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Resumo/Abstract

Resumo

No presente trabalho foi desenvolvido um instrumento capaz de quantificar de
forma simultanea o encurtamento celular e a concentragdo citosdlica de Ca*" ([Ca*']),
utilizando o indicador fluorescente fluo-3. A instrumentagao foi aplicada para estudar o
papel da ATPase de Ca? do RS (SERCA, principal transportador responsavel pelo
relaxamento celular e pela reposicdo do estoque de Ca®" intracelular) na remocéo de Ca?*
do citosol em midcitos cardiacos isolados de rato, o que exigiu o desenvolvimento de um
protocolo experimental especifico. O protocolo experimental desenvolvido consistiu em
tornar inoperante o principal competidor da SERCA pelo Ca** citosélico, o trocador
Na‘/Ca?* (NCX), pela perfusdo da célula com solucdo sem Ca®" e sem Na’. Nesta
situacdo, considera-se que os demais transportadores de Ca®* (ATPase de Ca*" do
sarcolema e uniporter mitocondrial de Ca**) transportem o ion a uma taxa baixa demais
para competir com a SERCA. A liberacdo do Ca** do RS foi induzida por pulsos rapidos
de cafeina, e foram medidos a amplitude (A[Ca*']) e tempo para 50 % de queda (ti2) dos

transientes de [Ca®'];

na auséncia e na presenca de farmacos que afetam a taxa de
captacdo de Ca?* pela SERCA. Foram analisados os efeitos do agonista de receptores
beta-adrenérgicos isoproterenol (ISO), que promove estimulacdo da SERCA, e de 2,5-di-
(tert-butil) hydroquinona (tBQ), que atua como inibidor da enzima. ISO causou reducgdo
significativa do t;, de queda do [Ca®] (p< 0,01), sem alteragdo significativa de A[Ca®"];
(p> 0,05). Ja no caso do tBQ, foi observado um aumento significativo do t;, de queda do
[Ca®']; (p< 0,01) e reducdo da A[Ca?'], (p< 0,05). Um modelo tedrico da literatura foi
adaptado para descrever matematicamente o modelo experimental proposto. As
simulagdes com alteragdes nos parametros cinéticos da SERCA pelos farmacos (de
acordo com dados da literatura) foram razoavelmente bem sucedidas em reproduzir os
dados experimentais com relagdo ao tempo de remocdo do Ca** do citosol. Portanto, foi
apresentada aqui uma nova ferramenta experimental e tedrica para estudar a captacao de

Ca?* pela SERCA em midcitos cardiacos intactos.



Resumo/Abstract

Abstract

The goal of this work was to develop an instrument for simultaneous measurement
of cell shortening and cytosolic Ca®* concentration ([Ca®]), by using the fluorescent Ca?*
indicator fluo-3. The instrument was applied to study the uptake of cytosolic Ca®* by the
sarcoplasmic reticulum (RS) Ca*- ATPase (SERCA, the main transporter responsible for
cell relaxation in intact isolated rat ventricular myocytes). For this purpose, the
development of a specific experimental protocol was required. In this protocol, the main
competitor of SERCA by cytosolic Ca?*, the Na*/Ca** exchanger (NCX), was disabled by
removal of extracellular Ca?* and Na*. In this situation, it may be assumed that the other
Ca?* transporters (sarcolemmal Ca*-ATPase and mitochondrial Ca** uniporter) are too
slow to compete with SERCA. SR Ca?* release was induced by short, rapid caffeine
pulses, and the amplitude (A[Ca?'];) and time for 50% [Ca®']; decline (ti2) of the resulting
[Ca®"], transients were measured in the absence and in the presence of drugs that affect
the rate of SR Ca*" uptake by SERCA, namely the beta-adrenergic receptor agonist
isoproterenol (ISO), which causes increase in SERCA activity, and 2,5-di-(tert-butyl)
hydroquinone (tBQ), which inhibits the enzyme. ISO caused significant reduction of t, (p<
0,01), without any significant change in A[Ca®']; (p> 0,05). In case of tBQ, significant
increase of ty, (p< 0,01) and reduction of A[Ca?"], (p< 0,05) were observed. A theoretical
model (Tang & Othmer, 1994) was adapted for mathematical description of the
experimental model proposed. Simulation of the effects of the drugs, in which SERCA
kinetic parameters were changed according to data obtained from literature, were
reasonably successful at reproducing the cytosolic [Ca®'], kinetics observed

experimentally.
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Lista de Abreviaturas

[Ca®*]y — concentracéo citosdlica de Ca?* diastdlica

[Ca®], — concentracéo citosdlica de Ca?*

A[Ca?']; — amplitude do transiente de Ca®*

[Ca®']rs — carga de Ca** do reticulo sarcoplasmatico

Caf — cafeina

CCD - charge coupled device

CCR — comprimento celular em repouso

CEB - Centro de Engenharia Biomédica

DBV — detector de borda de sinal de video

lca — corrente de entrada de Ca®" por canais de Ca®" tipo L

ISO — isoproterenol

Km — concentragdo de Ca** na qual a velocidade de captagdo é metade da maxima
AL — amplitude da contragéo celular

