, sendo a razéo entre os bracos
longo e curto de 6:1. O esquema do sistema utilizado
é mostrado na figuea 1.

Os musculos papilares, imersos na solugdo oxige
nada de Krebs Henseleit a 28°C e submetidos a pequena
forca de estiramento, foram estimulados 12 vezes por
minuto por melo estimulador (Grass modelo SD9) e
eletrodos de platina tipo agulha (E8- Grass), coloca
dos paralelamente ao eixo longitudinal dos misculos.
Nestes foram aplicados estimulos elétricos em onda
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Fig- 1 —Representacéo do sistema utilizado no experimento com musculos papilares isolados



Anestesia e comportamento de musculos papilares

quadrada de 5 milisegundos, na voltagem de 10 a 20%
acima do valor minimo necessério pare provocar res-
posta mecénica maxima do musculo.

A composi¢do da solucdo de Krebs-Henseleit, em
milimoles por litro, foi: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,5 CaCl,;
1,16 Mg SO, 1,18 KH,PO,; 5,50 glicose e 25,88
NaHCO,. A presséo parcial de oxigénio (PO,) da solugéo
foi mantida entra 550 e 600 mmHg.

Ap6s os musculos terem contraido durante 60 min
contra a pré-carga, o que possibilitou as fibras cardiacas
desenvolverem encurtamento méximo e forca de-
senvolvida mimina (contracéo isoténica), adicionou-se
a pré-carga um peso de 50 g (pés-carga). A carga to-
tal (pré + p6s-carga) impediu os musculos de se encur-
tarem, passando os mesmos a desenvolverem somente
forca (contragéo isométrica). A partir deste momento,
os musculos foram estirados gradual e progressiva-
mente por meio de pequenos deslocamentos da ala-
vanca isotdnica provocados pelo manejamento do mi-
crometro. A alteracdo no comprimento de repouso dos
musculos acarretou aumento na forca de repouso
(diastélica) e for¢a desenvolvida. As fibras musculares
foram estiradas até atingir o comprimento de repouso
(Lmax) associada a forca desenvolvida isométrica mé-
xima. Apés serem novamente colocados em contracéo
isotonica durante 10 min. os musculos foram postos
em contracdo isométrica para a determinacao final
da Lmax. Depois de 15 min de contracdo isométrica
estavel, o experimento foi iniciado. Preparacoes insta-
veis ou com desempenho nédo satisfatério ndo foram
utilizadas.

As seguintes variaveis foram analisadas: for¢a ou
tensdo desenvolvida méaxima (TD), for¢ca ou tenséo
de repouso (TR), tempo para tensdo desenvolvida
atingir o seu valor maximo (TPT), velocidade méaxima
de variacdo temporal da tensdo desenvolvida ( +dp/
dt), velocidade méaxima de variacao temporal de rela-
xamento da tensao desenvolvida ( - dp/dt), tempo pa-
ra a tensfo desenvolvida decrescer 50% do seu valor
maximo (TR50) e retardo eletromecénico, isto é, o tempo
entre a estimulacdo elétrica e o inicio da atividade
mecénica (REM). Estes parametros foram registrados
no poligrafo da Hewlett-Packard 7758A, o qual estava
acopladp a microcomputador Apple II plus.

199

Os parametros utilizados para caracterizar os
musculos papilares foram: comprimento (mm), peso
(mg) e area seccional (mm?). O comprimento “in vitro”,
em Lmax, foi medido com catetdmetro Gartner. A porg¢ao
do miusculo entre os anéis de aco foi cortada, seca
com papel de filtro e pesada. A area seccional foi
calculada dividindo-se o peso pelo comprimento do
musculo; considerou-se que o musculo papilar tem
forma geométrica, uniforme, cilindrica e peso especifico
de 100 g/cm?. Os valores da forca e respectiva derivada
foram divididos pela correspondente drea seccional
do misculo.

Neste trabalho os dados sdo apresentados como
média + desvio padrio da média (x + DPM). A compa-
racdo entre os grupos para o conjunto das varidveis
(estatistica D,) e para cada variavel (estatistica F)
foi feita por andlise de variancia completada pelo teste
de Tukey. Foram consideradas significantes as dife-
rencas de média com valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Na tabela I e figura 2 estéo expostos os resultados
obtidos nos trés grupos de ratos estudados, degolados
(D), pentobarbital e degolamento (PB) e alfacloralose
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Fig- 2 Representacédo grafica dos valores médios da tenséo
desenvolvida maxima (TD) tensdo de repouso (TR, tempo para tensédo
desenvolvida maxima atingir o valor maximo (TPT), velocidade
maxima de variacdo temporal da tensdo desenvolvida ( +dp/dt),
velocidade méaxima da variacdo temporal de relaxamento da tenséao
desenvolvida (-dp dt), tempo para a tensdo desenvolvida decrescer
50%, do seu valor maximo (TR50), retardo eletromecanico (REM) e
area seccional dos musculos (AS).

