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RESUMO

A fibrilacdo ventricular € uma quadro extremamente grave de ameaca imediata a vida e a Unica
terapia efetiva para sua reversdo ¢ a desfibrilagdo, que consiste na aplicagdo de campos elétricos
(E) de alta intensidade sobre o coragdo. Este procedimento é capaz de restabelecer o sincronismo
do coragdo, mas ele pode causar lesdo em midcitos. A lesdo depende da direcdo de E e ¢ atribuida
a eletroporagdo - formagdo de poros hidrofilicos na membrana celular - que leva a um aumento
expressivo da concentra¢io de fons Ca’" livres no citosol ([Ca®'];), resultante de influxo de Ca®’
extracelular pelos poros. Neste trabalho, produzimos um sistema de microfluorimetria capaz de
registrar imagens de fluorescéncia de midcitos cardiacos isolados e estudamos a lesdo causada
por E de alta intensidade por meio do aumento da fluorescéncia associada a [Ca®']; em midcitos
orientados longitudinalmente e transversalmente a E. As células foram carregadas com o
indicador de fluorescéncia Fluo-3, estimuladas a 0,5Hz por E de baixa intensidade antes da
aplicacdo de um pulso de E de alta intensidade sub-letal. As imagens de fluorescéncia foram
capturadas por uma camera EMCCD e processadas por um software especifico desenvolvido
neste trabalho. O software utilizou dois métodos de andlise: média de fluorescéncia normalizada
e razdo de uma drea que mostrou aumento significativo de fluorescéncia dividida pela éarea total
da célula. Andlise de regides de interesse (ROIs) voltadas para o 4nodo e o catodo produziu
resultados em concorddncia com a literatura, com maior lesdo (inferida por aumento de [Ca®'];)
no lado do anodo (P<0,05 nos dois os métodos). A comparagdo entre os grupos longitudinal e
transversal apresentou diferenca estatistica relevante no método da razdo de areas, o que ndo
ocorreu pelo método de média de fluorescéncia. Imaginamos que a utilizagdo de uma técnica
mais direta para medir eletroporagdo possa solidificar esta correlacdo entre orientacdo e lesdo. A
compreensdo dos mecanismos responsaveis pela severidade das lesdes € importante para

desenvolver terapias mais seguras.

Palavras-chave: midcitos cardiacos, desfibrilagdo, campo elétrico, célcio, fluorescéncia.
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ABSTRACT

Ventricular fibrillation is an extremely dangerous immediate life-threatening condition and the
only effective therapy to its reversion is defibrillation, which consists in applying high intensity
electric fields (E) on the heart. Such procedure is capable of reestablishing heart synchronism,
but it may also cause lesion in myocytes. Lesion is associated to E direction and is assigned to
electroporation - generation of hydrophilic pores across the membrane caused by high intensity
E - which results in an expressive increase in cytosol free Ca’* concentration ([Ca’'];), a
consequence from extracellular Ca’" influx through the pores. In this work, we produced a
microfluorimetry system capable of recording isolated cardiomyocytes fluorescence images and
studied lesion caused by high intensity E by the means of the rise in [Ca’']; associated
fluorescence in myocytes oriented longitudinally and transversally to E. Cells were loaded with
fluorescent dye Fluo-3, paced at 0,5Hz with low intensity E before setting one sub-lethal high
intensity E pulse. Fluorescence images were recorded by an EMCCD camera and processed by a
specific software developed in this work. The software used two analysis methods: normalized
fluorescence average and a ratio of an area showing most significant fluorescence increase
divided by cell total area. Regions of interest (ROIs) analysis facing the anode and the cathode
has produced results in accordance with literature, presenting higher lesion (inferred by [Ca’'];
increase) at anode side (P<0,05 in both methods). Comparison between longitudinal and
transversal groups has presented relevant statistic difference when the ratio of areas method was
employed, which has no happened when employing the fluorescence average method. We
imagine that using a straight-foward technique for assessing electroporation may solidify this
correlation between orientation and lesion. The understanding of the mechanisms responsible for

lesion severity is important to develop safer therapies.

Keywords: cardiomyocytes, defibrillation, electric field, calcium, fluorescence.
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1 INTRODUCAO

Nas duas ultimas décadas, a expectativa de vida mundial subiu cerca de 6 anos (World
Health Organization, 2014). Esse aumento se deve principalmente a diminui¢do das mortes por
doencas infecciosas em paises de baixa renda. Em paises de alta renda, o aumento ocorreu
principalmente devido ao maior sucesso em lidar com doengas ndo transmissiveis. Apesar deste
contraste, quase todos os paises estdo adquirindo uma maior propor¢do de mortes por doengas
ndo transmissiveis e feridas no lugar de doencgas infecciosas. Inclusive, das 3 principais causas de
mortes prematuras no mundo - doengas corondrias cardiacas (1*), infec¢des pulmonares, como
pneumonia (2*) e derrames (3%) - duas correspondem a doengas ndo transmissiveis, mais
especificamente, doengas cardiovasculares. As doencas cardiovasculares ainda s@o as principais
causas de morte na Europa (Allender, et al., 2008), nos Estados Unidos (Lloyd-Jones, et al.,
2010) e no mundo (Global Health Observatory (GBO), 2008). Elas podem causar isquemia no
tecido cardiaco (Rocco, et al., 1987), o que pode comprometer o desempenho do coragdo por

meio de arritmias (Schwartz, Billman, & Stone, 1984).

1.1 PROPRIEDADES DE CELULAS EXCITAVEIS

O ritmo cardiaco é determinado, primariamente, por um grupo de células excitaveis
marca-passo localizadas no nddulo sino-atrial (SA) do coracdo (Silverthorn, 2009). As células
excitaveis do tecido cardiaco sdo denominadas midcitos cardiacos ou cardiomidcitos. Assim
como outras células excitaveis, como neuronios, elas apresentam, em repouso, uma diferenca de
potencial elétrico (Vy,) através de sua membrana plasmadtica, ou sarcolema, sendo o lado interno
cerca de vdarias dezenas de mV mais negativo que o lado externo (em torno de -80mV para
midcitos atriais e ventriculares, Bers D. M., 2001). Essa diferenca ¢ mantida aproximadamente
constante gragas as diferengas de concentracdo de ions dentro e fora da célula e a permeabilidade
seletiva da membrana. Essas duas condi¢des geram, respectivamente, gradientes de concentragio
e elétrico em direcdes opostas que, eventualmente, atingem um estado de equilibrio (Keynes,
Aidley, & Huang, 2011). Este equilibrio de cargas e concentragdo de moléculas entre os meios

intra e extracelular resulta na capacidade da membrana plasmatica em manter Vy, ndo-nulo.



Entretanto, este equilibrio pode ser perturbado, por exemplo, por variagdes nas
concentragdes dos fons ou estimulacdo elétrica. Visto que a membrana plasmatica ¢
essencialmente constituida de uma bicamada fosfolipidica - atravessada, parcial ou totalmente,
por diversas proteinas - sob o ponto de vista elétrico, ela ¢ basicamente um isolante, com uma
capacitancia elétrica estimada em 1 uF/cm2 (Keynes, Aidley, & Huang, 2011). Assim, um campo
elétrico (E) externo ¢ capaz de despolarizar a membrana, diminuindo a diferenga de potencial.
Além disso, a propriedade semipermedvel da membrana ¢ decorrente do fato de algumas das
proteinas que atravessam a membrana serem canais, que permitem a passagem de ions
especificos, como K", Na",Cl'e Ca’'. E mais, muitos desses canais t€ém uma probabilidade maior
de estarem abertos ou fechados dependendo do valor de Vy,. Portanto, um E externo pode induzir
uma maior abertura ou fechamento de canais i6nicos na membrana.

Se uma perturba¢do causa uma diminuicdo considerdvel na magnitude de Vi, isto &,
despolariza a membrana até um certo limiar, ocorrem mudangas nas permeabilidades aos ions por

causa da abertura e fechamento de canais i0nicos. Isto pode culminar numa onda que despolariza

e repolariza a membrana, chamada potencial de agdo (PA).

1.2 O PAPEL DOS IONS CALCIO

7 : 2+
Durante um PA cardiaco, ocorre um influxo de Ca”’, que provoca um aumento da
~ . ri: —+ . +. . -
concentragio citosolica de Ca®" livre ([Ca®']) e este aumento desencadeia a contracio das
unidades contrateis da célula cardiaca, denominadas sarcomeros. O perfil e ordem de ocorréncia

desses eventos € mostrado na Figura 1.1.
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Figura 1.1: Formas de onda tipicas de PA, [Ca”*']; e contracdo de midcito ventricular de coelho (modificado de Bers
D. M., 2002, licenga nimero 3411451288922).

Os principais fluxos de Ca’" num midcito cardiaco sdo mostrados na Figura 1.2. A
despolarizacdo do sarcolema causada pelo PA induz a abertura de canais de Ca’" dependentes de
tensdo. Como a concentragio de Ca>" no meio extracelular é mais elevada que aquela do meio
intracelular, ions célcio se deslocam para o interior da célula através destes canais, seguindo o
gradiente de concentragio. Isto aumenta a concentracdo de Ca’" nas regides internas préximas da
membrana. O reticulo sarcoplasmatico (RS) contém calcio ligado a proteinas em seu interior, e
em sua membrana existem dois complexos protéicos com um papel importante na regulacio de
[Ca®']i: canais receptores de rianodina (RyR) e SERCA. Os canais RyR facilitam a liberagdo de
Ca”" interno do RS quando Ca’" se liga a eles, efeito conhecido como liberagdo de célcio
induzida por célcio (Ca-Induced Ca-Release, ou CICR, Bers D. M., 2001). Em miocitos
cardiacos, os RyR se localizam préximos de canais de Ca®" do sarcolema (Scriven, Asghari,
Schulson, & Moore, 2010) de modo que um ligeiro aumento da entrada de Ca** causado pela
abertura de canais de Ca®" do sarcolema provoca um aumento da abertura do canais RyR do RS e
aumento suplementar de [Ca’’]i. Este aumento da concentracdo estimula a contracdo dos
sarcomeros (unidade contratil da célula). Os deslocamentos de Ca”" descritos neste paragrafo sio

ilustrados por setas vermelhas na Figura 1.2.
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Figura 1.2: Fluxos de Ca®" num midcito cardiaco iniciado durante um PA (modificado de Bers D. M., 2002, licenca
numero 3411451288922).

Os sarcomeros contém os miofilamentos: cadeias lineares e paralelas de proteinas (actina
e miosina). A contragdo do sarcomero ocorre quando as "cabegas" das moléculas de miosina se
ligam temporariamente as cadeias de actina e exercem uma for¢a de tracdo sobre elas. Para que
essa ligacdo ocorra, € necessario que os sitios de ligagdo para miosina dos filamentos de actina
fiquem disponiveis, porém eles normalmente sdo bloqueados pelo complexo protéico troponina-
tropomiosina, somente ficando expostos quando Ca’" se liga a uma sub-unidade da troponina
(troponina C). Portanto, o aumento de [Ca®']; é fundamental para expor esses sitios de ligagdo e
efetuar a contracdo do sarcomero, embora também seja necessario o consumo de trifosfato de
adenosina (ATP) para liberar a ligagdao actina-miosina e permitir a realizacdo de uma forga de
tragdo sequente (Keynes, Aidley, & Huang, 2011).

Assim como o Ca®’ ¢ importante para a contragio, o relaxamento também depende dele:
[Ca*"]; deve diminuir para que os sarcomeros voltem ao seu tamanho original. Existem alguns
mecanismos de recaptacdo ou extrusdo do Ca’". A SERCA, por meio do consumo de ATP, é a
responsavel por recarregar o RS com calcio. Além disso, os proprios canais RyR possuem um
outro sitio de ligacdo de Ca’’, de resposta mais lenta, que resulta na inativagio dos canais,
cortando o vazamento do RS. A mitocondria também capta uma pequena parcela de Ca®" pelo

. . . + . . . .
uniporter mitocondrial. Por fim, Ca>" ¢ expulso do meio intracelular por dois mecanismos do



sarcolema: ATP-ase de célcio e trocador Na'/Ca®". Esses fluxos que resultam na diminui¢do de
[Ca™"]; sdo mostrados na Figura 1.2 por meio das setas verdes (Bers D. M., 2001).

Além de sua importancia no processo de contragdo, em situacdes de rompimento do
sarcolema, o Ca”" participa do mecanismo de selamento da membrana porque tem papel ativo na
exocitose (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, & Walter, 2008).

A [Ca2+]i também tem outra influéncia sobre a membrana plasmadtica: ela modula uma
assimetria na distribuicdo dos diferentes tipos de fosfolipides entre as subcamadas interna e
externa. Niveis elevados de [Ca’']; tendem a atrapalhar a manutencio dessa assimetria. A perda
dessa assimetria ¢ um importante mecanismo de sinalizacdo e estd associada a apoptose (Quinn,

2002).

1.3 O DESENVOLVIMENTO DA MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A investigacdo e observagdo desses mecanismos celulares associados a [Ca’] s se
tornou possivel com o desenvolvimento de uma técnica, acompanhada de instrumentagdo
especifica, capaz de rastrear os fluxos de ions ao longo de um experimento. Os microscopios
opticos produzidos até o inicio do século XX, baseados nos trabalhos pioneiros de Robert Hooke
¢ Antonie van Leeuwenhoek, permitiam a observag¢do de seres unicelulares que, devido a sua
coloracdo translicida, geralmente precisavam ser coloridos artificialmente com corantes. Embora
corantes fornecam um aumento significativo no contraste, a fluorescéncia tem a capacidade de
fornecer um contraste infinito. Entretanto, mesmo ja tendo sido descrita desde o século XVI, ela
ainda ndo dispunha de um equipamento capaz de reveld-la a niveis microscopicos. De fato, o
primeiro corante fluorescente, a fluoresceina, foi sintetizado por Adolf von Bayer, em 1871,
muito antes do primeiro microscopio de fluorescéncia ser produzido pelo fisico Oskar Heimstidt,
em 1911. Heimstddt se baseou nas observacdes de August Kolner de que certos compostos,
quando iluminados com luz ultra-violeta, emitiam luz em comprimentos de onda maiores.
Heimstédt se serviu de uma série de filtros Opticos aplicados sobre uma lampada a arco voltaico
para produzir um feixe de luz ultra-violeta, correspondendo a luz de excitagdo, e
concomitantemente com a técnica de iluminagdo a campo escuro, para capturar exclusivamente a

fluorescéncia emitida pela amostra (Nature, 2014).



Ainda assim, a revolugdo na observacdo dos mecanismos celulares sé veio a ocorrer
quando o investigador austriaco Max Haitinger junto com outros cientistas desenvolveram a
técnica de fluorescéncia secundaria, na qual eles aplicaram moléculas fluorescentes exdgenas,
chamadas fluoroforos ou fluorocromos, em amostras. Enquanto isso, avanco expressivo foi feito
na instrumentac@o com o aperfeicoamento de filtros dpticos capazes de garantir tanto a incidéncia
da luz de excita¢@o no comprimento de onda adequado sobre a amostra, bem como a filtragem da
fluorescéncia emitida apenas pelos fluorocromos. Com isso, o farmacologista Philipp Ellinger e o
anatomista August Hirt desenvolveram o protdtipo do primeiro microscopio de epifluorescéncia,
onde a luz de excitag@o reside no mesmo lado da lente objetiva em relacdo a amostra, de maneira
que a objetiva serve tanto como caminho para iluminagdo e focaliza¢do da luz sobre a amostra
quanto para a ampliacdo das imagens de fluorescéncia provenientes da emissdo do fluordforo
(Nature, 2014).