LED — light emmiting diode

NCX — troca Na*/Ca*

PA — potencial de agao

PKA — proteina quinase A

PLB — fosfolambam

PMT - tubo fotomultiplicador

RS - reticulo sarcoplasmatico

RyR — receptor de rianodina

SERCA — ATPase de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico

SL — sarcolema

tBQ - 2,5-di-(tert-butil)-1,4-hydroquinona

ti» [Ca®']; — tempo necessario para que o transiente de Ca?" decline até metade do seu
valor de pico

t12 AL — tempo necessario para que a célula relaxe o equivalente a metade do valor da
amplitude da contracao

Tnl — troponina |

Ats — tempo de subida do transiente de [Ca?"];
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1 Introdugdo

1. Introducao

De acordo com a American Heart Association (AHA, www.americanheart.edu),

doencgas cardiovasculares acometem 1 em cada 3 americanos, e representaram a causa
mortis primaria (i.e., mortalidade registrada total) em cerca de 36,6% dos 6bitos no ano
2004 nos E.U.A. Além disso, 32% das mortes causadas por doengas cardiovasculares
ocorreram prematuramente (i.e., em idade abaixo da expectativa de vida média da
populagdo). E alarmante lembrar que as doencas cardiovasculares sdo a principal causa
de o6bitos durante os ultimos 100 anos nos paises desenvolvidos, e as previsdes sao de
que a ocorréncia de eventos ligados a estas doencas tenda a se elevar no futuro.
Infelizmente, embora existam outras patologias que chegam a competir com as doencgas
cardiovasculares em paises menos desenvolvidos (como o Brasil), ndo ha razdo para
acreditar que a nossa realidade seja diferente neste aspecto. Este quadro ¢é justificado,
sobretudo, pela condigdo precaria de vida, siress e a falta de cuidado com a alimentacao,
ou seja, problemas que estdo longe de uma tendéncia de melhora. Neste contexto, os
dados apresentados acima apontam para a necessidade de se estudar cada vez mais o
funcionamento do coragdo normal, para que se possa entender melhor as causas e o
impacto das doencgas cardiovasculares, e assim contribuir para sua prevencgao e terapia.

O ion Ca*" desempenha um importante papel na sinalizacdo e regulagdo da
funcdo de diversos tipos celulares. Ca?* & importante nos processos de divisdo celular,
secrecdo e liberagdo de neurotransmissores, regulagcdo dos processos de transcricao
genética, proliferacéo celular e apoptose (morte celular programada) (Berridge et al.,
2000).

Especialmente no musculo cardiaco, Ca®* é fundamental desde a geracdo e
modulagdo da atividade elétrica (potencial de agdo, PA) até a regulacdo e controle do
processo de contragdo (Bers, 2001; Bers, 2002). A despolarizagdo da membrana da
célula miocardica (denominada sarcolema) durante o PA ativa o influxo e consequente
liberagdo de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico (RS), principal estoque do ion para a
contracdo no coracdo de mamiferos. A liberagdo de Ca®* do RS é induzida pela ligagdo de
Ca?" aos canais de liberagdo denominados receptores de rianodina (RyRs), segundo o
mecanismo descrito por Fabiato (1983). O aumento da concentragdo citosdlica de Ca?*
(ICa*"]), (Figura 1.1) permite a difusdo deste ion e sua ligagdo a troponina C, diparando o

processo de contracdo celular e geragao de forga, explicada pela teoria dos filamentos
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1 Introdugdo

deslizantes (Huxley, 1969). Portanto, em condigbes fisiolégicas, a ativacdo elétrica

2, é o fator que

(excitagcdo) atua como o gatilho para a contragdo, e o aumento de [Ca
acopla os dois fendbmenos. O conjunto desses processos é chamado acoplamento
excitagao-contragao.

Para que a célula cardiaca relaxe, varios transportadores de Ca** competem pela
remocdo do Ca®" citosdlico (Bassani et al., 1992): a) ATPase de Ca* do RS (SERCA),
que capta o ion de volta para o interior da organela (MacLennan et al., 1997); b) trocador
sédio-calcio (NCX), que promove a extrusdo do ion (Blaustein & Lederer, 1999); c)
uniporter de Ca?* mitocondrial, que medeia o fluxo do ion para dentro das mitocdndrias
(Zhou et al., 1998), e d) ATPase de Ca®* do sarcolema (SL-ATPase), que também
promove extrusdo de Ca®* (Guerini et al, 1998). A participagdo relativa destes
transportadores é dependente da espécie (Bassani et al, 1994a,b), da fase de
desenvolvimento pods-natal (Bassani & Bassani, 2002) e pode estar alterada em certas

condigdes fisiopatolégicas (Pogwizd et al., 1999).

