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Resumo: Devido ao &xido nitrico (NO) ser uma
molécula que exerce mdltiplas funcbes no sistema
cardiovascular, levantou-se a hip6tese de haver uma
participacdo relevante desta molécula sobre a resposta
funcional do coragdo. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar o efeito de farmaco capaz de
reduzir a geracdo de NO, ou seja, o0 L-NAME, sobre a
funcionalidade de coracdo isolado de rato em
Montagem de Langendorff em circulagdo fechada. Os
resultados mostraram que no grupo Controle (sem L-
NAME) h& uma diminuicdo progressiva da frequéncia
cardiaca (FC), da pressdo ventricular esquerda (PVE),
do fluxo de perfusdo (FP) e da resisténcia ao fluxo de
perfusdo (RF). Estes pardmetros se anularam aos 70
minutos de experimentos. No grupo L-NAME (adi¢do
de 1 micro Molar na solu¢do de perfusdo do coracdo)
também foi observado efeito inibitério sobre esta
resposta funcional do coracéo isolado. Porém, diferente
do observado no grupo Controle, hd uma diminuicao
menos acentuada na FC, na PVE e no FP, sendo que este
altimo esta evidentemente aumentado, em relacdo ao
Controle, durante todo o tempo do experimento (120
minutos). A RF na presenca de L-NAME foi, desde o
inicio dos experimentos, menor em relacdo a da
condicdo Controle.  Conclui-se que a inibicdo da
biossintese de NO atenua a diminuicdo da resposta
funcional do coracdo em montagem de Langendorff
com circulagao fechada.
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Abstract: Nitric oxide (NO) is a molecule that plays
multiple roles in the cardiovascular system and as a
consequence it should have important participation on
the functional response of isolated hearts. Thus, the
goal of the present work was to characterize the effect
of a drug capable of reducing NO generation (L-NAME)
on the functionality of rat hearts in closed-loop
circulation Langendorff setup. The results showed that
in the control group (no L-NAME in the rat heart
perfusion) there is a progressive decay in the cardiac
rate (CR), left ventricular pressure (LVP), cardiac
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perfusion flux (PF) and resistance to cardiac perfusion
flux (RF). These parameters nullified at 70 min of the
experiments. As for the L-NAME group (1 micro Molar
L-NAME added to rat heart perfusion), it was also
observed a decrease in the cardiac functionality.
However, distinctly from what occurred in the control
condition, there was a less pronounced decay in CR,
LVP and PF. The PF parameter kept its value higher
than the control group during the entire experiment
time. The RF parameter was lower at L-NAME group,
in relation to control group. As a conclusion, the results
suggest that the NO synthesis inhibition attenuates the
decay of the cardiac functional responses.

Keywords: nitric oxide, heart, Langendorff.

Introducéo

Na area de cardiologia clinica, 0 método de perfusdo
de coracdo isolado desenvolvido por Langendorff tem
sido considerado como uma metodologia alternativa
para a preservacdo do coracdo visando o transplante
cardiaco [1]. Diversas moléculas estdo envolvidas no
funcionamento das células cardiacas que por sua vez
determinam a funcionalidade de todo 6rgdo. Uma
importante molécula sinalizadora de diversas funcoes
intra e extra celulares é o 6xido nitrico (NO). Este gas
desempenha um importante papel na regulacdo e na
protecdo do coragdo [2]. Devido a baixa capacidade de
transporte de oxigénio pela solugdo de perfusdo, é
necessario um alto fluxo coronariano para adequada
oxigenacao do tecido cardiaco. Apesar de necessério, é
razodvel considerar que este aumento do fluxo
coronariano poderia levar a uma disfuncéo endotelial, o
que, por sua vez, poderia alterar os niveis de NO
produzidos pela amostra.