Para que esse microscopio desempenhe com sucesso suas fungdes de iluminagdo da
amostra e captura de fluorescéncia, alguns cuidados essenciais devem ser tomados.
Primeiramente, o conjunto de filtros Opticos deve conter bandas passantes condizendo da melhor
maneira possivel com os picos dos espectros de excitagdo e emissdo do indicador de
fluorescéncia a ser utilizado. A fonte de luz também deve ser selecionada de maneira que ela gere
a maior quantidade de luz possivel nos comprimentos de onda correspondentes a banda passante
do filtro de excitacdo e, consequentemente, ao pico do espectro de excitacdo do indicador de
fluorescéncia. Por vezes, certas lampadas possuem picos de emissdo que coincidem com picos do
espectro de excitagdo de certos indicadores. Além disso, a lampada, lentes e filtros Opticos devem
estar sempre apropriadamente alinhados. Deve-se usar sempre que possivel lentes objetivas para
fluorescéncia com abertura numérica relativamente grande a fim de aumentar a quantidade de luz
captada da amostra. Como o sinal de fluorescéncia emitido pelos indicadores € fraco, iluminacao
ambiente deve ser bloqueada para que ndo entre na objetiva e gere ruido nas medidas da
fluorescéncia. Em instantes onde nido se esta realizando medidas, a fonte de luz deve ser
desligada ou bloqueada para impedir desbotamento (decaimento temporal da fluorescéncia
devido a destrui¢do de fluordforos causada pela préopria fonte de luz) desnecessario. Por fim, um
filtro anti-calorico deve sempre estar posicionado entre a fonte de luz ¢ o conjunto de filtros

opticos, visto que estes sdo sensiveis ao calor e a forte luz do iluminador (Zeiss, 2014d).



Com relagdo a medigdo da [Ca2+]i, o primeiro indicador de fluorescéncia com ligagdo a
Ca®" foi introduzido por Roger Y. Tsien (Tsien, 1980) e posteriormente denominado Quin2.
Trata-se de um derivado do 4cido etileno glicol tetracético (EGTA), um quelato seletivo a Ca”".
Apos alguns anos, Tsien e colaboradores introduziram Fura-2 e Indo-1, os quais apresentaram
diversas melhorias em relagdo ao Quin2, tais como fluorescéncia mais forte, maior deslocamento
de comprimentos de onda quando ligados a Ca®" e melhor seletividade para o Ca*" (Grynkiewicz,
Poenie, & Tsien, 1985). Em 1989, Tsien e colaboradores expandiram a gama de indicadores com
o derivado do fluorocromo rodamina, Rhod-2, e derivados da fluoresceina, Fluo-2 e Fluo-3, todos
indicadores ndo-raciométricos (exibem o deslocamento de espectro somente quando ligados ao
ion) e com espectro de excitagdo dentro da regido visivel (Minta, Kao, & Tsien, 1989). Tais
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indicadores ainda sdo os mais utilizados para medicdes da [Ca”].

1.4 A ATIVIDADE ELETRICA DO CORACAO

O PA pode se propagar de uma célula para outra quimicamente através das sinapses ou
eletricamente por meio de jungdes gap: interconexdes das membranas de duas células que
produzem um caminho de baixa resisténcia elétrica (Bers D. M., 2001). Esta ultima forma ¢
normalmente como os PAs se propagam no coragao.

A forma de onda do PA varia dependendo da regido do tecido cardiaco, como mostra a
Figura 1.3. Esta variag@o, juntamente com o instante do disparo em cada regido, ¢ de extrema

importancia para que o coragdo consiga bombear o sangue eficientemente.
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Figura 1.3: Diferentes formas de onda de potenciais de agdo no coragéo.

As células marca-passo localizadas no nodulo SA disparam PAs num certo ritmo e
induzem o disparo de PAs em células atriais proximas, que por sua vez estimulam outras células
cardiacas proximas, e assim por diante. O resultado global deste fendmeno ¢ uma onda de
despolarizagdo elétrica que se propaga pelo coracdo. A onda parte do nodulo sino-atrial, percorre
os atrios até chegar ao nodulo atrio-ventricular (AV). A passagem dessa onda pelos atrios resulta
na contragdo dos mesmos, o que bombeia o sangue para os ventriculos. A onda despolarizante
desce pelo septo até o 4pice do coragdo através das fibras de Purkinje para entdo percorrer os
ventriculos no sentido inverso, do apice para a base. Neste instante, as células dos atrios estdo
sendo repolarizadas e relaxando. A contracdo dos ventriculos ocorre de baixo para cima,
exercendo uma pressdo que fecha as véalvulas de comunicagdo com os atrios, abre as valvulas
para as artérias e ejeta o sangue do coragdo para os pulmdes pelas artérias pulmonares, no caso do
ventriculo direito, ou para o resto do corpo pela aorta, no caso do esquerdo (Silverthorn, 2009).

Perturbagdes ou bloqueios, mesmo parciais, de conducdo da onda despolarizante podem
produzir reentrancias - parte da onda retorna por um caminho que havia sido bloqueado e re-
estimula uma regido antes do momento normal de chegada da onda seguinte (Bers D. M., 2001).
Fenomenos como esse ddo origem a arritmias e podem causar fibrilagdo: contragdo

dessincronizada das fibras musculares. Fibrilagdes atriais sdo mais comuns, mas, se ndo tratadas,



podem levar a derrames. J4 a fibrilagdo ventricular ¢ um quadro clinico extremamente grave de
ameaga imediata a vida porque impede o bombeamento eficaz de sangue para o corpo
(Silverthorn, 2009).

A tUnica terapia conhecida para reversdo do quadro de fibrilacdo ventricular é a
desfibrilagdo, que consiste na aplicacdo de E de alta intensidade sobre o coragdo. Contudo, a
estimulacdo por E de alta intensidade pode causar efeitos indesejados sobre o coragdo (depressio
da funcdo contratil, necrose do tecido, distirbios na condugdo do potencial de agdo e outras
alteragdes eletrofisiologicas), como ja relatado em experimentos in vivo (Dahl, Ewy, Warner, &
Thomas, 1974; Avitall, et al., 1990; Yabe, Smith, Daubert, Wolf, Rollins, & Ideker, 1990; Li,
Jones, Yee, & Klein, 1991; Tang, Weil, Sun, Gazmuri, & Bisera, 1993; Gazmuri, Weil, Bisera,
Tang, Fukui, & McKee, 1996; Xie, et al., 1997), em preparacdes miocardicas multicelulares
(Soares, 2003) e em células cardiacas isoladas (Jones, Lepeschkin, Jones, & Rush, 1978; Jones,
Jones, & Balasky, 1987; Krauthamer & Jones, 1997; Cheng, Tung, & Sobie, 1999; Cheek & Fast,
2004; Oliveira, Bassani, & Bassani, 2008b; Tsai, Tang, & Sun, 2009).

Outros trabalhos mostram que a orientacdo de midcitos em relagdo a E influencia o limiar
de estimulagdo (Bassani, Lima, Gomes, Oliveira, & Bassani, 2006) ¢ a letalidade (Oliveira,

Bassani, & Bassani, 2008b).

1.5 ELETROPORACAO

Um dos fendmenos celulares relacionados com esses efeitos indesejados da lesdo celular
denomina-se eletroporacdo ou eletropermeabiliza¢do da membrana celular, causada por E de alta
intensidade (Tung, 1996; Weaver & Chizmadzhev, 1996b; Chen, Smye, & Robinson, 2006).

As membranas celulares apresentam uma estrutura extremamente semelhante entre as
mais diversas espécies: uma bicamada de fosfolipides, onde triglicina esta ligada a duas cadeias
de 4cidos graxos (dupla cauda apolar) e a uma cabeca dipolar flexivel.

Ha um consenso de que, quando um E ¢ aplicado através da membrana, ele induz uma
diferenga de potencial que, se ultrapassar um valor limiar (~1V), causa uma dréstica mudanga na
condutividade da membrana, permitindo a passagem de ions e outras moléculas (Zimmermann,

Pilwat, Beckers, & Riemann, 1976; Abidor, Arakelyan, Chernomordik, Chizmadzhev,
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Pastushenko, & Tarasevich, 1979; Kinosita Jr, et al., 1988; Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska,
1999). Esta mudang¢a na condutividade ¢ atribuida a formagdo de poros na membrana. A Figura

1.4 mostra as etapas da formag¢ao de um poro relativamente estavel.

E > - .
J‘r‘o l > (?:'10'}{?0'.' -t ‘9“-». e
Poro Hidrofébico Poro Hidrofilico

Figura 1.4: Sequéncia de etapas da eletroporacio de uma membrana constituida de bi-camada fosfolipidica:
formacdo de poro hidrofobico e transformag¢do em poro hidrofilico (modificado de Béckmann, de Groot, Kakorin,
Neumann, & Grubmidiller, 2008, licenga nimero 3411460598083).

A aplicacdo de E pode alterar o estado de agitacdo das moléculas e permitir a formagao de
um poro hidrofébico. Estes poros podem aparecer e evoluir espontaneamente, porém a aplicagdo
de E favorece seu surgimento. Além disso, estes poros sdo reversiveis, de modo que a membrana
pode voltar a sua conformacgdo inicial passivamente. Entretanto, um poro hidrofilico pode se
tornar estdvel se seu raio for muito grande. Neste caso, o mecanismo de reparo geralmente
realizado pela célula € a anexacdo de um pedago de membrana proveniente de uma vesicula para
fechar o poro, chamado de selamento da membrana.

Acredita-se que a distancia entre os fosfolipides seja um parametro determinante para a
evolucdo de um poro hidrofébico para um poro hidrofilico (Weaver & Chizmadzhev, 1996b; Neu
& Krassowska, 1999) e a energia livre das moléculas tem uma influéncia direta na area efetiva
que essas moléculas ocupam (Lewis, 2003). Modelos de simula¢do da dindmica molecular
mostram que o evento que dispara a formag¢do de um poro hidrofilico € a passagem de um fio de
dgua pela membrana (Tieleman, 2004; Béckmann, de Groot, Kakorin, Neumann, & Grubmiiller,
2008; Levine & Vernier, 2010). Um evento importante para a formagdo de um poro hidrofilico
parece ser a movimentagao da cabega dipolar em dire¢do ao interior da membrana (Béckmann, de

Groot, Kakorin, Neumann, & Grubmiiller, 2008; Bennett, Sapay, & Tieleman, 2014). Esta
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movimentagdo pode ser facilitada por um melhor alinhamento das cabecas dipolares de uma
monocamada com E (Bockmann, de Groot, Kakorin, Neumann, & Grubmiiller, 2008) em
conjunto com ondulagdes peristalticas (Bingham & Olmsted, 2010). Outros fatores que podem
contribuir para a formacao de poros hidrofilicos sdo a espessura da membrana (Bennett, Sapay, &
Tieleman, 2014), a presenca de ions nos meios (Leontiadou, Mark, & Marrink, 2007) e diferencas
de concentragdo de ions entre os meios (DeBruin & Krassowska, 1999b; Gurtovenko &
Vattulainen, 2005; Gurtovenko & Vattulainen, 2007; Delemotte & Tarek, 2012). A maioria das
simulagdes considera membranas puramente constituidas por fosfolipides, porém existe uma
quantidade consideravel de proteinas nas membranas. A presenga delas parece elevar o limiar
para eletroporagdo (Troiano, Stebe, Raphael, & Tung, 1999; Tarek, 2005).

Lewis, 2003, propde um modelo para explicar a influéncia de um E sobre a membrana,
levando em conta as caracteristicas das moléculas fosfolipides. A Figura 1.5 A ilustra as
interacdes entre dois fosfolipides. Lewis argumenta que a interagdo hidrofébica das caudas
apolares nas regides mais proximas da interface com a 4dgua (regido amarela na Figura 1.5 A)
induz uma forte associacdo entre os fosfolipides que impede a entrada de moléculas de agua no
interior da membrana. Por outro lado, a natureza dipolar das cabecas dos fosfolipides voltadas
para a interface com a dgua induz uma forga de repulsdo entre elas. Ao mesmo tempo, uma forga
repulsiva mais fraca existe entre as cadeias apolares. O balanco dessas for¢as determina a drea

efetiva (a) ocupada pela molécula voltada para a interface com a dgua.
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an(0)  an(Ey)

Figura 1.5: A. Tlustragdo da interacdo entre dois fosfolipides na membrana. B. Energia livre média de uma molécula
de fosfolipide (n) pela area efetiva da molécula (a). Curva I representa a relagdo na auséncia de campo elétrico
externo. Curva Il representa a relagdo na presenga de um campo elétrico através da membrana de intensidade E,.
a,(0) e a,(E,) sdo os pontos de equilibrio com minima energia (modificado de Lewis, © 2003 IEEE).

A Figura 1.5 B mostra como a presenga de E altera o ponto de equilibrio do sistema. Ela
mostra um grafico da energia livre média de um fosfolipide () em fungdo da area efetiva a. A
curva I corresponde a situagdo onde ndo ha E externo e mostra a area efetiva para energia
minima: a,(0). A curva II ilustra a mesma relagdo, mas na presenca de E = E, e uma area efetiva
an(E,) maior para o novo ponto de energia minima. O aumento da area efetiva tenderia a deixar
os fosfolipides mais afastados entre si, diminuindo a barreira para a entrada de moléculas de dgua
no interior da membrana.

A eletroporagdo prejudica a permeabilidade seletiva da membrana, o que causa a sua
despolariza¢do e refratariedade elétrica. Assim, células, antes excitaveis, deixam de responder aos
estimulos (Yabe, Smith, Daubert, Wolf, Rollins, & Ideker, 1990; Li, Jones, Yee, & Klein, 1991;
Krauthamer & Jones, 1997; Sharma, Susil, & Tung, 2005). Este efeito no coragdo pode ser tanto
pro-arritmico quanto anti-arritmico (Nikolski & Efimov, 2005). De qualquer forma, midcitos
podem sofrer lesdo irreversivel pela aplicacdo de E de alta intensidade (Oliveira, Bassani, &
Bassani, 2008b). Acredita-se que a lesdo se deva principalmente ao aumento do influxo de ions
Ca”" através dos poros ndo seletivos formados na eletroporacdo (Tung, Tovar, Neunlist, Jain, &

O'Neill, 1994; Fast, Cheek, Pollard, & Ideker, 2004), causando sobrecarga de Ca* que leva a
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hipercontratura celular (Donck, Pauwels, Vandeplassche, & Borgers, 1986). A Figura 1.6 ilustra,
de maneira hiperbélica, a eletroporagio em um miécito cardiaco e o influxo suplementar de Ca**

resultante.

Figura 1.6: Ilustragio de influxo extra de Ca® num midcito cardiaco por poros no sarcolema (modificado de Bers D.
M., 2002, licenga nimero 3411451288922).

Por outro lado, o aumento local de [Ca*']; é necessério para o mecanismo de selamento,
pois trata-se de um processo de exocitose ativado pela entrada de Ca’" (Bi, Alderton, &
Steinhardt, 1995; Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, & Walter, 2008). Ele também parece
aumentar o tempo de criacdo de poros e diminuir o tempo de destruigdo dos mesmos (Levine &
Vernier, 2010). Portanto, a0 mesmo tempo em que o influxo de Ca®" dispara a citélise, ele
também ¢ necessario para o reparo dos poros abertos pela eletroporacio.

Em suma, temos dois efeitos antagonicos no procedimento desfibrilatorio:

1. A aplicag¢do de E de alta intensidade facilita a eletroporacdo, que tem efeitos tanto pro- e
anti-arritmicos;

2. O aumento de [Ca®']; pode tanto ser lesivo, causando hipercontratura, quanto benéfico,
auxiliando no selamento da membrana.