Ca 3Na 2K

£§ S & Dl )

Ca—s 3Na
If.‘-n
Ca
Ca— MF
Ca MITO.
« = 3Na

Figura 1.1: Principais mecanismos envolvidos no processo de acoplamento excitagcdo-contracdo no
musculo cardiaco de mamiferos. SL — sarcolema; RS - reticulo sarcoplasmatico; Mito - mitocdndria;
NCX - mecanismo de troca sédio-calcio; ATP - ATPase de Ca; I, - corrente de Ca por meio de

canais tipo L; MF — miofilamentos. Bers, 2001.



1 Introdugdo

Os mecanismos de transporte de Ca? no coracdo vém sendo intensamente
estudados em células cardiacas isoladas com o uso de técnicas de medicéo de [Ca?']; por
meio de indicadores fluorescentes (McCormack & Cobbold, 1991; Gomes et al., 1998;
Takahashi et al., 1999). Existem diversos tipos desses indicadores, com intensa utilizagao
daqueles que sao acoplados a moléculas lipossoluveis, entram passivamente na célula
por difusdo, e, apdés remocao da porcado lipossoluvel, sdao convertidos numa forma
impermeante, que fica confinada ao citoplasma. Neste estado, o indicador é entdo capaz
de emitir luz de forma dependente da [Ca®'];, quando excitado com comprimento de onda
adequado. A fluorescéncia emitida pela célula € normalmente coletada por meio de tubos

fotomultiplicadores (Art, 1995), e posteriormente o sinal de saida dos fotodetectores é

. )

convertido para [Ca Deste modo, sdo medidos os transientes de [Ca importantes
para o estudo da mobilizagdo celular de Ca** (Bassani et al., 1992, 1993; 1994a). Uma
breve introducdo aos conceitos de fluorescéncia e utilizacdo desses indicadores pode ser
encontrada no apéndice A.

Uma ferramenta util para estudar o transporte de Ca?* em células cardiacas é a
cafeina. Este composto € um alcaldéide que entra rapidamente na célula (O'Neill et
al.,1990a) e aumenta a sensibilidade dos canais de Ca?" do RS ao Ca?, causando
liberagéo deste ion mesmo no nivel basal de Ca?* (100-200 nM) no citosol de uma célula
em repouso (Rousseau & Meissner, 1989; O’'Neill et al.,1990b; Sitsapesan & Williams,
1990). Quando a concentracdo de cafeina atinge aproximadamente 1-2 mM dentro da
célula, o processo de liberagdo massiva de Ca** do RS é disparado (O'Neill et al., 1990a).
Devido a esta propriedade, a aplicagdo prolongada de cafeina (superior a 6 s) vem sendo
sistematicamente utilizada para avaliar a carga de Ca?* do RS ([Ca?']rs) sob diversas
condicoes, e, assim, desvendar complexos mecanismos de controle do processo contratil
(Bassani et al., 1993, 1995; Bassani & Bers, 1994, 1995; Bassani et al., 2002; Shannon et
al., 2002; Eisner et al.,2004, Diaz et al., 2005; Carvalho et al., 2006; Vennetucci et al.,
2007).

No presente trabalho, um instrumento para a medigdo simultanea de [Ca®];
(utilizando o indicador fluorescente fluo-3, cujas caracteristicas sao mostradas no
apéndice A) e encurtamento celular foi projetado e construido. O equipamento
desenvolvido foi aplicado para desenvolver um protocolo para estudo da funcdo da
SERCA na remocdo do Ca®" citosdlico, baseado num modelo experimental, proposto e
também desenvolvido no presente trabalho (apresentado na Figura 1.2), que simplifica o
transporte de Ca*". Este modelo experimental consiste em tornar inoperante o NCX, o

3



1 Introdugdo

principal competidor da SERCA pelo [Ca?'].

Esta situacdo pode ser implementada por
meio da retirada do Ca®* e do Na* do meio extracelular, o que abole a forca eletromotriz
para extrusdo de Ca?* pelo NCX. Além disto, a membrana foi mantida em repouso elétrico,
ou seja, na auséncia de estimulos elétricos, e a liberagado de Ca®* do RS foi induzida por

meio de pulsos rapidos de cafeina.

SL

] e %Ca A
/

MF

Figura 1.2: Modelo simplificado para estudo da captagdo de ca* pela SERCA decorrente do
protocolo experimental proposto. Caf — cafeina; SL — sarcolema; RS — reticulo sarcoplasmatico; MF
— moifilamentos; ATP — ATPase de Ca** do RS. Modificado de Bers, 2001.

Neste modelo experimental, o0 RS opera liberando e captando Ca?*" de forma
ciclica em resposta a cafeina, o que simplifica o diagrama da Figura 1.1 para o
apresentado na Figura 1.2, se considerado que os sistemas lentos (SL-ATPase e
uniporter mitocondrial) ndo sejam capazes de competir com a SERCA. Isto implica em
sistema praticamente conservativo para o Ca*" intracelular, uma vez que a extrusdo de
Ca?" da célula seria virtualmente nula. Esta aproximagado pode ser justificada pelo fato da
SERCA ser responsavel por 92% do transporte total de Ca®" durante o relaxamento em
miécitos isolados de rato, enquanto o NCX (inoperante no protocolo aqui proposto) e os
demais transportadores considerados lentos sao responsaveis por 7 e 1 %,
respectivamente (Bassani et al., 1994a; Bassani & Bassani, 2002, 2003).