Devido ao NO ser também uma molécula que exerce
multiplas fungdes no sistema cardiovascular, entre elas,
sinalizar a vasodilatacdo coronariana e exercer também
influéncia sobre a incidéncia de apoptose [3, 4, 5, 6], a
proliferacéo celular [7], o controle das concentracdes de
calcio transiente nos cardiomidcitos [8, 9], entre outras
funcbes, suscitou-se a hipGtese de haver uma
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participagdo relevante desta molécula sobre a resposta
funcional do coracéo isolado em circuito fechado.

A resposta funcional do coracdo, caracterizada e
analisada em trabalhos anteriores efetuados pelo grupo
[10, 11, 12] foi o que inspirou o levantamento da
hip6tese, uma vez que naquela na condicdo estudada
(Montagem de Langendorff em circulagdo fechada),
ocorreu importante reducdo da funcionalidade cardiaca.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar o efeito de farmaco capaz de reduzir a
geracdo de NO sobre a funcionalidade de coracdo
isolado em Montagem de Langendorff em circulagdo
fechada.

Materiais e Métodos

Os animais (ratos Wistar machos, 3 meses,
provenientes da CEDEME - UNIFESP/SP) foram
submetidos a eutanasia por concussdo cerebral, sendo
entdo decapitados e seus coracOes retirados apds rapida
abertura da caixa toracica e disseccdo. Este
procedimento estd de acordo com o aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa da UNIFESP (CEP-
UNIFESP). Apo6s a remocgdo do coracdo, o mesmo foi
colocado em uma placa de Petri e submetido a limpeza,
retirando estruturas circunvizinhas que permanecem
junto & amostra, sendo em seguida posicionado através
de ligadura a uma céanula (inserida na artéria aorta)
fixada na montagem experimental (preparacdo de
Langendorff), para assim ser perfundido
retrogradamente com solucdo de K-H a 34,5°C (Fig. 1).
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Figura 1: llustracdo da montagem experimental de
Langendorff de circulacdo fechada. A solucéo passa do
reservatorio (B) por uma coluna com 80cm de altura (2)
e perfunde o coracdo isolado (CI) em uma camara com
solucdo aquecida (C). Para re-circular a solugdo, uma
bomba (5) gera vacuo na cdmara A a qual suga a
solucdo da cadmara C. Em seguida, o vacuo é
interrompido, fazendo com que a solucdo passe, via
valvula passiva (1), da camara A para o reservatorio B,
perfundindo novamente o Cl. Para que o sistema ora
gere vacuo, ora permita a entrada de ar na camara A, é
utilizada uma torneira de 3 vias acoplada a um motor
giratorio (3). Os sistemas de captacdo, amplificacdo e
aquisi¢do dos parametros cardiacos estdo omitidos nesta
ilustracdo e descritos no texto.
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O tragado do ECG é captado pelos eletrodos de
captacdo de referéncia, imersos na solucdo KH que
banha o coracdo, e amplificado por amplificador de
biopotenciais. A Pressdo Ventricular Esquerda é captada
através do transdutor de pressdo, colocado numa
derivacdo da coluna 2 (Figura 1) e amplificada por
amplificador de biopotenciais. Estes pardmetros sao
visualizados em um osciloscdpio e registrados através
de um sistema computadorizado para aquisicdo de
dados. O fluxo da perfusdo é captado através da
contagem do gotejamento no “cata-bolha” (figura 2),
durante 1 minuto.

Utilizamos farmaco L-NAME  (N(G)-nitro-L-
arginine methyl Ester), que ¢ inibidor ndo seletivo da
enzima da NO sintetase capaz de bloquear a biossintese
de NO. Este farmaco foi adicionado a solucdo de
perfusdo numa concentracdo final de 1 pM, diluidos de
solucdes estoques mais concentradas.

Para a andlise da funcionalidade cardiaca na
auséncia de farmaco (grupo Controle Fechado) e na
presenca de L-NAME (grupo L-NAME), foram
quantificados trés parametros fisiolégicos: frequéncia
cardiaca (FC), pressdo ventricular esquerda (PVE) e
fluxo da perfuséo cardiaca (FP). Também foi calculada a
resisténcia ao fluxo de perfusdo (RF) a partir da
expressdo: RF = PVE / FP.