Por isso, entender a dindmica do Ca”" intracelular, em especial a resposta a E de alta
intensidade, ¢ um pilar para o aprimoramento das técnicas existentes de reanimagdo e
estimulacdo do tecido cardiaco, bem como para a elaboragdo de novas técnicas que causem a

minima lesdo possivel ao individuo.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve os seguintes objetivos:

a) Desenvolver instrumentagdo para medi¢do de fluorescéncia relacionada a concentracio de

24+ . rq s r
Ca”"citosolico em midcitos cardiacos de ratos;
b) Implementar um método para a analise das imagens de fluorescéncia geradas;
c) Realizar a comparag@o das varia¢des locais da fluorescéncia associada a concentragdo de

Ca®", ap6s aplicacdo de um pulso de campo elétrico de alta intensidade sobre midcitos

com eixo principal orientado longitudinalmente e transversalmente a dire¢ao de E.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

As células utilizadas foram provenientes de coragdo de ratos Wistar machos adultos (4-7
meses), vindos do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biologica (CEMIB/UNICAMP) e do
Biotério do Centro de Engenharia Biomédica (CEB/UNICAMP). Os ratos foram criados em
gaiolas coletivas em regime de iluminagdo 12:12 horas. Durante este periodo, eles receberam
agua e racdo ad libitum. Os animais ndo foram manipulados experimentalmente até o dia da
realizacdo dos experimentos.

O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentacdo Animal, Instituto de Biologia, UNICAMP (protocolo: 2587-1 (s) - vide Anexo
B).

3.2 SOLUCOES FISIOLOGICAS

Todas as solugdes fisiologicas usadas estdo descritas a seguir. As concentragcdes estdo
indicadas apds cada componente. As solu¢des foram preparadas com dgua do tipo I e sais de
padrdo analitico. Utilizamos como indicador de fluorescéncia o Fluo-3 porque ele requer uma
instrumentagdo mais simples do que indicadores raciométricos, além de fornecer excelente
contraste (Thomas, Tovey, Collins, Bootman, Berridge, & Lipp, 2000). Exceto quando indicado,
os farmacos foram adquiridos da SigmaChem. Co., St. Louis, MO, EUA.

e Solucdo de Tyrode normal (NT, mM): NaCl 140, KCl 6, MgCl,.6H,O 1.5, Hepes 5,

glicose 11.1, CaCl,.2H,0 1.

e Solucdo estoque de Fluo-3: 1 mM de Fluo-3 AM (acetoximetil-éster, Molecular Probes,

Eugene, OR, EUA) foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO).

e Solucdo de Tyrode para Isolamento de Células (TyCI): composi¢do igual a NT, exceto

por ter CaCl, substituido por MgCl, e conter 10 mM HEPES.
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e Solucdo Krebs-Henseleit para Isolamento de Células (mM): NaCl 115; KCI 4,6; KH,PO4
1,2; NaHCO3 25; MgS0y4 2,4; glicose 11,1.

e Solucdo Cardioplégica (Cpl-P, mM): KH,PO,4 10; KCI 30; MgCl, 1; taurina 20; glicose
11; HEPES 10; acido glutamico 70; pH 7,4 a 23° C ajustado com KOH (usada para
dissociacdo e armazenamento das células).

e Solugdo Fluo-3 para incubagdo de miocitos (NT-Fluo): 10 ul da solugdo estoque de Fluo-
3 adicionados a 10 pl de solugdo 2% (v/v em DMSO) de Pluronic (Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA) e 980 ul de NT para obter solu¢do fluo-3 a 10 uM. Pluronic ¢ um

agente dispersante que facilita a difusdo do Fluo-3 no meio aquoso.

3.3 ISOLAMENTO DAS CELULAS

Os miocitos foram isolados por digestdo enzimatica do coragdo, conforme descrito em
(Penna & Bassani, 2010). Resumidamente, o coracdo foi perfundido a 37°C em sistema de
Langendorff com a solugdo de Krebs-Henseleit por 5 min. Em seguida, o coragdo foi perfundido
com a mesma solugdo contendo 0,5 mg/ml de colagenase tipo 1 (Worthington Biochemical
Corporation, Lakewood, NJ, EUA) por 15-20 min. Procedeu-se entdo a perfusdo com solugdo
TyCI contendo albumina sérica bovina (0,5 mg/ml) por cerca de 10 min. O tecido ventricular
esquerdo foi delicadamente triturado em solug¢do Cpl-P, para dissociacdo das células. A mesma

solucdo foi usada para lavagem e armazenamento das células a 4°C.

3.4 INSTRUMENTACAO

A Figura 3.1 ilustra a montagem experimental, composta por uma camara de perfusio, um

bloco de estimulagdo ¢ um sistema de microfluorimetria.
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Figura 3.1: Montagem experimental: cdmara de perfusdo; sistema de microfluorimetria; bloco de estimulago.

3.4.1 Camara de Perfusio

As células foram depositadas em uma camara de perfusdo desenvolvida no
CEB/UNICAMP e baseada na projetada por Gomes, 1997 (Figura 3.2). Esta camara, construida
em acrilico transparente, possibilita a perfusdo dos miocitos com fluxo em regime laminar. Logo
apos a entrada (parte superior direita, Figura 3.2) existe um cata bolhas que evita que bolhas de ar
entrem na parte da cdmara onde estdo as células. Em ambas as laterais, ao longo de sua extensdo
na parte inferior, existem cavidades para a fixacdo de eletrodos. A colocacdo de dois eletrodos de
platina ao longo das laterais da camara possibilita uma distribuicdo uniforme do E no seu interior,
quando uma diferenca de tensdo € estabelecida entre eles, permitindo aproximar o arranjo ao de
um capacitor de placas paralelas (Jones, Lepeschkin, Jones, & Rush, 1978; Gomes, Bassani, &

Bassani, 2001; Oliveira P. X., 2004). O E ¢ dado pela expressdo 2.1:

E=V/d [2.1]

onde V ¢ a diferenca de potencial e d a distancia entre os eletrodos. H4 um degrau entre o

compartimento onde estdo os midcitos e a saida da camara (parte inferior esquerda, Figura 3.2)

que evita que a camara seque se o fluxo de saida de solugdo for maior do que o de entrada.
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Entrada

Figura 3.2: Camara de perfusio sobre o chariot do microscépio.

A camara fica apoiada em uma plataforma deslizante, ou chariot (Figura 3.2),
movimentada manualmente e os midcitos sdo perfundidos com solucdo NT proveniente de um

reservatdrio (seringa de 50mL).

3.4.2 Bloco de Estimulacio

O bloco de estimulagdo ¢ composto por um estimulador de baixa intensidade (EBI,
desenvolvido no CEB/UNICAMP), que fornece pulsos retangulares de tensdo elétrica (mono ou
bipolares simétricos; 0-15 V; 0,1-10 Hz; 0,1-10 ms de duracdo), um estimulador de alta
intensidade (EAI, desenvolvido no CEB/UNICAMP, patente registrada sob o n® MU8500794-3,
(Moura, Soares, Bassani, & Bassani, 2004)), que também fornece pulsos retangulares de tensdo
elétrica (mono ou bipolares simétricos; 0-150 V; 0,1-10 Hz; 0,1-10 ms de duracdo), uma chave
comutadora manual (desenvolvido no CEB/UNICAMP), a qual mantém o sincronismo do EAI
com o EBI e permite selecionar qual estimulador fornecerd o pulso a camara de perfusdo, e um

osciloscopio digital (OSC, mod. DSO3062A, Agilent Technologies Inc., Pequim, China).
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3.4.3 Sistema de Microfluorimetria

Neste sistema, a luz produzida pela 1ampada da fonte de luz (Figura 3.1) atravessa o filtro
anti-calorico. Quando o shutter € aberto, a luz atinge o filtro de excitacdo, parte de um conjunto
de filtros opticos para fluorescéncia, que deixa passar somente a luz em um comprimento de onda
(luz azul). A luz ¢ refletida em direcdo aos midcitos pelo espelho dicroico fixado num angulo de
45° (em relacdo ao plano da mesa) dentro de um cubo Optico. A luz € absorvida quando o
indicador de fluorescéncia Fluo-3 estd carregado nos midcitos e ligado a Ca®". Nesse caso, as
moléculas de Fluo-3 sofrem um re-balanceamento energético de elétrons e, apos um curto
periodo de relaxamento, passam a emitir luz com comprimento de onda na faixa do verde, o que
permite rastrear fons Ca”". A imagem do midcito produzida por essa emissdo é ampliada por uma
lente objetiva acoplada a um trocador de lentes. A imagem atinge o espelho dicroico e o
atravessa, passando pelo filtro de emissdo, posicionado na parte de baixo do cubo Optico. A
imagem ¢ refletida, por um espelho de aluminio orientado a 45° (135° em relacdo ao plano da

mesa), € projetada no sensor EMCCD da camera fixada na lateral.

3.4.3.1 Fonte de Luz, filtro anti-caldrico e shutter

Adaptamos uma fonte de luz (Zeiss Halogen 100W), baseada em lampada halégena 100W
(3600 Im, mod. HLX-A150-15, OSRAM, Munique, Alemanha), ao sistema de microfluorimetria.
A Figura 3.3 mostra o desenho da caixa da lampada com seus componentes. A caixa abriga a
lampada, um espelho refletor, uma lente coletora e um difusor. O espelho serve para direcionar a
luz emitida na direcdo oposta e concatena-la com a luz emitida na saida. A lente coletora tem a
funcdo de alinhar os feixes de luz e o difusor serve para evitar a projecdo do filamento de
tungsténio sobre a célula. A parte de cima apresenta fendas em diagonal para refrigeracdo natural

do sistema por conveccao do ar.
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Figura 3.3: Desenho da caixa da lampada haldégena (modificado de Zeiss, 2014).

As lampadas de tungsténio-haldgenas fornecem uma distribui¢do continua da luz dentro

do espectro visivel (Zeiss, 2014) e apresentam baixa emissdo nos comprimentos de onda do ultra-

violeta. Além disso, o espectro de emissdo varia com a temperatura do filamento de tungsténio.

Durante operacdo, a temperatura pode variar de 2500°C a 3000°C, esta ultima corresponde a uma

temperatura de cor de 3080K (Zeiss, 2014). A Figura 3.4 mostra o espectro de emissdo da

lampada para duas temperaturas de cor. Nota-se um aumento do fluxo radiante na regido dos

comprimentos de onda visiveis quando a temperatura ¢ maior e, a0 mesmo tempo, uma

diminui¢do para a regido do infravermelho.
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Figura 3.4: Espectro de emiss@o de lampada haldégena (modificado de Zeiss, 2014).

Mesmo assim, a maior parte da energia emitida por estas lampadas € dissipada como calor
nos comprimentos de onda infra-vermelho, desta forma, a introdugdo de um filtro anti-calérico ¢
fundamental para amenizar danos caldricos aos filtros opticos.

O filtro utilizado para absorver as radiagdes infra-vermelhas foi o filtro anti-calorico
SCHOTT modelo KG1 (SCHOTT North America, Inc., Elmsford, NY, Estados Unidos). A

Figura 3.5 apresenta seu espectro de transmissao.
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Figura 3.5: Espectro de transmissdo do filtro anti-calérico SCHOTT KG1.
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Ele tem como caracteristica absorver luz com comprimento de onda na faixa do
infravermelho (>700nm) e em boa parte do ultra-violeta (<300nm) enquanto transmite a luz
visivel ( >91% para verde e azul).

O shutter colocado apds a saida da fonte de luz permite manter a fonte de luz ligada até
que a temperatura da ldmpada se estabilize sem que a luz chegue a amostra, minimizando o

desbotamento do indicador de fluorescéncia.

3.4.3.2 Filtros Opticos e Suporte para Cubos Opticos

O conjunto de filtros dpticos para fluorescéncia € destinado a indicadores de fluorescéncia
como Alexa 488, FITC, Fluo-3, Fluoresceina, entre outros (Filter Set 46 HE, Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha). Ele ¢ constituido do um filtro de excitacdo (500nm com banda de
25nm), um espelho dicrdico (515nm) e um filtro de emissdo (535nm com banda de 35nm). A
Figura 3.6 mostra os espectros de transmitancia dos filtros supracitados (vermelho, cinza e azul,
respectivamente) e também os espectros de eficiéncia de excitagdo (curva laranja) e emissdo

. . A . . +
(curva verde) do indicador de fluorescéncia associada ao Ca®", Fluo-3.
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Figura 3.6: Caracteristicas do conjunto de filtros opticos Zeiss (46 HE): transmitancia de filtro de excitagdo em azul,
espelho dicrdico em cinza e filtro de emissdo em vermelho; eficiéncia de excitagdo do Fluo-3 em laranja e de
emissdo do Fluo-3 em verde (modificado de Zeiss, 2014Db).

O conjunto de filtros foi inserido num cubo para filtros Opticos (moddulo refletor FL)

apresentado na Figura 3.7.

Figura 3.7: Cubo para filtros opticos.

Em outro cubo, foi inserido um espelho de aluminio primeira superficie num angulo de
45°. Os dois cubos Opticos foram acoplados num suporte para cubos na parte central do sistema.
Esse suporte foi projetado para que os cubos ficassem fixos e perfeitamente alinhados com a lente

objetiva.
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3.4.3.3 Trocador de Lentes Objetivas e LED

O trocador de lentes foi introduzido no sistema para intercambiar as lentes objetivas de 10x
(10/0.22 160/-, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e de 40x (FL 40/1.30 160/0.17, Leica,
Wetzlar, Alemanha) com praticidade. A objetiva de 10x proporciona um campo de visdo mais
amplo da camara de perfusdo e ¢ usada numa etapa de sele¢do de uma célula de interesse. A
objetiva de 40x focaliza e amplia a célula de interesse, aumentando a resolug¢do espacial ainda
que restrinja o campo de visdo.

O LED ¢ necessario para se observar as células na etapa de selecdo da célula de interesse.
Foi utilizado um LED RGB porque a possibilidade de poder trocar rapidamente a faixa de
comprimentos de onda emitida entre azul, verde e vermelho se mostrou vantajosa, pois torna o
sistema versatil, ou seja, permite que se possa utilizar alguns outros conjuntos de filtros sem
grandes modificagdes fisicas no sistema. Além disso, quando a emissdo do LED ¢ feita no verde,
pode-se visualizar os midcitos sem que seja necessdrio retirar o cubo com o conjunto de filtros de

fluorescéncia ja que a faixa de passagem do filtro de emissdo condiz com a emissdo do LED.

3.4.3.4 Camera com sensor EMCCD

Neste trabalho, buscamos fazer o registro de fluorescéncia a maior taxa de aquisi¢do
possivel para quantificar com boa precisdo os transientes locais relacionados a [Ca®']. Portanto,
escolhemos uma camera mostrada na Figura 3.8 (mod Ixon-3, Andor Technology, Belfast, Reino
Unido) com sensor EMCCD (Electron Multiplying Charged Coupled Device). A camera dispoe
de varias caracteristicas de interesse para este trabalho como um sensor com 512x512 pixels,
binning de 1x1, 2x2 e 4x4, eficiéncia quantica (conversio de foton para elétron) em torno de 90%
para toda faixa de comprimentos de onda do espectro visivel, ganho EM (Electron Multiplying)
de até¢ 1000x e frequéncia de leitura de pixel de 10MHz. A taxa de aquisi¢do de imagens depende
das configuragcdes da camera, tais como binning, tamanho da regido utilizada do sensor (por
exemplo, utilizar uma janela diminui o nimero de pixels utilizados e pode aumentar a taxa de

aquisi¢do) e especialmente o tempo de exposicao.
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Figura 3.8: Camera com sensor EMCCD.

As imagens sdo enviadas para o sistema de aquisicdo de dados, que ¢ composto por um
computador (processador Intel Core 17, 3,06 GHz, 8 GB RAM, 1,5 TB ¢ 2TB de HD) com o

respectivo software da camera (Andor 1Q2 2.7).

3.4.3.5 Bancada de Trabalho Escura

Experimentos com fluorescéncia geralmente requerem um ambiente escuro, pois a luz
ambiente pode penetrar no sistema e introduzir ruido nas imagens de fluorescéncia. Portanto,
desenvolvemos um suporte com hastes de metal que envolve todo o sistema. Ele tem dois
propositos: bloquear luz externa sobre o sistema e amortecer vibragdes externas que por ventura
possam perturbar o registro das imagens.