TABELAI- Parametros cardiacos (X + DPM) obtidos da contracéo isométrica.
TD TR TPT TR;, +dT/dt -dT/dt REM AS
n (g mm?) (g/mm?) (ms) (ms) (g/mm?s)  (g/mm?*/s) (ms) (mm?)
Degolamento 9 7.45 + 0.90 = 141 = 165+ 96+ 32+ 20+ 0.85
0.96 0.29 7 13 12 4 1 0.15
Pentobarbital 7 6.71+ 0.90 = 147 = 172+ 85+ 27+ 19 0.86+
Sédico 1.32 0.42 6 26 20 4 5 0.16
Alfa cloralose 6 6.97+ 0.95 = 146 = 177+ 86+ 28+ 20+ 0.85+
+ degolamento 1.80 0.31 8 23 19 7 5 0.31

n: nimero de preparacdes: TD: tensdo desenvolvida méaxima: TR: tenséo de repouso: TPT: tempo para a tenséo desenvolvida atingir o valor mdximo:
TR,, tempo para a tenséo desenvolvida decrescer 50% do seu valor méximo: +dT/dt: velocidade méxima variacdo temporal da tensao desenvolvida:
-dT/dt: velocidade maxima da variacdo temporal de relaxamento da tensdo desenvolvida: REM: retardo eletromecénico, isto é, o tempo entre a
estimulagdo elétrica e o inicio da atividade mecénica: AS: darea seccional: g/mm?: grama por milimetro quadrado: g/mm?¥s: grama por milimetro
quadrado por segundo: ms: milissegundo: mm?: milimetro quadrado: x + DPM: média + desvio padrdo da média.
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mais degolamento (ALC). A administacdo das drogas
néo provocou diferenca significante entre o conjunto
das varidveis de cada grupo (D2=11.773; p>0,50).
Também néo houve variacéo significante entre cada
variavel dos grupos estudados, como TD (D = 7,5 =
0,96 g/mm?, PB = 6,71 + 1,32 g/mm?, ALC = 6,97 =
1,80 g/mm?; p > 0,05), TR (D = 0,90 + 0,29 g/mm?, PB
= 0,90 + 0,42 g/mm? e ALC = 0,95 + 0,31 g/mm?; p >
0,05), TPT (D = 141 + 7Tms, PB =147 + 6 ms e ALC =
146 + 8 ms; p > 0,05), TR50 (D = 165 + 13 ms, PB =
172 + 26 ms e ALC = 146 + 8 ms; p > 0,05), +dt/dt (D
=96 = 12 g/mm?/s, PB = 85 + 20, e ALC = 86 = 19 g/
mm?s; p> 0,05), -dt/dt (D = 32 + 4 g/mm? PB = 27 =
4 g/mm?s e ALC = 28 + 7 g/mm?¥s; p > 0,05). e REM
(D=20+1ms,PB=19+5ms e ALC =20 + 5 ms; p
> 0,05). Nao houve diferenca significante entre as 4reas
seccionais dos trés grupos (D = 0,85 + 0,15 mm?, PB
=0,86+ 0,16 mm? e ALC = 0,85 + 0,31 mm?; p > 0,05).

DISCUSSAO

O estresse influencia profundamente o sistema
cardiovascular por meio do sistema nervoso
autondmico. As alteragdes na atividade adrenérgica
e colinérgica promovem variacoes em varios parametros
cardiocirculatérios como, pressdo arterial, débito
cardiaco, resisténcia periférica, consumo de oxigénio,
freqiiéncia e inotropismo cardiaco, podendo, também,
acarretar arritmias e morte stubita!®“

Estudos experimentais demonstraram que ani-
mais submetidos a estresse de grande intensidade po-
dem desenvolver importantes graus de lesdes morfol6-
gicas, como denegeracdo de fibras cardiacas e hemor-
ragia subendocardical® .

Nao hé4 informacoes a respeito da relagdo entre
estresse animal e comprometimento “in vivo” dos
musculos papilares. Levando-se em conta as informa-
coes anteriores, é 16gico admitirmos que animais doa-
dores de musculo isolados deveriam ter o estresse ate-
nuado, a fim de se evitar possivel comprometimento
dos musculos papilares. A tentativa de diminuicéo
do estresse € feita anestesiando-se o animal ou utilizan-
do-se métodos rapidos de sacrificio, como o degola-
mento.

O resultado do presente experimento mostrou que
os diferentes tratamentos utilizados néo provocaram
diferenca de comportamento entre os musculos isola-
dos. Uma explicacdo plausivel para este achado seria
o longo intervalo de tempo (85 min) entre o momento
do sacrificio dos animais e o inicio do registro das
variaveis. A possivel influéncia do estresse, mesmo
que variando para cada grupo, sobre a fibra isolada
teria sido atenuada durante o intervalo do tempo citado,
possibilitando uma recuperacido semelhante dos
diferentes grupos de musculos papilares.

Em resumo, podemos concluir pelos dados obti-
dos neste experimento, que o uso isolado do degola-
mento ou a associacdo do mesmo com anestésicos,

tipo cloralose ou pentobarbital, ndo acarretou dife-
renca no comportamento dos musculos papilares iso-
lados de ventriculo esquerdo de ratos. Acreditamos,
que o resultado deva-se, possivelmente, ao longo pe-
riodo de tempo que decorreu entre o sacrificio do ani-
mal e registro das variaveis; este fato poderia atenuar
os efeitos deletérios de fatores, entre os quais o estresse
animal, que poderiam comprometer, reversivelmente,
o desempenho do misculo cardiaco isolado.

SUMMARY

The mechanical performance of isometrically con-
tracting papillary muscle was studied in rats sacri-
ficed by decapitation or anesthetized with sodium pen-
tobarbital or chloralose before decapitation. The pur-
pose was to evaluate which maneveur would be the
more adequate to ve used, when performance of papi-
llary muscle mechanics must be evaluated later.

The data suggest that either anesthetic agents used
in this experiment and /or decapitation have the same
effects on isolated muscle performance in the three
groups. The results may be a consequence of the time
elapsed between animal decapitation and the record-
ing of cardiac parameters: this fact would attenuate
the many factors that could promote mechanical per-
formance dysfunction or isolated papillary muscles.
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