A abordagem utilizada assume também que todo o Ca®** do pool citosélico
encontra-se disponivel para os miofilamentos, o que reduz o sistema ao RS, que libera e
capta Ca®* a cada pulso de cafeina, e aos miofilamentos, que entram em contato com o
ion e sdo ativados para o desenvolvimento de contracdo (Figura 1.3). A possibilidade de

4



1 Introdugdo

utilizacdo de pulsos rapidos de cafeina (de duragao inferiores a 100 ms) para evocar
episddios de liberagdo e captacdo de Ca®* pela SERCA ja foi demonstrada anteriormente
(Su et al., 2003), mas sem a indugao de um ciclo de liberagao e recaptagao que se repete
ao longo do tempo, o que pode ser conveniente para medigcdes mais precisas e mais
proximas do real funcionamento desta enzima. Com este modelo experimental, pode-se
entdo medir o tempo de remocédo deste Ca** do citosol sob diferentes situacdes, como
por exemplo, sob acdo de farmacos ou apdés modificagbes genéticas que alterem o
funcionamento da SERCA. Esta ferramenta pode contribuir com informacoées relevantes
sobre o principal transportador relacionado a fase de relaxamento da atividade mecanica,
e de fundamental importancia na reposicdo do estoque de Ca®* na célula cardiaca
(MacLennan et al., 1997; Bers, 2001). Entender o funcionamento desta ATPase e
desenvolver métodos para a analise quantitativa da sua fungao em células intactas é algo

de significativa importancia para o estudo do acoplamento excitagdo-contracgao.

ﬂ Toeour
lap) | | RS MF

J SR-IN

\ 4

Citosol

Figura 1.3: Esquema geral do modelo experimental desenvolvido no presente trabalho. RS: reticulo
sarcoplasmatico; MF: miofilamentos. Jsg.out € Jsrin S80 0s fluxos de Ca®" a partir do RS para o
citosol (liberagdo) e do citosol para o RS (captagéo), respectivamente. A liberagédo é disparada por

pulsos rapidos de cafeina de curta duragao.

O método aqui desenvolvido foi aplicado para analisar os efeitos de farmacos que
modificam a atividade da SERCA sobre a cinética de remocdo de Ca*" citosdlico pela
enzima. Foram estudadas a seguintes condigdes:

a) estimulagdo da SERCA por ativacdo de receptores beta-adrenérgicos: os
adrenoceptores beta estdo associados a uma via bioquimica complexa (Figura 1.4) que é
ativada in vivo pela ligagdo de noradrenalina e adrenalina. A ocupacéo do receptor pelo
agonista ativa uma proteina ligante de GTP(trifosfato de guanosina) também localicada no
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1 Introdugdo

sarcolema. A ligacao deste nucleotideo a proteina leva a dissociagdo de uma de suas
subunidades, a a, que interage de modo estimulatério com a enzima adenilato ciclase
(AC), que por sua vez converte ATP (trifosfato de adenosina) em cAMP (monofosfato
ciclico de 3’-5’-adenosina). O cAMP, ligando-se a quinase de proteinas dependente de
cAMP (PKA), leva a dissociacéo de suas subunidades cataliticas e regulatérias (Brodde
& Michel, 1999; Bers, 2001). A subunidade catalitica da PKA fosforila diversas proteinas,
sendo as mais relevantes neste estudo: a) canais de Ca?* dependentes de tensdo elétrica
do sarcolema (McDonald et al., 1994); b) fosfolamban (um inibidor endégeno da SERCA),
(Simmerman & Jones, 1998; MacLennan & Kranias, 2003); c) troponina-l (uma das
proteinas do filamento fino envolvida no processo de contracdo), (Li et al., 2000). O
resultado deste processo de fosforilagdo é a alteracdo do transporte de Ca* intracelular,
com reflexo direto sobre a atividade contratil. As principais conseqiéncias da estimulagao
beta-adrenérgica em nivel celular sdo o aumento da for¢ca de contragao (efeito inotrépico
positivo) e o aumento da taxa de relaxamento (efeito lusitropico positivo). Deve-se
enfatizar aqui que o fosfolamban exerce um papel fundamental no acoplamento
excitagao-contragdo. Luo et al, (1994) e Li et al, (2000), mostraram que ratos
geneticamente modificados que ndo expressavam o fosfolamban tiveram ambos os
efeitos inotrépico e lusitrépico significativamente atenuados apds a aplicagdo do agonista
de receptores beta-adrenérgico isoproterenol (ISO), o que pode sugerir uma maior
participacdo do peptideo no enchimento do RS e na sua regulagdo. Estes resultados
justificam o interesse e a importancia de se estudar a estimulacao beta-adrenérgica a luz