O suporte, cujo desenho com o sistema de microfluorimetria ¢ mostrado na Figura 3.9,
consiste de uma base contendo uma plataforma anti-vibrag¢do (pedra de marmore colocada sobre
cinco camaras de ar), 4 hastes de ago que ligam os cantos da base ao topo do suporte, onde sdo
inter-conectadas por outras hastes € uma cortina de tecido corta-luz envolvendo todo o suporte
(ndo mostrada na Figura 3.9). Na parte frontal, ¢ possivel abrir a cortina ao soltar ziperes nas

laterais.
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Figura 3.9: Desenho da bancada de trabalho escura (sem cortina) com o sistema de microfluorimetria.

3.5 SOFTWARE DE ANALISE

Um software especifico para analisar os videos de fluorescéncia foi desenvolvido em
MATLAB (versdo 7.8.0.347 - Estados Unidos). O programa processa os videos e realiza, ao
mesmo tempo, dois tipos diferentes de andlise comparativa local da fluorescéncia: numa delas,
ele calcula e compara as médias de fluorescéncia normalizada em regides de interesse (Regions of
Interest - ROIs) e, em outra, ele calcula areas cujo aumento de fluorescéncia ultrapassou um certo

limiar, nessas mesmas ROIs. A Figura 3.10 mostra um fluxograma simplificado do software.
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Figura 3.10: Fluxograma simplificado do software de analise de videos de fluorescéncia. IMVF: Imagem Média da
Variagdo de Fluorescéncia em resposta a estimulos de baixa intensidade. Imagem do Choque: imagem no pico de
fluorescéncia pos-choque.
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O software dispde de uma interface grafica e processa o video seguindo uma série de
comandos do usudrio. Numa etapa preliminar a execucdo do software desenvolvido, aplica-se um
filtro gaussiano com raio de 1 pixel sobre o video de fluorescéncia por meio do software Imagel
(versdo 1.47b - Estados Unidos) para atenuacdo de ruido e redugdo do efeito de artefato de
movimento. Em seguida, inicia-se o software desenvolvido. Sua primeira etapa ¢ selecionar e
abrir o video em questdo. Este ¢ entdo apresentado na tela principal juntamente com um grafico
de sua média de fluorescéncia pelo tempo. O grafico, em todos os experimentos, possui um

tracado tipico: uma linha de base com alguns picos a cada 2 segundos (estimulagdo a 0,5Hz). A

Figura 3.11 mostra um gréafico de exemplo com este tracado.
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Figura 3.11: Gréfico da média de fluorescéncia pelo tempo. AF.nsienie: Variagdo de fluorescéncia em resposta a
estimulo de baixa intensidade. AFpoqe: variagdo de fluorescéncia em resposta a estimulo de alta intensidade.

O valor basal corresponde a fluorescéncia da célula durante o repouso. Os picos de
fluorescéncia sdo evocados pela aplicacdo dos estimulos elétricos de baixa intensidade ou pelo
estimulo de alta intensidade (choque), o qual ¢ facilmente identificavel, pois € sempre maior que
os demais e altera drasticamente o valor de base apos sua aplica¢do. A varia¢do de fluorescéncia
entre o repouso e o pico de fluorescéncia evocado por um estimulo de baixa intensidade ¢ aqui
denominada AFi.nsiene. A variacdo entre o repouso € o pico de fluorescéncia evocado por
estimulo de alta intensidade ¢ denominada variagdo de fluorescéncia pos-choque (AFchoque)-

O primeiro passo da etapa de processamento consiste em obter uma imagem média

padronizada que corresponda a AFpsiente, chamada Imagem Média da Variagdo de Fluorescéncia
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(IMVF). Esta imagem serve como base para o cdlculo de mdascaras sobre o video e também
participa do cdlculo do limiar de fluorescéncia. A Figura 3.12 é um detalhamento da caixa "Cria
IMVEF" da Figura 3.10 e apresenta o fluxograma especifico que define as agdes do programa

nesta etapa. Algumas imagens de exemplo acompanham os fluxogramas especificos que seguem.

Cria
IMVF

[ Traga Grafico de J
a . s e deFl éncia da Célula
Fluorescéncia Média 1o pico de transiente

Aguarda Usudrio Definir Aguarda Usudrio Definir)
Picos de Referéncia Pico Maximo (Choque)J‘

l

Aguarda Usuario Definir
Pontos de Referéncia na Base

- Calcula Equagdo de Reta para
Desbotamento? _—

Média das Imagens na Linha de B:

Nao

A4
Corre¢dao Desbotamento

Conversao da Reta em Matrizes
com Nivel de Cinza Equivalente

Imagens

Corregdo
Desbotamento

Imagem Média das Imagens
de Pico (IMpicos)

Imagem Média das Imagens
na Linha de Base (IMss)

Figura 3.12: Fluxograma do Bloco "Cria IMVF".

No topo da Figura 3.12 existe uma imagem de fluorescéncia de uma célula no pico de
fluorescéncia induzido por um estimulo de baixa intensidade antes de qualquer processamento do
programa. Esta imagem ¢ uma amostra do video que o programa recebe como entrada. Apos

tragado o grafico da fluorescéncia global da célula com relacdo ao tempo (Figura 3.11), o



30

programa aguarda que o usudrio defina trés intervalos quando a célula estd em repouso (circulos
pretos na linha de base do grafico, Figura 3.11), trés picos de fluorescéncia evocado por estimulo
de baixa intensidade seguintes a cada intervalo (picos de AFiansiente, OU S€ja, tridngulos pretos na
Figura 3.11) e, por fim, aguarda o ponto do pico em resposta ao estimulo de alta intensidade (pico
de AF choque, 1lustrado por tridngulo vermelho na Figura 3.11). Estes pontos, que correspondem a
imagens no video, serdo usados para obter algumas imagens médias. Vale lembrar aqui que a
média dos valores de pixels de uma imagem resulta num escalar enquanto que a média de uma
série de imagens resulta numa imagem (ou matriz) média. Deste modo, o programa produz uma
imagem média a partir da média do valor de cada pixel entre as imagens dos intervalos
selecionados na linha de base (IMg,s¢) € uma outra imagem média construida a partir da média do
valor de cada pixel das imagens dos picos de AFansiente (IMpicos)-

Dependendo do tempo em que a célula foi exposta a luz antes do registro em video, o
indicador de fluorescéncia pode sofrer desbotamento. Isto também pode ser identificado no
grafico da média de fluorescéncia por uma leve e constante queda da linha de base ao longo do
tempo (queda ausente na Figura 3.11). Apesar do decaimento de fluorescéncia de um indicador
de fluorescéncia ter um comportamento exponencial (Thomas, Tovey, Collins, Bootman,
Berridge, & Lipp, 2000), aproximamos o decaimento para uma reta visto que o tempo de
aquisi¢do de imagens foi curto e o resultado foi muito satisfatdrio. Portanto, o programa oferece a
possibilidade de correcdo do desbotamento, subtraindo este deslocamento decrescente das

imagens. A Figura 3.13 mostra um exemplo de grafico com desbotamento.
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Figura 3.13: Grafico exemplo da média de fluorescéncia pelo tempo com decaimento da linha de base
(desbotamento).

O programa calcula uma equacdo de reta para os pontos dentro dos intervalos
selecionados pelo usudrio na linha de base do grafico de fluorescéncia média (regido entre
circulos pretos na Figura 3.11) pelo método dos quadrados minimos, o que resulta numa reta com
coeficiente angular negativo, mostrada na Figura 3.13. Em seguida, cria uma série de matrizes
correspondentes a cada frame do video. Dentro de cada matriz, ele atribui 0 mesmo valor a todos
os seus pixels. Este valor ¢ exatamente a variagdo entre a linha pontilhada e a reta decrescente da
Figura 3.13 para cada frame. Caso se queira correcdo de desbotamento, essas matrizes de
corre¢do de desbotamento sdo subtraidas de seus respectivos frames, fazendo com que a Mg, €
a IMpicos sejam geradas somente apos essa consideracdo. A IMVF ¢ fabricada pela subtracido da
IMpicos pela IMp,se (Figura 3.12). Caso néo seja necessdria correcdo de desbotamento, a IMVF ¢
gerada da mesma forma, porém sem a etapa de subtracdo de matrizes de corre¢do de
desbotamento. Um exemplo de uma IMVF € mostrado na parte inferior da Figura 3.12.

Com a IMVF criada, a prédxima etapa € a criagdo de mascaras e ROIs, como indicado na
Figura 3.10. Aqui, entende-se por mdscara a regido delimitada por um contorno numa imagem
binaria (preto ou branco) enquanto uma ROI ¢ o resultado da aplicacdo desta méscara sobre uma
imagem com niveis de cinza (16bits). A etapa "Cria Méscara da Célula ¢ ROIs do Anodo e
Cétodo" € melhor caracterizada na Figura 3.14. O programa transforma a IMVF em uma imagem
bindria, usando como valor de corte a média de fluorescéncia de seus pixels. Em seguida, aplica

um processo de fechamento usando como elemento estrutural um quadrado com lado de 3 pixels.
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O fechamento preenche buracos no interior da méscara e suaviza as bordas. A mascara da célula
fica como o exemplo na Figura 3.14, onde pixels com valor nulo sdo mostrados em preto e pixels
com valor unitario sdo brancos. Uma multiplicag¢do pixel a pixel da méscara pelas imagens anula
a regido de fundo enquanto preserva os valores dos pixels que representam a fluorescéncia da
célula. Portanto, ela serve para excluir o plano de fundo, garantindo que as medidas serdo feitas
apenas para a fluorescéncia no interior da célula. O resultado é como uma ROI da célula inteira.
Cria-se um contorno da célula aplicando-se 0 método de Canny (Canny, 1986) sobre a mascara.

Uma imagem do contorno também ¢ mostrada na Figura 3.14.

Cria Mascara da Célula
e ROIs do Anodo e Catodo

Binariza IMVF a
Partir da sua Média

Cria Mascara: Aplica Fechamento
na Imagem Binaria com
Elemento Quadrado 3 Pixels
Cria Contorno: Aplica Método Canny
na Mascara para ldentificar Bordas

Conta Pixels da Mdscara: de Baixo para
Cima, da Esquerda para a Direita

Atingiu
10% do Total?

Sim

Define Limite da Define Limite da
ROI do Anodo ROI do Citodo

ntor; ROI do Anodo: ntorn ROl 5 :

ontorno desde Cima até Contorno desde Limite da

Limite da ROI do Anodo ROI do Cétodo até Embaixo

A : Mascara da ROl do Cétodo:
Preenche Interior do ] Preenche Interior do
Anodo Contorno da ROl do Catodo
Desenha Contornos
das ROIs sobre Video

Baixo, da Esquerda para a Direita

Ecmta Pixels da Mascara: de Cima parﬂ

Figura 3.14: Fluxograma do Bloco "Cria Méascara da Célula e ROIs do Anodo e Catodo".
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Agora o programa determina as ROIs do dnodo e do céatodo, isto €, as suas mascaras e
contornos. Foram geradas areas nas extremidades da célula que correspondem, cada uma, a 10%
da area total. Esta porcentagem pode ser alterada pelo usuario, no entanto, a escolhemos como tal
porque visualmente ela se mostrou grande o suficiente para englobar toda a extensdo de
membrana da célula voltada para cada eletrodo (em ambas as orientagcdes) a0 mesmo tempo em
que ndo invadia o centro da célula. Pela mascara da célula, sabe-se o nimero total de pixels que
representa a célula, portanto o programa conta os pixels a partir de cada extremidade até atingir
10% do total. A linha que contiver o pixel que completa os 10% ¢ definida como o limite da ROI
em construcdo. Desta forma, junto com o contorno da célula, define-se o contorno de uma ROI
por meio da conexdo da linha do limite da ROI com o contorno da extremidade mais proxima. As
mascaras das ROIs s@o criadas preenchendo-se o interior de cada contorno com valores unitarios.
Essas mascaras permitem quantificar somente os pixels contidos nas ROIs e sdo mostradas na
Figura 3.14, bem como seus contornos, 0s quais servem para apresentar ao usudrio o resultado
obtido (imagem inferior da Figura 3.14).

Continuando a sequéncia da Figura 3.10, o préximo bloco contém a eliminagdo do plano
de fundo. O fluxograma detalhado deste bloco corresponde a Figura 3.15. Inicialmente o software
percorre o video e vai padronizando cada imagem para que o video resulte em variagdes que
partam aproximadamente de zero. Isto ¢, ele subtrai de cada frame a Mg, €, caso se deseje
corrigir desbotamento, também subtrai a matriz de corre¢@o de desbotamento correspondente. De
qualquer forma, ele gera as imagens que representam apenas variacdes de fluorescéncia, pois
retira o offset de fluorescéncia no repouso. Por exemplo, imagens de momentos em que a célula
estd em repouso se tornam frames escuros, pois estes frames sdo praticamente iguais a [Mpyse,
enquanto que nos frames durante os transientes e pos choque é possivel ver claramente a
fluorescéncia da célula.

O programa cria cada ROI aplicando as respectivas mascaras sobre cada imagem de
variagdo. Na sequéncia, ele calcula os pardmetros que aparecerdo na primeira saida: as médias de
fluorescéncia normalizadas para a célula e para cada ROI ao longo do tempo. O limite inferior da
normaliza¢do do grafico ja estd definido e implementado porque as imagens estdo padronizadas
para que os valores de seus pixels partam de aproximadamente zero. Portanto, para obter as
médias normalizadas, falta estabelecer um limite superior para o grafico. Para isso, o programa

calcula a média dos valores dos pixels da IMVF para a célula e para cada ROI. Estes serdo
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considerados os limites superiores da normalizacdo do grafico de fluorescéncia média porque
representam os maximos médios dos transientes. Por fim, as médias de fluorescéncia
normalizadas sd@o obtidas por meio da média dos valores dos pixels dentro de cada imagem
dividida pelo limite superior (para a célula inteira e para cada ROI). Desta forma, durante os
transientes, os valores do grafico variam entre de 0 e 1. Os valores s6 podem superar 1 caso a
célula, em algum momento, forne¢a uma média de fluorescéncia maior do que aquela da IMVF.

Tal momento ¢ evidente apos aplicacdo do estimulo de alta intensidade.
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Figura 3.15: Fluxograma do Bloco "Elimina Plano de Fundo, Calcula Médias de Fluorescéncia e Define Imagem do
Choque".
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Enquanto o software calcula estas médias, ele busca pela imagem com a maior média de
fluorescéncia. Ao encontra-la, ele a define como Imagem do Choque (Figura 3.15). Ela ¢ a
imagem onde ocorre AFchoque-

Quando termina de percorrer o video, o programa calcula a média de fluorescéncia na
ROI do anodo para a IMVF (AFiansiente anodo) € para a Imagem do Choque (AFchoque anodo)-
Claramente AFansiente anodo, € Normalizado pela ROI do anodo, torna-se igual a unidade, pois
trata-se do proprio limite superior da normalizacdo dessa ROI, mas aqui estamos nos referindo a
valores ndo-normalizados. Estas defini¢des serdo fundamentais para o proximo bloco da Figura
3.10, também detalhado na Figura 3.16: "Calcula Limiar e Pinta Pixels com Aumento Superior ao

Limiar".
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Figura 3.16: Fluxograma do Bloco "Calcula Aumento Limiar e Pinta Pixels com Aumento Superior ao Limiar".