Resultados

Na Figura 2, apresentamos o efeito do tempo de
experimento sobre pardmetros funcionais do coragao
nos grupos Controle Fechado e L-NAME. No que se
refere ao grupo Controle Fechado, verifica-se uma
diminuigdo progressiva da frequéncia cardiaca (FC), da
pressdo ventricular esquerda (PVE) e do fluxo de
perfusdo (FP). Estes pardmetros se anulam aos 70
minutos de experimentos. Ao inibir sua sintese do NO
utilizando o farmaco L-NAME, também observamos
um efeito inibitério sobre esta resposta funcional do
coracdo isolado. Porém, diferente do observado no
grupo Controle Fechado, hd uma diminuicdo menos
acentuada na FC, na PVE e no FP, sendo que este Gltimo
estd evidentemente aumentado, em relagéo ao Controle,
durante todo o tempo do experimento.
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Figura 2: Gréfico ilustrando as médias (com erro
padrdo) da (A) Freqiiéncia Cardiaca, (B) Pressdo
Ventricular Esquerda e (C) Fluxo da Perfusdo nos
grupos “Controle fechado” (N =5), “L-NAME”(N = 4),
ao longo do tempo de experimento.

Na Figura 3, ilustra-se a diminuicdo da resisténcia ao
fluxo de perfusdo (RF) com a adicdo do L-NAME a
solucdo.
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Figura 3: Grafico ilustrando as médias (com erro

padrdo) da Resisténcia ao Fluxo de Perfusdo (RF) nos

grupos “Circuito Fechado” (N=5) e L-NAME (N=4) ao

longo do tempo experimento.

Observa-se, até 60 minutos do tempo de
experimento, que a resisténcia ao fluxo na presenca de
L-NAME é menor em relagdo a da condicdo Controle
(Circuito Fechado). A partir de 20 minutos de
experimento, RF diminui gradativamente até atingir
valor préximo de zero aos 120 min.

Discussao

Na literatura ndo foi possivel encontrar trabalhos que
abordassem o uso deste farmaco em coragdes isolados
nas mesmas condi¢bes experimentais utilizadas no
presente trabalho (circuito fechado com baixo volume
circulante). No entanto, no que diz respeito aos coracfes
isolados perfundidos retrogradamente (técnica de
Langendorff original), existem relatos de efeitos
inotropicos positivos e negativos mediados pelo NO.
Em alguns trabalhos, como de Kojda e colaboradores
[13], foram observados efeitos inotropicos negativos
apos a perfusdo de coragbes de ratos com bloqueadores
da enzima sintetizadora do NO (L-NOARG e L-
NMMA, 0,1 e 1,0 mM), enquanto o uso de doadores de
NO causou um efeito inotropico positivo.

A adicdo de farmaco que leva a diminuicdo do NO
(L-NAME) resultou numa reducéo ainda maior no fluxo
de perfusdo, chegando, em relacdo aos grupos nas
condi¢Bes controle em circuito aberto ou circuito
fechado, a uma diminuicdo de aproximadamente 90%.
Estes dados corroboram achados da literatura que
estabelecem que o NO tem importante participacdo na
vasodilatacdo coronariana [14, 15, 16], o que confirma o
envolvimento ativo, e complexo, do NO nas respostas
do coracéo isolado observadas no presente trabalho.

Concluséo

Em suma, conclui-se que os resultados obtidos no
presente estudo sugerem haver uma capacidade de
atenuacdo da diminuicdo da resposta funcional do
coragdo por meio da inibicdo da biossintese do NO. No
entanto, ainda faz-se necessario uma investigagdo mais
aprofundada, como com outras doses do L-NAME e
farmacos doadores de NO e, principalmente, um melhor
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entendimento do modelo experimental utilizado, para
que se possa afirmar que a melhora na resposta
funcional exercida pelo bloqueio da biossintese de NO
seja uma resposta cardioprotetora.
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