do protocolo experimental proposto.
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Figura 1.4: Via de transducdo bioquimica acoplada a receptores beta-adrenérgicos: pB-Rec —
receptor beta-adrenérgico; Gs (proteina ligante de GTP); AC — adenilato ciclase; Reg — subunidade
regulatéria da proteina quinase dependente de cAMP (PKA); P representa o grupo fosfato
transferido pela PKA a diversas proteinas intracelulares; PLB — fosfolamban; RR — receptores de
rianodina (responsaveis pela liberagao de Ca** do RS para o citosol). As demais estruturas sdo as

mesmas apontadas na Figura 1.1. Modificado de Bers, 2001.

b) Inibicdo da SERCA pela 2,5-di-(fert-butil)-1,4-hydroquinona (tBQ): este farmaco foi
inicialmente identificado como um inibidor SERCA em células do figado (Moore et al.,
1987), e posteriormente, também em musculo esquelético de coelho (Wictome et al.,
1992) sem efeito sobre as ATPases do sarcolema ou mitocondriais (Moore et al., 1987). A
reacdo de transporte do Ca?* pela SERCA comeca com a ligagdo de dois ions Ca®" e uma
molécula de ATP a sitios de alta afinidade no lado citoplasmatico do transportador (estado
E1, Figura 1.5), (MacLennan et al., 1992). A hidrélise do ATP e fosforilagdo da enzima
promovem uma alteragdo conformacional que oclui a ATPase, ndo permitindo o retorno
dos ions Ca®" para o citoplasma (estado E1P, Figura 1.5; Clarke et al, 1989a,b).
Alteracdes conformacionais subseqiientes reduzem a afinidade por Ca?*, o que resulta na
rapida liberagdo dos ions Ca?* no interior do RS, onde a concentragdo de Ca*" é maior
(estado E2, Figura 1.5; Reddy et al., 1996). Dois prétons séo transportados do RS para o

citosol apds desfosforilacdo da enzima e seu retorno ao estado E1. Nakamura et al.
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(1992) mostraram em vesiculas isoladas de RS do ventriculo de cdo que o tBQ inibe a
decomposicao do estado E1P, e portanto, mantém o transportador no seu estado ocluido,
o que conseqiientemente diminui a taxa de transporte de Ca?*. Assim, espera-se que esta
reducdo na taxa de transporte manisfeste-se como um maior tempo para remocao do
Ca?" no citosol, 0 que no caso, pode ser passivel de deteccdo com o método aqui

desenvolvido.

ATR

Oclus@o
Estado E1P

P
E,
ATP/,_: — P ﬁ ,
/_L\

Oclusao

Figura 1.5: Mecanismo de transporte de ca* pela SERCA. Detalhes estdo descritos no texto.
Modificado de Bers (2001).

Além da proposta de desenvolvimento de instrumentacao e aplicacdo experimental,
este trabalho também visa apresentar uma descricdo matematica simples para simular o
protocolo experimental proposto. Atualmente existem diversos modelos tedricos para
células cardiacas que retratam o transporte idnico através do sarcolema e no meio
intracelular (Puglisi et al., 2004), sobretudo no que se refere ao transporte de Ca** e seu
papel no mecanismo de liberagdo de Ca?* induzido por Ca®* (Luo & Rudy, 1994;
Zahradnikova & Zahradnik, 1996; Keizer & Levine, 1996; Stern et al., 1999; Jafri et al.,
1998; Shannon et al., 2004; Cortassa et al., 2006). Os referidos modelos conseguem
reproduzir uma grande variedade de resultados experimentais com excelente fidelidade,

mas apresentam a desvantagem de serem complexos e custosos do ponto de vista
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computacional. A fim de estudar do ponto de vista tedrico a dindmica do transporte de
Ca?*, buscou-se na literatura um modelo tedrico com a melhor capacidade de adaptacéo a
situacao experimental aqui abordada, e com o menor custo computacional possivel.
Assim, o modelo matematico de Tang & Othmer (1994) foi utilizado, mediante adaptacgodes
para retratar o modelo experimental proposto, incluindo o efeito da cafeina sobre o
transporte de Ca?' intracelular. As alteracdes na SERCA promovidas pelos farmacos
também foram simuladas, de acordo com resultados da literatura quanto as modificagdes
dos parametros cinéticos da enzima, dentro das limitagcdes impostas pela estabilidade do

modelo tedrico.

Finalmente, o presente trabalho apresenta um conjunto de simulagbes
computacionais para auxiliar o estudo da dinamica do transporte de Ca?*, segundo o
modelo experimental proposto. Embora o modelo desenvolvido para estudo da captacgao
de Ca*" pela SERCA represente uma abordagem reducionista, pequenas modificacdes
em determinados parametros cinéticos desta ATPase (como resultado da aplicagdo de
drogas ou alteragdes genéticas) podem ter conseqliéncias longe de serem 6bvias, dada a
natureza nao-linear do sistema. Assim, a ferramenta computacional torna-se uma
estratégia conveniente para melhor entendimento e enriquecimento na discussdo dos

fendbmenos experimentais observados.