A primeira etapa ¢ calcular o limiar de pixel que determinara se pixels serdo marcados em
vermelho ou ndo. Este limiar deve estar pouco abaixo do maximo de fluorescéncia do video. Por
1sso, seu calculo se realiza sobre a regido do anodo, pois foi mostrado que choques monopolares
causam maior eletroporagdo nesta regido (Knisley & Grant, 1995) e, portanto, espera-se um
maior aumento da concentragdo de cdlcio nessa regido, por consequéncia, um maximo de

fluorescéncia logo apods a aplicacdo do choque.
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A Figura 3.17 apresenta um tragado de fluorescéncia média normalizada na ROI do anodo
pelo tempo. O aumento maximo de fluorescéncia (AMF) ¢ a razdo entre AFchoque anodo €

AF transiente_anodo, COMO mostra a expressio 2.2 :

AMF — AFchoque_émodo [22]

AFtransiente_énodo

AMF ¢ um termo de ganho geral utilizado sobre ambas as ROIs e sobre a c€lula inteira,
apesar de ter sido calculado sobre a ROI do dnodo. Se subtrairmos 1 de AMF, teremos apenas o
aumento supra-transiente de fluorescéncia pds-choque. Deseja-se destacar apenas os pixels que
tiveram um aumento de valor significativo, fornecendo uma nogao espacial de possiveis lesdes no
sarcolema. Assim, o limiar foi definido como 90% apenas sobre o aumento supra-transiente,

como mostra a expressdo abaixo:

Limiar =[0,9 X (AMF —1)]+1 [2.3]

Volta-se a somar 1 depois para que o programa possa comparar adequadamente o
aumento de cada pixel com o Limiar. Por exemplo, na Figura 3.17, se AMF = 1,2, os pixels com
um aumento igual ou superior a 1,18 com relacdo a Imagem Transiente Padrdo serdo marcados
em vermelho e devidamente quantificados. A titulo de comparagdo, se aplicdssemos a
porcentagem diretamente sobre AMF (0,9 x AMF), teriamos um limiar de 1,08. Isto mostra que

buscamos ser mais rigorosos no célculo desse limiar, aproximando-o mais de AMF.
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Figura 3.17: Fluorescéncia Média Normalizada na ROI do anodo em fun¢do do tempo: aumento maximo de
fluorescéncia (AMF). AFqpoque anodo €5t4 igual a AMF neste caso porque o gréafico estd normalizado pela média de
fluorescéncia de IMOFT na ROI do dnodo, que é AF yansiente anodo- N@ ROI do cdtodo e na célula inteira, essa igualdade
ndo ocorre.

Voltando na Figura 3.16, apds calcular o limiar, o programa inspeciona o video, pixel a
pixel, imagem a imagem, verificando se o valor normalizado do pixel ¢ maior ou ndo do que o
limiar. Se for maior, o programa pinta o pixel de vermelho e averigua se este pixel estd contido
em alguma das duas ROIs. Se estiver, o programa incrementa o numero de pixels pintados
naquela ROI daquele frame. Se ndo estiver, de qualquer forma ele esta dentro da célula, entdo o
programa incrementa o numero de pixels pintados naquele frame. Isto se repete até o fim do
video.

Finalizando o fluxograma da Figura 3.10, o software traga um grafico normalizado da
fluorescéncia média em fungdo do tempo para a célula inteira, ROI do cdtodo e ROI do anodo.
Em seguida, traca um grafico da razdo da area em vermelho pela area total da célula, em fungao
do tempo, também para célula inteira, ROI do catodo e ROI do anodo. O programa permite salvar

o video de variagdo com os pixels pintados.
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3.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A Figura 3.18 resume as etapas do protocolo experimental explicado a seguir.

Deposicao )
Serosiie  [IEEED)  perusio

Limpezada m Colageno
Camara de Perfusao 9

Determinagao
do Limiar de
Estimulagao

Escolha da
Célula de Interesse

Lavagem do
Indicador Fluo-3

das Ir Intensidade

HHE

Determinacao . .
Liga Fonte |:> do Limiar de Inicia Registro |_: > Estimulos de Baixa
de Luz Estimulacao

9

1 Estimulo de Alta
Intensidade

Figura 3.18: Etapas do Protocolo Experimental.

Antes de cada experimento, a camara de perfusdo e os eletrodos foram limpos com etanol
70%, lavados com agua deionizada e secados por aproximadamente 20 minutos. Em seguida,
uma fina camada de coldgeno foi aplicada na laminula no fundo da cdmara para melhorar a
fixagdo das células. Aguardou-se novamente 20 minutos para, em seguida, adicionar 0os miocitos.
Neste momento foram posicionados os eletrodos e mais 20 minutos foram aguardados para
decantagdo das células no fundo da camara. A preparagdo foi perfundida com solucdo NT com
temperatura entre 23 e 25°C, a taxa de 1 a 2 ml/min. Ligou-se o LED no verde para observagao
dos midcitos. A etapa de escolha da célula de interesse consistiu na busca de uma célula cuja
orientacdo de seu maior eixo fosse paralela ou perpendicular as linhas de campo elétrico. A célula
também deveria ser capaz de responder aos estimulos elétricos por meio de contragdes. O EBI foi
configurado para gerar pulsos bipolares supra limiar de estimulagdo com duracdo total de 10ms a

uma frequéncia de 0,5Hz. A amplitude dos pulsos do EBI foi diminuida gradativamente até
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chegar ao limiar de estimulagdo. Ele correspondia ao valor mais baixo de tensdo aplicada para o
qual o midcito ainda realizava contragao.

A estimulacdo foi desligada, o LED apagado, as cortinas fechadas e 225uL da solugao
NT-Fluo para incubacdo foram adicionados a cdmara de modo a atingir uma concentragdo de
cerca de 3uM de Fluo-3. O tempo de incubagdo foi de 30 minutos em ambiente escuro. Em
seguida, as células foram perfundidas com NT por 20 minutos para eliminar o indicador do meio
extracelular (lavagem do indicador).

As células carregadas com Fluo-3 foram novamente estimuladas pelo EBI a 0,5 Hz, com
estimulos bipolares de baixa poténcia (1,2 vezes o limiar e duracdo total de 10 ms) ainda com as
luzes apagadas. A luz de excitagdo (fonte de luz) era entdo acesa, determinava-se novamente o
limiar de estimulagcdo e gravava-se um video da fluorescéncia do midcito que estava sendo
estimulado. Apds alguns pulsos de baixa intensidade, aplicava-se um pulso de alta intensidade
(cerca de 15 vezes o limiar de estimulagao).

A taxa de aquisi¢@o de imagens ¢ inversamente proporcional ao tempo de exposi¢do. Para
maximizar a taxa de aquisi¢do, ajustamos o tempo de exposi¢do e o ganho da camera EMCCD,
resultando num baixo tempo de exposicdo para um ganho elevado. Os pardmetros da camera
foram: binning 2x2, ganho 300x e tempo de exposi¢do de 13ms. O binning 2x2 permitiu
aumentar radicalmente a taxa de aquisi¢do em comparacdo com o Ix1 além de melhorar o
contraste a custa de perda de resolugdo espacial. O ganho 300x é o mdximo recomendado pelo
manual da cadmera quando a refrigeragdo do sensor € feita apenas com o cooler da camera. As
imagens de fluorescéncia ainda foram janeladas num retangulo compreendendo o midcito, pois
isto também resultava em ganho na taxa de aquisi¢do ja que menos pixels sdo transmitidos. Por
isso, as taxas de aquisi¢o ndo foram exatamente as mesmas em cada experimento (diferentes
tamanhos de janelas). Mais, a camera apresenta uma leitura de pixels mais rapida na horizontal
do sensor do que na vertical. Com isso, as c€lulas do grupo transversal, dispostas na horizontal,
apresentaram taxa de aquisi¢@o superior as do grupo vertical. A taxa de aquisicdo média das
células do grupo transversal foi de 49,5 FPS (Frames por segundo) e a do grupo longitudinal foi
de 35,55 FPS.

Os videos produzidos foram analisados pelo software de andlise desenvolvido neste

projeto.
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3.7 CALCULO DA VARIACAO DO POTENCIAL TRANSMEMBRANA

A fim de se ter uma estimativa do perfil da variacdo de potencial transmembrana induzida
pelo E externo, calculamos a variagdo do potencial transmembrana maximo adotando o modelo
do esferdide prolato proposto pro Klee e Plonsey, 1976. A superficie da célula é aproximada a

um esferdide descrito pela equagdo 2.4
x2/a? +y?/a? +z%/c? =1 [2.4]

onde a ¢ o comprimento do menor semi-eixo € ¢ € o comprimento do maior semi-eixo.
Considera-se uma membrana néo-condutora e um campo elétrico genérico (E = Eg,X + Egyy +

E,,z) é aplicado. De acordo com os autores, isto resulta na seguinte distribui¢do de potencial

AV (x,y,2) = (Egxx + Egyy)A + (Eo,2)C [2.5]

na qual,
1 1-€2, 1-€\) !
a={1-=(e+==mS)} [2.6]
_14-1
C= {1 - %[26(62 —1)—(1—¢€?) 1n£]} [2.7]
e=(1-a%/c?)1/? [2.8].

No nosso caso, os campos elétricos foram aplicados somente na dire¢do z (E = E,Z) para

as células do grupo longitudinal e somente na direcdo x (E = EyX) para as células do grupo

transversal. Considerando isso na equacdo 2.5, temos:

AV, (2) = (Eoz)C [2.9]
AV, (x) = (Epx)A [2.10].
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A equagido 2.9 corresponde a variagdo de potencial transmembrana do grupo longitudinal
e a equacdo 2.10, do grupo transversal. Durante estimulo por campo elétrico limiar, temos
E, =Er.

As variagdes maximas ocorrem nas extremidades. Com isso, as equagdes para AV,

para os grupos longitudinal e transversal, sdo, respectivamente:

AV,panr = EqcC [2.11]
AV,unr = Erad [2.12].

3.8 ANALISE ESTATISTICA

O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov foi aplicado sobre os seguintes parametros
de células orientadas na longitudinal e na transversal: 2¢, 2a, Et € AVsr. Em seguida, teste t-
Student ndo pareado foi aplicado para os mesmos pardmetros comparando os grupos longitudinal
e transversal.

Numa primeira etapa, a fim de investigar de maneira geral as variagdes de fluorescéncia
nas extremidades das células, juntou-se os grupos transversal e longitudinal e aplicou-se o teste t-
Student pareado, entre ROI de anodo e ROI do céatodo, para os pardmetros: média de
fluorescéncia normalizada e razdo de éreas.

Por fim, para uma analise que contemplasse concomitantemente tanto as regides da célula
quanto o grupo, realizou-se teste ANOVA bi-fatorial, cujos fatores foram direcdo de E, isto &,
transversal e longitudinal, e regido (anodo e catodo). O teste foi feito sobre as duas saidas do
programa: média de fluorescéncia e razdo de areas. Pos-teste de Bonferroni foi aplicado quando
houve diferenca estatistica no teste ANOVA. Em todos os testes, os grupos foram considerados

estatisticamente diferentes para P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 INSTRUMENTACAO

A Figura 4.1 A ¢ uma foto do sistema de microfluorimetria construido, com os principais
elementos indicados, conforme a instrumentagdo apresentada na se¢do 3.4. A Figura 4.1 B ¢ uma
foto mais distante do sistema, mostrando a bancada de trabalho escura, o que inclui a cortina vista

pelo exterior e a plataforma anti-vibragao.

»

o Y l 4
Sisteniarclel v

g
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para Cubos

o == Bk de A & Plataforma
:_Ma'_rmgrej Microscépio . EEANti-vibracao—

Figura 4.1: A. Foto do sistema de microfluorimetria com os principais componentes indicados. B. Foto do sistema
com bancada de trabalho escura.

O conjunto com fonte de luz com lampada haldgena, filtro anti-calorico e shutter foi
capaz de excitar o indicador de fluorescéncia Fluo-3 o suficiente para que sua emissdo fosse
registrada pelo sensor EMCCD da camera, sem danificar o conjunto de filtros opticos e sem gerar

efeito foto-toxico sobre as células. Considerando as atenuagdes sofridas pela luz (A=500 nm) até
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atingir a camara de perfusdo, podemos observar nos graficos de transmitancia do filtro anti-
calorico (Figura 3.5) e do filtro de excitagdo (Figura 3.6) que eles permitem a passagem de cerca
de 94% e 95%, respectivamente. O espelho dicroico reflete toda a luz no comprimento de 500nm,
portanto nao ha atenuacdo. A transmitancia de uma objetiva 40/0.75 sem imersdo, também para
500nm, ¢ de aproximadamente 98% (Anexo - Figura A.l). Portanto, podemos estimar uma
transmitancia total de cerca de 87,5%.

O sucesso na obtencdo das imagens de fluorescéncia se deveu também a correta sele¢ao
do conjunto de filtros dpticos. Veja como uma regido bem prdxima ao pico do espectro de
excitacdo do Fluo-3 concorda com a faixa de passagem do filtro de excitagdo (Figura 3.6, curvas
laranja e azul, respectivamente) ao mesmo tempo que o pico de emissdo do Fluo-3 esta
compreendido na faixa de passagem do filtro de emissdo (Figura 3.6, curvas verde e vermelha,
respectivamente). Além do mais, o espectro do espelho dicroico (Figura 3.6, em cinza) reflete a
faixa que o filtro de excitagdo deixa passar, visto que a curva cinza ndo concorda com a azul,
enquanto possibilita a passagem nos comprimentos de onda emitidos como fluorescéncia, uma
vez que a curva cinza compreende a curva vermelha.

O suporte para cubos Opticos produzido garantiu um preciso alinhamento dos cubos
opticos com a lente objetiva do trocador e com a camera. Isto pode ser observado pelas imagens
capturadas pela cadmera: a imagem de um miodcito com a objetiva de 40x preencheu
completamente o sensor da cAdmera e ndo existiram regides com sombras causadas por bloqueios
parciais do caminho dptico. Configurando a camera com binning 2x2, obtivemos um tamanho de
pixel de aproximadamente 0,74x0,74um. Isto corresponde a um aumento do tamanho real da
célula de 242 vezes.

A base de microscopio com a bancada anti-vibragdo amenizaram vibragdes externas,
produzindo imagens com pouco artefato de movimento oriundo deste tipo de interferéncia.

A cortina que envolve o sistema foi capaz de bloquear completamente a iluminacao
ambiente. Com a cortina fechada e tanto a fonte de luz quanto o LED apagados, configuramos a
camera com o ganho EM méximo recomendado (ganho EM = 300) e ligamos as luzes da sala. As
imagens capturadas pela camera consistiram apenas de imagens homogéneas escuras € ndo se

notou varia¢do no histograma dessas imagens mesmo apoés ligarmos as luzes ambiente.
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4.2 SOFTWARE DE ANALISE

O software de analise das imagens de fluorescéncia foi produzido com uma interface
grafica. Ela possui alguns botdes e campos por onde o usuario envia comandos, e algumas
regides onde lhe sdo apresentados dados, graficos e imagens. A interface inicial do programa ¢

exibida na Figura 4.2:

- —— Frame Rate
Open

Tim: (s) Normalization Box

% 100%
Shock

Normalize

Mean Value: 0

Process ROI's Area (%)
10
ﬂ Pixel Threshold
4 b ‘ Save ‘ Below Maximum (%)
10

Draw
Show ROIs

Figura 4.2: Interface inicial do software.

Na parte superior esquerda, hd o botdo Open para abrir o video de fluorescéncia e o
campo Frame Rate onde o usudrio deve inserir a taxa de aquisi¢do do video. Abaixo deles existe
uma regido com uma barra de rolagem e as indicagdes Time (s) e Frame. O video serd exibido
nessa regido. Na direita, a caixa Normalization Box contém uma tabela (colunas 0% e 100%), um
campo Shock e o botdo Normalize. Nesta caixa serdo explicitados os pontos de referéncia para a
normalizacdo do video. Abaixo dela, o campo Mean Value mostra a média de fluorescéncia da
imagem atual. Na parte inferior direita estdo os campos ROI's Area (%) e Pixel Threshold Below
Maximum (%). Eles determinam, respectivamente, o tamanho das ROIs (em relagdo a area total)
e a porcentagem abaixo do méaximo de fluorescéncia que define o limiar para destaque de pixels
em vermelho. Por fim, também na parte inferior direita da Figura 4.2, temos os botdes Process,

Save, Draw e Show ROIs.
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A Figura 4.3 mostra um fluxograma operacional do software, isto €, a sequéncia de
comandos que deve ser realizada para processar o video. O usudrio deve inserir a taxa de
aquisicdo e clicar no botdo Open para abrir um video. Isto faz com que a primeira imagem do
video apare¢a na interface, assim como um grafico abaixo dela contendo a média dos niveis de
cinza de cada imagem do video; os niveis de cinza correspondem as intensidades do sinal de
fluorescéncia. A interface do programa assume a imagem mostrada na Figura 4.4. O usudrio pode
percorrer o video através da barra de rolagem. Um ponto preto também percorre o grafico de

fluorescéncia acompanhando a progressao do video.
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Figura 4.3: Fluxograma operacional do software de analise.
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Figura 4.4: Interface do software apds abertura de video.

Em seguida, o botdo Normalize em Normalization Box expande o grafico de fluorescéncia
média numa outra janela (Figura 3.11). Neste instante, a op¢do de corrigir desbotamento ¢
oferecida ao usudrio. No gréafico, cabe ao usudrio selecionar alguns intervalos quando a célula
estd em repouso, quando a célula responde aos estimulos de baixa intensidade e apds a aplicagdo
do choque. Depois desta selegdo, a janela com o grafico expandido se fecha e os campos contidos
na caixa Normalization Box sdo preenchidos com os valores dos frames que o usuario selecionou
no grafico. A coluna 0% mostra os intervalos de frames correspondentes aos intervalos
selecionados na linha de base (frames contidos entre os circulos pretos da Figura 3.11). A coluna
100% apresenta os numeros dos frames dos picos dos transientes (equivalentes aos tridngulos
pretos da Figura 3.11). Por fim, o campo Shock exibe o numero do frame com maxima
fluorescéncia pds-choque (corresponde ao tridngulo vermelho da Figura 3.11).

Acionar o botdo Draw faz com que as ROIs do catodo e do 4nodo sejam produzidas e
desenhadas sobre as imagens do video. A interface do software apos estas etapas pode ser
visualizada na Figura 4.5, na qual o contorno da ROI do anodo ¢ desenhado em azul e o contorno
da ROI do céatodo, em verde. E possivel alternar entre manté-las visiveis ou escondé-las por meio
do botdo Show ROIs. Baseado na mascara que € calculada para a célula nesta etapa, o programa
mostra, na parte superior da interface, as dimensdes aproximadas da célula (altura (height) x

largura (width): Cell Dimensions (h x w) (um)) em micrometros (Figura 4.5).



50

Cell Dimensions (h x w)

Frame Rate um)

36.65 115 %30

Time (s) Normalization Box
8.89956|

0% 100%
84-104 110 Shock
157-176 181 327
227-247 253

Mean Value: 2198.74

Frame 10
Pixel Threshold

g Save Below Maximum (%)

Average Fluorescence
T T

Figura 4.5: Interface do sofiware apds sele¢do de imagens de referéncia e desenho das ROIs.

O botdo Process realiza o processamento das imagens, o que engloba a retirada do offset,
calculo das fluorescéncia médias, célculo do limiar para marcacido de pixels em vermelho e o
destaque dos pixels que ultrapassaram o limiar. Uma barra de progressdo, abaixo do botdo
Process, vai indicando a evolugdo do processamento. A Figura 4.6 mostra como a interface se
modifica apos o fim do processamento. A regido do video com a barra de rolagem agora mostra o
video apds o processamento com pixels destacados em vermelho. O grafico abaixo dela também
¢ atualizado para agora mostrar a fluorescéncia média normalizada. Assim como antes, ¢ possivel
percorrer o video por meio da barra de rolagem enquanto um ponto preto no grafico mostra o
instante correspondente. Acima do botdo Process alguns dados aparecem destacados em amarelo.
Eles sdo a quantidade total de pixels em vermelho na imagem atual, e a quantidade deles que esta
dentro das regides do anodo e do catodo (regido amarela na Figura 4.6). Quando finaliza o
processamento, o software automaticamente traca os dois graficos de saida do programa em

janelas separadas. Na prdpria janela do MATLAB ¢é possivel salvar as curvas.
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Figura 4.6: Interface do software pos-processamento.

O botdo Save possibilita salvar na memoria, em formato ".avi", o video processado que
aparece na tela. O tempo de processamento de um video tipico com 6300 imagens foi de

aproximadamente 7 minutos.

4.3 FORMATO DAS ROIS

A comparagdo da fluorescéncia com o uso de ROIs geralmente ¢ feita com ROIs de
formato geométrico padrdo, por exemplo quadrados ou retdngulos (Jaconi, et al., 2000;
Kockskdmper & Blatter, 2002), ou ROIs que englobem toda a célula (Fujiwara, Tanaka, Mani,
Nakagami, & Takamatsu, 2008). Neste trabalho, foi necessario comparar regides diferentes de
um mesmo tipo de célula, porque a distribuicdo de V, induzida por E uniforme externo nao ¢
uniforme ao longo da membrana, apresentando maiores amplitudes nas regides mais proximas
aos eletrodos (Kinosita Jr, et al., 1988; Hibino, Shigemori, Itoh, Nagayama, & Kinosita Jr, 1991;
Kotnik, Pucihar, & Miklav¢i¢, 2010). Para E de maior intensidade, regides por ventura
eletroporadas coincidem com as regides de maior modulo de V,, (Kinosita Jr, et al., 1988;
Hibino, Shigemori, Itoh, Nagayama, & Kinosita Jr, 1991; Hibino, Itoh, & Kinosita Jr, 1993;

Kotnik, Pucihar, & Miklav¢ic¢, 2010). Junto a isso, os midcitos cardiacos sdo células com formato
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ndo-esférico, aproximando-se mais de um paralelepipedo ou de um esferoide prolato. Desta
forma, mudar a dire¢do da aplicacdo de E faz com que formato e a localizagdo das regides
eletroporadas também mude (Klauke, Smith, & Cooper, 2010). Portanto, era interessante
estabelecer um método que fosse capaz de comparar variacdes de fluorescéncia de ROIs
diferentes de maneira padronizada.

A Figura 4.7 mostra uma comparag@o dos resultados da fluorescéncia média normalizada
calculada a partir das ROIs do software e de ROIs geométricas de area e formato similares. As
ROIs geométricas foram posicionadas de tal forma que ficassem o mais proximo possivel das
extremidades da célula, mas sem incluir o plano de fundo. A Figura 4.7 A mostra a imagem de
fluorescéncia de um midcito do grupo longitudinal com as ROIs do programa para anodo (azul) e
catodo (verde) e ROIs quadradas de area equivalente, também sobre anodo (tracejado ciano) e
catodo (tracejado amarelo). A Figura 4.7 B apresenta as médias (barras) com erros padrdo da
média (linhas verticais) da fluorescéncia média normalizada para as ROIs geradas pelo software,
calculadas para todas as células do grupo longitudinal. Similarmente, a Figura 4.7 C apresenta as
médias e erros padrdo da média para as ROIs quadradas calculadas para o grupo longitudinal. A
Figura 4.7 D mostra a imagem de fluorescéncia de um midcito do grupo transversal com as ROIs
geradas pelo software (azul e verde) e duas ROIs de formato e drea semelhantes aos das ROIs do
programa (retdngulos tracejados em ciano e amarelo). Seguindo o mesmo principio, as Figuras
4.7 E e F mostram as médias e erros padrdo da média de todas as células do grupo transversal

para as ROIs geradas pelo software (Figura 4.7 E) e para as ROIs retangulares (Figura 4.7 F).
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Figura 4.7: Comparacdo entre as ROIs geradas pelo software desenvolvido e ROIs geométricas: A. Imagem de
fluorescéncia de midcito apos aplicacdo de E longitudinalmente ao maior eixo da célula. ROIs do dnodo em azul
(gerada pelo software desenvolvido) e ciano (quadrada). ROIs do catodo em verde (gerada pelo software
desenvolvido) e amarelo (quadrada). B. Médias e erros padrdo da média do grupo longitudinal para as ROIs geradas
pelo sofiware desenvolvido. C. Médias e erros padrio da média do grupo longitudinal para as ROIs quadradas. D.
Imagem de fluorescéncia de midcito apos aplicagdo de E transversalmente ao maior eixo da célula. ROIs do anodo
em azul (gerada pelo software desenvolvido) e ciano (retangular). ROIs do catodo em verde (gerada pelo sofiware
desenvolvido) e amarelo (retangular). E. Médias e erros padrio da média da fluorescéncia das ROIs para o grupo
transversal para as ROIs geradas pelo software desenvolvido. F. Médias e erros padréio da média da fluorescéncia das
ROIs para o grupo transversal para as ROIs retangulares.

Nota-se que para o grupo longitudinal, os dois tipos de ROIs foram capazes de revelar as
diferengas de fluorescéncia entre anodo e catodo (P < 0,05, Figura 4.7 B e C) porque nesta
direcdo o aumento de fluorescéncia ¢ mais bem localizado, compreendendo toda a regido voltada
para cada eletrodo, especialmente a do anodo. Por outro lado, a localizagdo do aumento de
fluorescéncia para o grupo na transversal ¢ menos precisa porque a area voltada para cada

eletrodo ¢ maior neste caso. Ainda assim, este aumento normalmente ocorre na regido mais

proeminente em direcdo a cada eletrodo, de modo que protuberdncias ou regides que estejam
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mais expostas para o lado de um eletrodo, devido a uma leve inclinagdo por exemplo, estardo
mais sujeitas a apresentar um aumento maior na fluorescéncia (Teruel & Meyer, 1997). ROIs
quadradas, neste grupo, incluiam uma regido bem mais interior da célula e, em certos casos,
podiam se sobrepor se a célula tiver 2a muito pequeno. Tentamos modificar o formato (mantendo
uma 4rea equivalente) das ROIs quadradas, utilizando retangulos, com o objetivo de aumentar a
abrangéncia da regido analisada e reduzir a parcela da parte interior (centro da célula) na andlise.
Mesmo assim, as ROIs retangulares ndo conseguiram expressar a diferenga entre anodo e catodo
(P>0,05) enquanto que as ROIs produzidas pelo software capturam melhor as extremidades da
célula e foram capazes de demonstrar essa diferenca (P < 0,05, Figura 4.7 E e F).

Além disso, tentamos comparar uma darea com aumento de fluorescéncia mais
significativo pds-choque, destacando pixels em vermelho. ROIs geométricas, como as mostradas
em Figura 4.7 A e D, poderiam deixar de fora da andlise regides que manifestassem aumentos
significativos. As ROIs do software abrangem todos os pixels das extremidades voltadas para os

eletrodos e, portanto, se mostraram mais adequadas também para este método de andlise.

4.4 EXPERIMENTOS COM CELULAS

O protocolo experimental foi executado sobre 5 células com maior eixo orientado na

transversal em relagdo ao E e 5 células com maior eixo orientado na longitudinal.

4.4.1 Comparacio da Fluorescéncia Entre Anodo e Catodo

Fizemos a compara¢do da variacdo de fluorescéncia entre lado da célula voltado para o
anodo e lado da célula voltado para o catodo, pds-choque, com base nas ROIs produzidas pelo
software de analise. A comparacdo foi feita por meio das duas saidas que o programa fornece,
isto ¢, pela média de fluorescéncia e pela razdo das areas.

A Figura 4.8 apresenta os graficos de saida do software para um midcito com 2¢ orientado
paralelamente as linhas de campo elétrico (Figura 4.8 A e C) e os graficos com os resultados para
todas as células (juntando os grupos longitudinal e transversal, Figura 4.8 B e D). O tragado da

Figura 4.8 A e o grafico de barras em Figura 4.8 B foram gerados a partir da fluorescéncia média



55

normalizada pds-choque em cada regido. Similarmente, os graficos em Figura 4.8 C ¢ D foram
feitos com a razdo das areas (drea destacada em vermelho sobre area total da célula) no instante
pos-choque. As setas pretas em Figura 4.8 A e C indicam o momento da aplicacdo do choque e os

asteriscos em Figura 4.8 B e D indicam diferenga estatistica significativa (P <0,05).
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Figura 4.8: A.Grafico da fluorescéncia média normalizada em fung¢do do tempo de uma célula, para ROI do anodo e
ROI do catodo. A seta indica 0 momento da aplicagdo do estimulo de alta intensidade. B. Média (barras) e erro-
padrdo da média (linhas verticais) da fluorescéncia média do pico de fluorescéncia pos-choque normalizada (n=10),
para ROI do anodo e ROI do catodo. C. Grafico da razdo da area que ultrapassa o limiar sobre a drea total em fungdo
do tempo, para ROI do anodo e ROI do catodo. D. Média (barras) e erro-padrdo da média (linhas verticais) da razéo
da 4rea que ultrapassa o limiar sobre a area total apds a aplicacdo do choque (n=10), para ROI do anodo ¢ ROI do
catodo. Asteriscos indicam diferenga estatistica significativa (P < 0,05).

4.4.2 Comparacio da Fluorescéncia entre Grupos Longitudinal e Transversal

Separamos as células em grupos, longitudinal e transversal. Os dois grupos foram
primeiramente comparados quanto as suas dimensdes fisicas, intensidade de Etr € AVpur. A

Tabela 4.1 e a Figura 4.9 mostram os valores de média =+ erro padrio desses parametros.
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Tabela 4.1: Caracteristicas dos grupos: média + erro padrdo de 2c, 2a, Er € AV 1. O asterisco indica P<0,05.

Grupo 2¢ (um) 2a (um) E;(V/cm) AV a7 (MV)
Longitudinal 123,80 + 2,56 27,91+1,32 4,01+0,13 21,12 + 0,57
Transversal 127,40 £ 5,32 26,72 +£1,99 9,65 + 0,38* 24,16 £ 1,38
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Figura 4.9: Média (barras) e erro-padrdo da média (linhas verticais), para células orientadas nas diregdes longitudinal
(n=5) e transversal (n=5) em relagdo as linhas de campo elétrico,dos seguintes fatores: A. comprimento do maior
eixo (2¢). B. comprimento do menor eixo (2a). C. Campo elétrico limiar (Et) . D. Variagdo maxima do potencial
transmembrana (AV .c1) ap0os estimulo limiar. Asteriscos indicam diferenga estatistica significativa (P < 0,05).

A Figura 4.10 mostra algumas imagens e os resultados para uma célula do grupo
longitudinal. A Figura 4.10 A apresenta o midcito iluminado pelo LED RGB verde antes da etapa
de fluorescéncia. A seta branca indica a direcdo na qual E foi aplicado. A Figura 4.10 B mostra a
imagem de fluorescéncia em resposta a um estimulo de baixa intensidade. A Figura 4.10 C
contém a imagem de fluorescéncia no mesmo instante, porém tratada pelo filtro gaussiano e com

as ROIs do anodo (azul) e do catodo (verde) desenhadas. Apds o processamento, a imagem da
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Figura 4.10 C se transforma na imagem em Figura 4.10 D, onde quase nio se observa pixels em
vermelho. A Figura 4.10 E também mostra uma imagem do video processado, mas num instante
apos o estimulo de alta intensidade. Nota-se muitos pixels destacados em vermelho, em especial
na regido voltada para o anodo. O grafico da Figura 4.10 F ¢ a fluorescéncia média normalizada
para as ROIs do anodo e do citodo em fun¢do do tempo. Nao estd presente o tragado para a
célula inteira porque ele ndo se distingue do tragado da ROI do catodo (ver Figura 4.8 A e B). A
Figura 4.10 G contém o tragado da razdo da area destacada em vermelho pela area total em
fun¢do do tempo para a ROI do anodo, ROI do catodo e célula inteira. Neste exemplo, o tragado
da ROI do anodo praticamente acompanhou o da célula inteira. As setas pretas em Figura 4.10 F

e G mostram o momento da aplicagdo do choque .
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Figura 4.10: A. Imagem do midcito sem fluorescéncia com maior eixo orientado longitudinalmente as linhas de
campo elétrico. Seta branca indica a dire¢do do campo elétrico aplicado. B. Imagem de fluorescéncia da célula apos
estimulo de baixa intensidade. C. Mesma imagem de fluorescéncia tratada com filtro gaussiano e com ROIs do
anodo (azul) e do catodo (verde) desenhadas sobre imagem. D. Imagem de fluorescéncia pds-processamento, com
pixels que ultrapassam o limiar pintados de vermelho, apds estimulo de baixa intensidade. E. Imagem pds-
processamento apds aplicacdo do estimulo de alta intensidade (choque). F. Grafico da fluorescéncia média
normalizada pelo tempo para as ROIs do dnodo e do catodo. G. Grafico da razio da area que ultrapassa o limiar
sobre a area total para a célula inteira, ROI do &nodo e na ROI do catodo. As setas pretas indicam o momento da
aplicagdo do estimulo de alta intensidade.
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Uma figura semelhante para uma célula do grupo transversal € ilustrada na Figura 4.11.
Na Figura 4.11 A temos a imagem da célula sem fluorescéncia com a dire¢do do E de alta
intensidade indicada pela seta branca. Da mesma forma, a Figura 4.11 B mostra uma imagem de
fluorescéncia capturada pela camera apos um estimulo de baixa intensidade, a Figura 4.11 C € a
mesma imagem com filtro gaussiano e ROIs desenhadas, a Figura 4.11 D é a mesma imagem,
mas ja processada e Figura 4.11 E € a imagem processada pds-choque. A Figura 4.11 F mostra o
grafico da fluorescéncia média normalizada em fun¢do do tempo para a célula em questdo nas
ROIs do anodo e do catodo e a Figura 4.11 G mostra a razdo de areas da mesma célula na ROI do
anodo, ROI do catodo e célula inteira. As setas pretas indicam o momento da aplicagdo do

estimulo elétrico de alta intensidade.