2 Objetivos

2. Objetivos

Os principais objetivos do presente trabalho foram:

a) Desenvolvimento de instrumentacao especifica para medicao e registro simultaneo

da [Ca2+]i e encurtamento celular em midcitos isolados;

b) Desenvolvimento de um protocolo experimental e instrumentacdo para estudar o

transporte de Ca®* entre citosol e RS.
C) Adaptacdo de um modelo matematico para o transporte de Ca®** no caso do

protocolo experimental proposto, e utilizd-lo para simular alteragbes nos parametros
cinéticos da SERCA promovidas pela estimulagcao beta-adrenérgica e pelo tBQ.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (5-7 meses de idade), provenientes
do Centro Multidisciplinar de Investigagdo Biolégica (CEMIB) e mantidos no biotério do
Centro de Engenharia Biomédica (CEB), UNICAMP. Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas, receberam agua e ragdo a vontade e foram expostos a um ciclo claro-
escuro de 12:12 horas. Os animais nao receberam qualquer manipulagado experimental
até o dia de serem utilizados, exceto para procedimentos de limpeza das gaiolas. O
procedimento experimental foi aprovado pela comissdo de Etica em Experimentacdo
Animal, IB/UNICAMP (protocolos numero 775-1 e 952-1).

3.2. Solucoes

Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada e deionizada, com
excecao das solugdes utilizadas no isolamento dos cardiomiécitos, que foram preparadas
com agua ultrafiltrada (tipo I, resistividade > 18 MQ.cm). O pH de todas as solugbes foi
7,4, na temperatura em que foram utilizadas. Na composi¢cao das solugdes abaixo, a

concentragao dos solutos esta expressa em mM.

a) Solucdo de Tyrode normal (TyN): NaCl 140; KCI 6; MgCl, 1,5; HEPES (acido N-2

hidroxietilpiperazina-N"-2 etano-sulfénico) 5; glicose 11; CaCl, 1.

b) Solucdo de Tyrode sem Ca* e Na* (Ty00), Neste caso, foi feita substituicdo equimolar
de Na* e Ca* por LiCl e EGTA (acido etileno glicol-bis (B-aminoetil eter)- N- N-N"-N'

tetraacético), respectivamente.

c) Solucdo TyN ou Ty00 com cafeina (CafTyN ou Caf00, respectivamente): cafeina foi

adicionada como um solido a solugdo TyN ou Ty00, na concentragdo de 10 mM.

d) Solucéo de Tyrode para Isolamento de Células (TyCl): tem composicao igual a TyN,

exceto por ter CaCl, substituido por MgCl, e conter 10 mM HEPES.

11
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e) Solugdo Krebs-Henseleit para Isolamento de Células: NaCl 115; KCI 4,6; KH,PO,4 1,2;
NaHCO; 25; MgS0O, 2,4; glicose 11,1.

f) Solucdo cardioplégica (Cpl-P): KH,PO, 10; KCI 30; MgCl, 1; taurina 20; glicose 11;
HEPES 10; acido glutdmico 70; pH 7,4 a 23° C ajustado com KOH (usada para

dissociagdo e armazenamento das células).

g)_Solucédo estoque de fluo-3: 1 mM fluo-3 AM (acetoximetil-éster, Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA) dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO).

h) Solucdo fluo-3 para incubacdo de miécitos (TyN-Fluo): 10 ul da solugéo estoque de

fluo-3 foram adicionados a 10 ul de solugéo 2% (v/v.em DMSQO) de Pluronic (Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA) e diluidos em 980 ul de TyN. Pluronic € um agente
dispersante que facilita a difusdo do fluo-3 para o interior da célula. A solu¢do de 10 uM
de fluo-3 foi novamente diluida em TyN para a concentragdo final de 1 uM, e esta foi a

solugao usada para o carregamento do miécito com o indicador.

3.3. Isolamento dos miocitos cardiacos ventriculares

As células foram isoladas por digestao enzimatica conforme descrito anteriormente
(Bassani e Bassani, 2002). Os ratos foram sacrificados por exsanguinagdo apoés
concussao cerebral, com imediata retirada do coragdo. O coracao foi perfundido com
solugdo de Krebs-Henseleit sem calcio a 37 °C em um sistema de Langendorff por 5
minutos. Em seguida o coragao foi perfundido com a mesma solugéo contendo 0,5 mg/ml
de colagenase tipo | (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) por 15-
20 minutos. A seguir, a enzima foi removida por perfusdo com solugdo TyCl contendo
albumina sérica bovina (0,5 mg/ml) por cerca de 10 minutos. O tecido ventricular
esquerdo foi entdo delicadamente triturado em solugédo cardioplégica, para dissociagao

das células. A mesma solugao foi usada para lavagem e armazenamento das células.