-
PN

—Anodo
— Cétodo

o 4 o =
& [e2} [ = N
T T T T T

1 L

Fluorescéncia Média Normalizada
o
N
T
.

o > 4 5 ] 10 12 14
Tempo (s)
G 0.09 T T T T A
—Anodo
| — Catodo
0.08, —Célula Inteira
0.07+ 7
@ 0.08 i
e
<L 0,05 ]
(]
T
o 0.04( ]
us
3
o 0.03F ]
0.02- ]
0.01+ ]
| N T Y ‘ ,

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (s)

Figura 4.11: A. Imagem do midcito sem fluorescéncia com maior eixo orientado transversalmente as linhas de
campo elétrico. Seta branca indica a dire¢do do campo elétrico aplicado. B. Imagem de fluorescéncia da célula apos
estimulo de baixa intensidade. C. Mesma imagem de fluorescéncia tratada com filtro gaussiano e com ROIs do
anodo (azul) e do catodo (verde) desenhadas sobre imagem. D. Imagem de fluorescéncia pds-processamento, com
pixels que ultrapassam o limiar pintados de vermelho, apos estimulo de baixa intensidade. E. Imagem pos-
processamento apés aplicagdo do estimulo de alta intensidade (choque). F. Grafico da fluorescéncia média
normalizada pelo tempo para as ROIs do anodo e do catodo. G. Grafico da razdo da area que ultrapassa o limiar
sobre a area total para a célula inteira, ROI do anodo e na ROI do céatodo. As setas pretas indicam o momento da
aplicacdo do estimulo de alta intensidade.
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Por fim, comparamos os grupos para as variagdes de fluorescéncia em resposta ao choque,
buscando investigar se a dire¢do de aplicacdo de E tem influéncia na fluorescéncia associada ao
Ca”". Realizamos as compara¢des utilizando os picos pés-choque dos dois graficos de saida do
software de andlise (fluorescéncia média normalizada e razdo de dreas) levando em conta a
direcdo de E (grupo transversal e longitudinal) e a ROI (anodo e catodo). A Tabela 4.2 e a Figura
4.12 revelam as médias e os erros padrdo das médias destes resultados. O grafico na Figura 4.12
A. foi construido a partir dos graficos de fluorescéncia média normalizada, isto €, a partir de
graficos como os mostrados em Figura 4.8 A, Figura 4.10 F e Figura 4.11 F. O grafico na Figura
4.12 B. foi gerado a partir dos graficos da razdo entre dreas, ou seja, a partir de graficos como em
Figura 4.8 C, Figura 4.10 G e Figura 4.11 G. Como previsto pela anélise preliminar do tdpico
4.4.1, houve diferenca estatistica significativa para as regides do anodo e catodo em ambas as
saidas do programa. Houve também diferenga estatistica relevante entre estimulo transversal e
longitudinal para a razdo de areas. Pdos-testes ndo indicaram diferenca estatistica significativa.

Tabela 4.2: Média + erro padrdo da média da fluorescéncia média normalizada e da razio de areas para os grupos
longitudinal e transversal, analisadas em ROI do anodo e ROI do catodo.

Fluorescéncia Média Normalizada Razdo de Areas
Grupo
ROI do Anodo ROI do Catodo ROI do Anodo ROI do Catodo
Longitudinal 1,387 + 0,082 1,05 + 0,025 0,052 + 0,004 0,007 + 0,002

Transversal 1,218 £ 0,06 1,006 £ 0,03 0,055 + 0,003 0,015 + 0,005
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Figura 4.12: Média (barras) e erro-padrao da média (linhas verticais) da fluorescéncia média normalizada (A.) e da
razdo da area que ultrapassou o limiar sobre a area total (B.) pos-choque, para células orientadas nas diregdes
longitudinal (n=5) e transversal (n=5) em rela¢do as linhas de campo elétrico, analisadas nas regides da ROI do
anodo e da ROI do catodo.
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5 DISCUSSAO

5.1 INSTRUMENTACAO

A produg@o de um sistema desse nivel exige um estudo elaborado das fungdes de cada
componente ¢ uma grande quantidade de testes antes de se chegar ao resultado final onde o sinal
de fluorescéncia ¢ adequadamente capturado pelo sensor. O conjunto de filtros Opticos foi
cuidadosamente selecionado para que o espectro de transmitancia de cada filtro combinasse com
os picos dos espectros de excitagdo e emissdo do Fluo-3 (vide Figura 3.6).

O filtro de emiss@o garante que apenas luz nos mesmos comprimentos de onda de emissao
do fluoroforo atinjam o sensor, assegurando que aqueles sinais correspondem a fluorescéncia
proveniente da amostra. Entretanto, a iluminagdo ambiente, a qual apresenta emissdo na faixa
visivel, é capaz de atravessar o filtro de emissdo e interferir nas medidas. O envolvimento do
sistema pela cortina corta-luz eliminou esta interferéncia.

Algumas fontes de luz foram testadas antes de decidirmos pela halégena. Uma lampada
de vapor de mercurio (ou lampada HBO) 100W forneceu radiagdo luminosa excessiva, causando
dano foto-tdxico a amostra. Além disso, dentre os picos no seu espectro de emissdo, nenhum
deles bate com a faixa de excitagdo do Fluo-3, embora tenha sido possivel observar fluorescéncia.
Uma lampada haldgena de 150W foi testada e apresentou efeito foto-toxico similar. Um conjunto
de LEDs também foi testado, mas ndo foi possivel eliminar a projecdo de cada LED sobre as
imagens de fluorescéncia. A fonte de luz com lampada halégena 100W teve o melhor
desempenho em nosso sistema porque sua lente difusora foi capaz de eliminar a projecdo de seu
filamento sobre as imagens de fluorescéncia, ndo gerou efeito foto-toxico e conseguiu fornecer
iluminacao suficiente para excitar o indicador.

Outra caracteristica das lampadas halogenas ¢ que a amplitude de seu espectro de emissao
na regido visivel aumenta com seu aumento de temperatura. Isto implica na necessidade de se
manter a lampada acesa por um certo periodo de tempo até que sua temperatura se estabilize.
Nesse tempo, o indicador de fluorescéncia ficaria exposto a luz de excitacdo antes mesmo que se

pudesse iniciar o experimento, o que contribuiria para o desbotamento do mesmo. Eis a
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importancia da introdug¢@o de um shutter na saida da fonte de luz, permitindo que a fonte de luz
seja ligada para estabiliza¢do da temperatura sem que luz chegue a amostra.

A temperatura do filamento da lampada pode chegar até¢ 3000°C, o que pode elevar a
temperatura do ambiente ao seu redor, ainda mais no ambiente fechado pela cortina. A elevagao
da temperatura dos midcitos pode causar alteragdes nos fluxos de Ca>*, por exemplo na amplitude
das correntes de Ca*" do sarcolema (Cavalié, McDonald, Pelzer, & Trautwein, 1985) e na taxa e
perfil de sparks (Fu, Zhang, Hao, Wu, Chai, & Wang., 2005). Somado a isso, o aumento de
temperatura pode comprometer drasticamente a integridade do Fluo-3 (Thomas, Tovey, Collins,
Bootman, Berridge, & Lipp, 2000). Na tentativa de impedir que essas alteracdes afetem o
comportamento das células durante os experimentos, eles foram realizados num curto tempo
imediatamente apos a estabiliza¢do da iluminagdo da fonte de luz (duragdo de cerca de 3 minutos
pos-estabilizacdo). Um protocolo rdpido também ¢ conveniente porque ameniza o efeito de
desbotamento do Fluo-3 (tempo para queda de metade da fluorescéncia t;, = 143s, Thomas,
Tovey, Collins, Bootman, Berridge, & Lipp, 2000).

O aumento de temperatura da lampada, além de aumentar a emissdo na regido visivel,
diminui a emissdo na faixa do infra-vermelho. Ainda assim, a maior parte da radiagdo emitida por
lampadas halogenas se concentra na regido infra-vermelha do espectro (vide Figura 3.4), o que
reflete num fornecimento de calor consideravel ao sistema. Portanto, o filtro anti-calorico € um
componente fundamental. Para sua escolha, testamos dois modelos: SCHOTT KG1 e KG3.
Ambos possuem um espectro de transmitancia similar, porém o KGI1 possui transmitancia
levemente maior para todos os comprimentos de onda. Por conta disso, embora ele atenue um
pouco menos luz no infra-vermelho do que o KG3, ele possibilita que mais luz na faixa do azul o
atravesse, portanto ele foi a escolha para o sistema.

Buscamos obter a melhor resolug@o espacial possivel nas imagens de fluorescéncia. Com
esse objetivo, € interessante que a imagem do midcito pudesse preencher quase que
completamente o sensor da cAmera, esteja ele orientado na vertical ou na horizontal. Desta forma,
cada pixel da imagem representa uma pequena regido da célula e pode-se obter mais informagao.
Dois aspectos determinantes para o ajuste do tamanho da imagem sobre o sensor sdo a ampliagdo
da lente objetiva e a distancia do caminho dptico entre a amostra € o sensor da camera. Testamos
as lentes objetivas para fluorescéncia de 16x (NPL 16/0.45 160/0.17, Leica, Wetzlar, Alemanha),
25x (NPL 25/0.55 160/0.17, Leica, Wetzlar, Alemanha) e 40x (FL 40/1.30 160/0.17, Leica,
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Wetzlar, Alemanha), além de uma outra objetiva 40x (Ph2 Neofluar 40/0.75 160/0.17, Zeiss,
Oberkochen, Alemanha). As objetivas de 16x e 25x ofereceram boa transmitidncia, mas
ampliacdo abaixo do almejado. Nas objetivas de 40x, a ampliagdo foi satisfatoria, fazendo com
que um miocito de tamanho tipico (2c¢ entre 100 e 130um) preenchesse quase que completamente
o sensor. No entanto, a FL 40/1.30 atenuou menos o sinal de fluorescéncia em comparagdo com a
Ph2 Neofluar 40/0.75, provavelmente por dispor de uma abertura numérica maior, € por isso
optamos por ela. Com relacdo a distdncia do caminho Optico, observamos que uma maior
distdncia implica em maior amplia¢do da imagem, porém com mais perdas. Com isso,
concluimos que a melhor configuracdo seria a utilizagdo de uma objetiva com ampliagdo mais
elevada (como a de 40x) e uma distdncia minima entre amostra e sensor. Isto explica porque a
camera foi acoplada bem proxima ao sistema. O acoplamento foi feito lateralmente para se
diminuir a deposi¢@o de poeira no sensor da camera.

Em suma, este trabalho produziu um sistema de microscopia adaptando-se alguns
componentes de outros equipamentos desativados e projetando-se outras pegas para completar o
sistema. Isto resultou num microscopio com custo de produgdo bastante reduzido. A Tabela 5.1
mostra os custos dos componentes do microscopio, com o valor total em reais, sem incluir a

camera.

Tabela 5.1: Custos do microscopio produzido.

Estrutura

Caracteristicas

Valor Unitario (R$) Quantidade Custo (R$) Observagoes

Com lampada

Desativado de equi-

Fonte de Luz halégena 100W 0 0 pamento hospitalar
Base de Microscopio Obtido de microscdpio
. 0 0 .
com Chariot desativado
Trocador de Objetivas 0 0 Obtld.o de microscopio
desativado
Suporte para Cubos, Pecas de aluminio 50 50
Shutter e Acopladores  ou latdo anodizadas
Filtro Anti-caldrico SCHOTT KG1 219 219
Lentes Objetivas 10x e . Obtido de microscépio
Zeiss 0 0 .
40x desativado
Dois Cubos Opticos Moddulo Refletor FL 353 706
Conjunto deFiltros 7 ;e 46-HE 3788,38 3788,38
Opticos
Espelhf).de Primeira Dimens6es: 25,5mm 150 150
Superficie X 36mm x 2mm
TOTAL 4913,38
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Um microscdpio invertido para fluorescéncia, com conjunto de filtros e lentes objetivas,
custa, atualmente, por volta de R$ 25.000 a R$30.000. Apesar de um microscopio comercial
poder conter algumas funcionalidades extras, mostramos que € possivel fabricar um microscopio
de fluorescéncia, a um custo relativamente baixo, aproveitando componentes de outros

equipamentos desativados.

5.2 SOFTWARE DE ANALISE

O programa desenvolvido neste projeto atendeu aos objetivos, possibilitando uma
investigacdo dos efeitos associados ao Ca’" causados por E de alta intensidade. O programa
tomou como base uma porcentagem da area total (10%) nas extremidades da célula voltadas para
os eletrodos. Esta abordagem se mostrou mais eficaz do que métodos mais tradicionais de ROIs
geométricas porque conseguiu demonstrar as diferencas no influxo e liberagdo de célcio entre
anodo e catodo apds a célula sofrer um choque de alta intensidade para ambos os grupos.

Uma consideragdo a ser feita com relagdo ao uso de ROI em sistemas bioldgicos € que em
alguns casos a amostra pode se movimentar, como ¢ o caso das cardiomidcitos quando
estimulados por E. Utilizamos uma correcdo de artefato de movimento por meio de uma
filtragem, mas pode-se imaginar que talvez apenas essa correcdo fosse insuficiente para eliminar
este efeito. Uma maneira seria aplicar uma droga que impedisse a contrag@o dos sarcomeros, mas
ndo o fizemos porque queriamos analisar o comportamento das células sem a introdugdo de
drogas. Além disso, o uso da droga aumentaria o tempo de execugdo dos experimentos. Outro
ponto € que a contragdo da célula quando recebe E de alta intensidade ¢ em geral maior do que
quando ela recebe estimulos de baixa intensidade. O resultado disso é um encurtamento maior na
dire¢do do eixo 2¢ e um leve aumento na dire¢do de 2a ¢ de 2b (eixo relacionado a
profundidade). As ROIs da célula foram obtidas a partir da mascara da célula, e esta surgiu da
binarizacdo do resultado da subtracdo entre IMpjcos € IMpase. ISto gera uma maéscara cujas
fronteiras estdo em algum ponto entre as bordas quando a célula estd em repouso e quando ela
estd respondendo ao estimulo de baixa intensidade. Desse jeito, a contragdo evocada pelo choque
tenderia a encurtar mais a célula e deixar regides proximas as extremidades do eixo 2¢ com pixels

de plano de fundo. Entretanto, na pratica ndo é o que se observou. Mesmo apds a aplica¢do dos
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choques, ndo observamos o aparecimento do plano de fundo dentro das ROIs. Acreditamos que
isso se deveu a dois fatores: o filtro gaussiano deve ter contribuido para que essa diferenca tenha
sido menos expressiva e o fato de os choques serem sub-letais também deve ter amenizado a forte
contragdo observada quando se aplica campos elétricos letais (Oliveira P. X., 2004; Oliveira P.
X., 2008).