12
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3.4. Projeto de instrumentacao para medicao de transientes de
[Ca®*]; e encurtamento celular.

O sistema de microscopia para projegcdo da imagem da célula e medi¢cdo dos

transientes de [Ca®']

pode ser divido em 3 partes: Optica de excitagdo do indicador, optica
de emissao do indicador e 6ptica de projecdo da imagem da célula. O sistema permite a
medicdo ndo s6 de transientes de [Ca®'], como também do encurtamento celular. A
Figura 3.1 ilustra a disposicdo dos componentes utilizados para a construgdo do

equipamento.

(=] ]

Figura 3.1: Sistema de microscopia de fluorescéncia para medi¢cdo de [Ca2+]i e encurtamento

celular. 1: LED (Light Emmiting Diode) azul de alta intensidade (excitagéo); 2: Obturador (shutter);
3: dubleto de lentes condensadoras; 4: filtro 6ptico passa-faixa de excitagéo; 5: lente biconvexa; 6:
diafragma; 7: espelho dicroico; 8: objetiva (40x); 9: cémara de perfusdo; 10: LED vermelho
(iluminagéao do campo visual); 11: espelho refletor de vermelho; 12: camera CCD (charge coupled
device); 13: obturador com fenda retangular; 14: filtro optico passa-faixa de emisséo; 15: tubo
fotomultiplicador (PMT).
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A Optica de excitagdo compreende todos os dispositivos responsaveis pela
excitacdo do indicador fluorescente. As distancias entre dispositivos estabelecidas para

essa parte da instrumentagao sao fornecidas com mais detalhes na Figura 3.2.
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Figura 3.2: Detalhes da 6ptica de excitagdo. As cotas sdo dadas em mm. Os elementos do sistema

estdo indicados como na Figura 3.1.

A fonte luminosa utilizada para fornecer energia radiante ao indicador foi um LED
azul de alta intensidade (OT16-5100-BL, Opto Technology, Wheeling, IL, EUA). O
obturador (mecéanico de acionamento manual) € uma placa opaca que permite bloqueio
do feixe de excitacdo, o que minimiza o desbotamento (bleaching) do indicador (Song et
al., 1995). O condensador é formado por duas lentes plano-convexas com distancia focal
de 35 mm e didmetro de 25 mm (Optovac, Osasco, SP), para maximizar a luz coletada. A
imagem se forma a uma distancia s’ da ultima lente com uma magnificagdo M;, segundo
as relacoes (Jekins & White, 1985):

_ld-(s—f)=s-1]-f
(d=f)-(s=f)=s-f

s (3.1)
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f2
(@=f)-(s—f)-s-f (3-2)

Mlz

onde d é a distancia entre as lentes (12 mm), f é a distancia focal (35 mm), e s é a
distancia da primeira lente a fonte (100 mm). Substituindo os respectivos valores nas
equacdes 3.1 e 3.2, tem-se s’ = 19,06 e M; = -0,24. O sinal negativo indica uma imagem
invertida, o que é irrelevante para a iluminacdo da amostra. A imagem formada pelo
condensador serve de objeto para que uma lente biconvexa (f> = 35 mm, didmetro 25 mm,
Optovac, Osasco, SP) projete esta energia radiante na amostra bioldgica situada na

camara de perfusdo, obedecendo as seguintes relagbes (Jekins & White, 1985):

' _S2.f2 33
el (5:9)

M, = S (3.4)

onde s’; é a distancia da imagem a lente biconvexa, s; (fixado em 39,3 mm) é a distancia
da imagem formada pelo dubleto condensador a lente biconvexa, f, é a distancia focal da
lente, e M, é a magnificacdo da imagem produzida na amostra, sem considerar o efeito
condensador produzido pela objetiva, conforme observado nos microscépios comerciais
(Gomes, 1997). Substituindo os valores nas equagodes 3.3 e 3.4, tem-se s> =319, 9 mm e
M, = -8,1. Pequenos ajustes foram feitos experimentalmente para que a imagem do LED
de excitagdo fosse desfocada, a fim de fornecer uma iluminagdo uniforme na amostra

bioldgica. A magnificagao total da dptica de excitagao (Mr) é dada por:
M,=M -M,=19. (3.5)

Os parametros s e s, bem como a escolha das lentes foram estabelecidos
segundo as equagobes 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5, visando diminuir 0 espago ocupado pelo
equipamento, sempre respeitando as restricdes dadas pelas expressdes. Estes
parametros serviram como ponto de partida para que ajustes empiricos pudessem

determinar a disposicao final dos dispositivos.
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O filtro éptico passa-faixa de excitacdo (Chroma Technology Corp., Rockingham,
VT, EUA) seleciona apenas a banda de interesse para a excitagdo do indicador (460-500
nm, Figura 3.3A). O feixe luminoso tem seu didmetro limitado por um diafragma (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha), o que evita que feixes espurios contribuam com ruido no
sinal de saida do fotodetector. O espelho dicréico (Chroma Technology Corp.,
Rockingham, VT, EUA) reflete a banda de excitacido (Figura 3.3A) e permite a passagem
da banda de emissao (515 — 560 nm). Por fim, uma objetiva de 40X (Olympus, Melville,
NY, EUA) funciona como o ultimo condensador de energia radiante para a optica de
excitagao.