O desbotamento do indicador de fluorescéncia se manifestou com maior ou menor
intensidade dependendo do tempo em que o indicador ficou exposto a luz de excitacdo antes do
registro em video. O método de correcdo de desbotamento incorporado no software permitiu
corrigir esse desbotamento em todas as imagens dos videos, independente do grau de decaimento
da fluorescéncia de cada experimento, pois ele corrigiu o desbotamento tomando o proprio
decaimento como a base para a corre¢do. O bom desempenho desta correcdo pode ser inferido
pelo paralelismo entre o eixo x de graficos de fluorescéncia média com a fluorescéncia média
durante periodos de repouso, e também pela concordancia de valores dos picos dos transiente
apds a corre¢do, a qual ndo ocorria antes da corre¢do (ver Figura 3.13, onde inclusive o pico de

fluorescéncia pds-choque esta menor do que os picos dos transientes).

5.3 ASSIMETRIA ENTRE ANODO E CATODO

Como podemos observar nas Figuras Figura 4.8, Figura 4.10 e Figura 4.11, hd uma
assimetria entre a fluorescéncia do anodo e do catodo. Esta assimetria pos-choque também foi
relatada na literatura no perfil de V,, ao redor da célula pds-choque (Hibino, Itoh, & Kinosita Jr,
1993), na [Ca%]i (Hibino, Shigemori, Itoh, Nagayama, & Kinosita Jr, 1991; Kinosita Jr, Itoh,
Ishiwata, Hirano, Nishizaka, & Hayakawa, 1991; Hibino, Itoh, & Kinosita Jr, 1993; Teruel &
Meyer, 1997; DeBruin & Krassowska, 1999b), a densidade de poros (DeBruin & Krassowska,
1999b), no influxo de particulas impermeaveis, como iodeto de propidio (Kotnik, Pucihar, &
Miklav¢ic, 2010) ou corante neutro (Mehrle, Hampp, & Zimmermann, 1989) e na lesdo causada
(Knisley & Grant, 1995). Ambas as extremidades voltadas para os eletrodos (regides polares)
sofrem eletroporacdo (aplainamento do perfil de V,,,, Kinosita Jr, et al., 1988; Hibino, Shigemori,
Itoh, Nagayama, & Kinosita Jr, 1991) e influxo de moléculas outrora impermedveis (Kotnik,

Pucihar, & Miklav¢ic, 2010).
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Kinosita e colaboradores (Kinosita Jr, Itoh, Ishiwata, Hirano, Nishizaka, & Hayakawa,
1991; Hibino, Shigemori, Itoh, Nagayama, & Kinosita Jr, 1991; Hibino, Itoh, & Kinosita Jr,
1993) observaram um influxo de Ca’" nas duas regides polares de ovos (zigotos) de ourigo-do-
mar, com uma concentracao inicial maior no lado do anodo, porém uma inversao (apds cerca de
10s) dessa diferencga de concentragdo, com o lado voltado para o cdtodo permanecendo com uma
concentracdo maior. Eles atribuiram esta diferenga a eletroforese, quando Ca’" externo se
acumularia no lado do anodo durante a aplicacdo do pulso elétrico e tenderia a entrar na célula
mais prontamente com a formagao de poros. Mas a inversdo ocorreria por causa de uma taxa de
selamento da membrana menor no lado do cétodo.

Entretanto, outros trabalhos com eletroporagcdo mostraram o lado do anodo como tendo
maior influxo de moléculas sem carga (Mehrle, Hampp, & Zimmermann, 1989), maior [Ca®'];
(Teruel & Meyer, 1997; DeBruin & Krassowska, 1999b) e maior lesdo (Knisley & Grant, 1995).
Inclusive, Knisley & Grant, 1995, trabalharam com midcitos ventriculares de coelho, o que
sugere um comportamento semelhante para miocitos ventriculares isolados de rato. Nosso
trabalho apresentou uma maior fluorescéncia relacionada a [Ca®’]; no lado voltado para o anodo
para as duas orientagdes de midcitos.

A explicagdo inicial para a assimetria era de que V,, de repouso ¢ sobreposto pela
variacdo de potencial transmembrana ndo uniforme devida a aplicag¢@o de E. Desta forma, um dos
polos (voltado para o catodo) ficaria despolarizado enquanto o outro (voltado para o dnodo)
ficaria hiperpolarizado, com um mddulo de V,, maior, e isto faria com que houvesse uma maior
eletroporacdo no lado do anodo (Mehrle, Hampp, & Zimmermann, 1989). No entanto, esta
hipotese foi derrubada por estudos experimentais onde Vy, foi anulado, e ainda assim houve
assimetria (Knisley & Grant, 1995; Teruel & Meyer, 1997).

Outra hipotese trata das diferencas de concentracdo de ions entre os meios intra e extra-
celular. DeBruin & Krassowska, 1999b elaboraram um modelo que leva em conta as
concentragdes dos fons Na*, K*, CI" e Ca*" na densidade de poros resultante da aplicacdo de um
pulso de E de alta intensidade. Para uma célula esférica, a corrente através da membrana (Iy,) €

calculada da seguinte maneira:

Vi

Im = Cm?

+ lion + Iep [5.1]
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onde C,, ¢ a capacitdncia da membrana, V., o potencial transmembrana, I;,, a corrente idnica
(passiva) e I, a corrente por eletroporagdo. Os autores associam as permeabilidades e as
concentragdes dos ions a I,,. Com este modelo, eles mostram que V,, de repouso tem influéncia
praticamente irrelevante sobre I, € que as diferengas de concentracdo de todos estes ions tém
participac@o na assimetria da eletroporagdo. Esta evidéncia ganha suporte de alguns modelos de
simulacdo molecular que incluem uma diferenga do nimero total de ions nos dois lados de uma
membrana fosfolipidica como fator facilitador na formacao de poros (Gurtovenko & Vattulainen,
2005; Gurtovenko & Vattulainen, 2007; Delemotte & Tarek, 2012).

Outra teoria que pode colaborar ou explicar a assimetria foi proposta por (Teruel &
Meyer, 1997). Eles fazem referéncia a caracteristica assimétrica da distribuicdo dos fosfolipides
nas duas camadas da membrana (Quinn, 2002), ressaltando que a camada interna da membrana
possui maior concentracdo de fosfolipides com cargas negativas. A aplicagdo de E favoreceria a
movimentagdo das cabecas polares desses fosfolipides na direcdo do anodo, facilitando a

formag@o de poros neste lado da membrana. A Figura 5.1 ilustra esse processo.

f‘Exteriorr

Figura 5.1: Assimetria na formag@o de poros entre membrana voltada para polo positivo e negativo (modificado de
Teruel & Meyer, 1997, licenga numero 3411470026619).
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As simulagdes realizadas por (Béckmann, de Groot, Kakorin, Neumann, & Grubmiiller,
2008) mostram uma variagdo de angulo maior das cabecas polares na monocamada voltada para
o anodo (polo positivo) com o aumento de E aplicado. A principio, isto teria efeito sobre os dois
lados da célula, mas na bicamada do lado do catodo, este efeito poderia ser diminuido pelas
cargas negativas da monocamada interna, enquanto que, no lado do anodo, ndo haveria
empecilho, j4 que a monocamada anddica é, neste caso, aquela voltada para o exterior (Figura
5.1).

Até o momento, desconhece-se quais sdo os principais fatores por tras desta assimetria na
lesdo. Acreditamos que uma cooperacdo entre assimetria dos fosfolipides da membrana e
diferencas de concentracdo de ions seja a mais provavel explicacdo. Nosso trabalho ndo é capaz
de provar nenhuma dessas teorias, ainda assim nossos resultados estdo de acordo com as

simulagdes e dados experimentais citados.

5.4 GRUPOS LONGITUDINAL E TRANSVERSAL

As dimensdes 2c e 2a (Tabela 4.1) estdo de acordo com valores encontrados na literatura
(Oliveira P. X., 2004; Goulart, Oliveira, Bassani, & Bassani, 2012). Nossos valores de Er para os
grupos longitudinal e transversal (Tabela 4.1) foram ligeiramente maiores do que os reportados
em trabalho anterior de nosso grupo (Oliveira P. X., 2004), entretanto Et do grupo transversal foi
2,41 vezes maior que Et do grupo longitudinal, uma relagdo que condiz com a ja reportada
(Oliveira P. X., 2004). Com isto estimamos que os grupos celulares considerados neste trabalho
ndo diferem dos grupos celulares citados da literatura com relacdo as dimensdes € a resposta a
estimulo elétrico externo.

A dire¢do em que E ¢ aplicado sobre midcitos cardiacos implica numa variagdo em Er
(Bassani, Lima, Gomes, Oliveira, & Bassani, 2006) e na porcentagem de letalidade (Oliveira,
Bassani, & Bassani, 2008b). Nossos resultados confirmam a diferen¢a para Et (Tabela 4.1 e
Figura 4.9) e mostraram diferenca significativa de fluorescéncia num dos métodos de andlise, o
que pode ser resultado de uma lesdo mais extensa no grupo transversal (Tabela 4.2 e Figura 4.12).

A lesdo na membrana em resposta a E de alta intensidade pode estar associada a um

aumento de [Ca>']; como resultado de eletroporacdo irreversivel, que pode levar a hipercontratura
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(Donck, Pauwels, Vandeplassche, & Borgers, 1986) e/ou dar inicio a apoptose (Quinn, 2002).
Oliveira, Bassani, & Bassani, 2008b, mostraram que a aplicacdo de E de alta intensidade que
produza uma AV, equivalente em células orientadas longitudinalmente e transversalmente em
relagdo a E, gera uma porcentagem de letalidade maior para os midcitos orientados na
transversal. Os autores calculam que a drea em torno de AV s« € cerca de 2,5 vezes maior para a
transversal. Isto poderia provocar uma area eletroporada também maior ja que a eletroporagdo
ocorre quando V, ultrapassa um certo limiar.

Buscamos associar uma maior drea eletroporada a um aumento local maior da

A . . \ 2+
fluorescéncia associada a [Ca” |;.

Para melhor captar as variagdes espaciais da fluorescéncia,
elaboramos a abordagem complementar (razdo de areas) a tradicional medida de fluorescéncia
média em ROIs. Tal abordagem foi capaz de revelar uma diferenca para células orientadas na
longitudinal e na transversal. Isso provavelmente se deve a uma maior sensibilidade deste
método, uma vez que, utilizando a média de fluorescéncia, pixels cuja variagdo de fluorescéncia
foi relevante podem ter ficado mascarados pela média com outros pixels de pequena variagdo.
Isto parece ser particularmente observavel na ROI do catodo, cuja fluorescéncia média ¢
levemente maior na longitudinal, mas a razdo de areas na transversal se mostrou o dobro da
longitudinal (Tabela 4.2).

Um ponto importante a se considerar em nossa andlise é que ndo realizamos a calibragdo
do Fluo-3 para obter a [Ca’']. De maneira geral, a quantificagdo de [Ca®'] livre, isto &, ndo ligado

ao indicador, quando se utiliza um indicador de fluorescéncia ndo-raciométrico, como o Fluo-3,

provém da seguinte equagao:

[Ca**]; = K4 F_— [5.2]

onde K; ¢ a constante de dissociagdo do ion, F é a fluorescéncia medida, F,,;, ¢ a
fluorescéncia do indicador na auséncia de Ca’" e Fi € a intensidade de fluorescéncia do
indicador em solucdo saturada em Ca®". O valor de K, é fornecido pelo fabricante, no entanto
estudos mostraram que este parametro, quando calculado in situ, pode resultar em valores muito
diferentes do estipulado de fabrica (Harkins, Kurebayashi, & Baylor, 1993; Thomas, Tovey,
Collins, Bootman, Berridge, & Lipp, 2000). Com isso, ¢ importante que uma curva de calibragio

seja feita com o sistema utilizado a fim de se determinar K,;. Apds isso, em cada experimento, ¢
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necessdrio medir F,;,, por exemplo utilizando-se uma solu¢do com EGTA, e F; através da
introdu¢do de uma solugdo com alta concentragio de Ca’’ (~2mM). Estas medicdes sdo
fundamentais e, a0 mesmo tempo, devem ser executadas com certa rapidez porque o Fluo-3 ¢
mais sujeito ao desbotamento do que outros indicadores de fluorescéncia para Ca>" (Thomas,
Tovey, Collins, Bootman, Berridge, & Lipp, 2000).

Visto que nosso objetivo ndo é quantificar a [Ca®], mas sim utilizé-la como um artificio
para investigar eletroporacdo, ndo consideramos necessaria a calibracdo, porém realizamos a
normalizacdo pelas variagdes dos transientes de fluorescéncia. Embora tais transientes possam
variar de célula para célula, nés medimos a variagdo supra-transiente em cada célula de maneira
que, mesmo que hajam varia¢des, o que estamos comparando ¢ a variacdo normalizada acima do
transiente. Com isto, estamos quantificando um sinal de fluorescéncia que corresponde a variagao
extra apresentada por cada célula devida a um choque. Além disso, o Fluo-3, embora apresente
um Otimo aumento de fluorescéncia quando ligado a Ca®" (de 45 a 200 vezes, Harkins,
Kurebayashi, & Baylor, 1993), ndo é o mais adequado para se medir a concentragdo citosolica
basal. Num midcito cardiaco de rato, esta concentracdo ¢ da ordem de algumas centenas de
nanomolares (Bassani & Bassani, 2002) e tal faixa corresponde a regido onde a fluorescéncia
emitida pelo Fluo-3 ¢ minima (Thomas, Tovey, Collins, Bootman, Berridge, & Lipp, 2000), ou

: . o o ~ - 2+
seja, equivale a situacdo onde o indicador ndo esta ligado a Ca™.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, produzimos um sistema de microfluorimetria para o estudo da
fluorescéncia relacionada a [Ca®']; em midcitos cardiacos isolados de rato, implementamos dois
métodos de andlise de fluorescéncia diferenciados e realizamos experimentos para dois grupos
celulares: longitudinal e transversal.

O sistema produzido ficou robusto, teve um custo relativamente baixo e permitiu a
realizagdo dos experimentos pretendidos. Os métodos para andlise da fluorescéncia puderam ser
validados pela concordancia dos resultados experimentais da comparag@o entre anodo e catodo
com resultados da literatura. A comparagdo entre os grupos celulares demonstrou, num dos
métodos, uma diferenca na fluorescéncia em resposta a E de alta intensidade quando se variou a
sua dire¢do pela primeira vez na literatura.. Uma vez que o método da média de fluorescéncia nao
apresentou esta mesma diferenca, acreditamos que o método da razdo de 4reas apresenta uma
maior sensibilidade em relag@o a este fendmeno, pois ele confirma as estimativas de uma lesdo
mais extensa feita em outro estudo. A utilizagdo de uma técnica mais direta de medi¢do de
eletroporacdo, como um indicador de potencial de membrana ou um indicador de fluorescéncia
impermeavel em condi¢gdes normais, pode ser capaz de elucidar esta questdo. A compreensdo dos
principais agentes responsaveis por essas diferencas pode auxiliar na elaboragdo de protocolos

que minimizem lesdes imediatas pro-arritmicas no coracao.
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ANEXO A - CURVA DE TRANSMITANCIA DE LENTE OBJETIVA 40X
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Figura A.1: Curva de transmiténcia de lente objetiva 40x/0.75 (modificado de Zeiss, 2014c).
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