A optica de emissao (detalhada na Figura 3.4A) é o caminho 6ptico percorrido pelo
sinal de fluorescéncia emitido pela célula. Neste caso, a objetiva serve como um
condensador, coletando a fluorescéncia emitida. Os espelhos dicréico e refletor de
vermelho (Edmund Optics, Barrington, NJ, EUA) funcionam como uma janela para a
banda de emissao (Figura 3.3), enquanto o filtro 6ptico passa-faixa de emissdo (Chroma
Technology Corp., Rockingham, VT, EUA) garante que apenas comprimentos de onda

nessa faixa sejam detectados (Figura 3.3A).
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Figura 3.3: Caracteristicas dos filtros e espelhos utilizados. O painel A mostra o espectro de
transmitancia para os filtros de excitagdo (azul), espelho dicréico (verde) e filtro de emissao

(vermelho). Ja o painel B mostra o espectro de refletancia para o espelho refletor de vermelho.

O fotodetector utilizado foi o tubo fotomultiplicador (PMT) R4220 (Hamamatsu
Photonics, Shizuoka, Japdo). O obturador possui uma fenda retangular com abertura
regulavel que possibilita ajustes para compatibilidade entre a imagem da camera CCD

(mod. ICD-31, Ikegami Co., Téquio, Japdo) e o sinal de fluorescéncia obtido. Um
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conversor corrente-tensao permite que o PMT forneca um sinal de tenséo proporcional a

intensidade do sinal de fluorescéncia detectado.
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Figura 3.4: Detalhes do projeto de microscopia e microfluorimetria. O painel A mostra detalhes da
Optica de emissdo, enquanto o painel B mostra detalhes da optica de projecdo de imagem. As

cotas sdo dadas em mm. Os elementos do sistema estéo indicados como na Figura 3.1.
O PMT (Figura 3.5) consiste em um tubo com vacuo, onde um catodo emite

elétrons por efeito fotoelétrico (Wilson & Hawkes, 1983), produzindo uma corrente de

saida proporcional a intensidade luminosa que chega ao catodo.
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Figura 3.5: O painel A mostra uma foto do tubo fotomultiplicador. Uma vista frontal do PMT é
mostrada no painel B (dimensdes dadas em mm). Figura modificada do manual do fabricante

Hamamatsu Photonics.

A principal caracteristica do PMT é o alto ganho de corrente produzido por varios
estagios de multiplicagcao de elétrons implementados pelos eletrodos internos (dinodos). A
tensao de alimentagcdo do PMT define o campo aplicado entre os dinodos, e portanto, o
ganho de corrente. O circuito para acionamento e obtencdo de sinal de saida em tenséo
do PMT foi implementado por Gomes (1997) e pode ser visualizado na Figura 3.6. A
alimentacdo do PMT é feita por uma fonte de alta tensdo (mod. C6260, Hamamatsu
Photonics, Shizuoka, Japao) que pode atingir 1250 V. Esta fonte tem sua saida ajustada
por meio do potencidmetro (POT 1), estabelecendo uma saida de 1000V. A tensao de
alimentacgao da fonte do PMT é fornecida por meio de uma fonte externa de 15 V. A saida
em corrente do PMT pode ser convertida para tensao por meio do conversor corrente-
tensdo. O circuito conversor corrente-tensdo é dado pela configuragdo do amplificador

operacional (LF 351) realimentado pelo resistor R1 (Horowitz & Hill, 1989).
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Figura 3.6: Eletrbnica associada a detecc¢ado do sinal de fluorescéncia emitido pela célula. CON —
conectores; PMT — tubo fotomultiplicador R4220; C6260 — fonte de alimentagao do PMT; POT 1 —
potencibmetro para ajuste da tensdo de saida da fonte de alimentagdo do PMT,; LF351 —
amplificador operacional; R1 — resistor utilizado no conversor corrente-tensdo; GND - terra.
Modificado de Gomes (1997).

A Optica de projecao de imagem da célula (Figura 3.4B) é a parte do sistema de
microscopia que permite a obtengdo da imagem do midcito cardiaco, a partir da qual o
encurtamento celular é quantificado. Um LED vermelho € utilizado para iluminar a
amostra, cuja imagem é ampliada pela objetiva e projetada na cAmera CCD. E importante
observar que o espelho dicréico funciona como uma janela para o comprimento de onda
vermelho (600 — 700 nm), enquanto o espelho refletor de vermelho é responsavel pelo
desvio de 90° da luz do LED até a camera, onde a imagem da célula é obtida e mostrada

em um monitor de video.

3.5. Estratégia para ajustes no projeto

microscopia/microfluorimetria.

Antes da implementagao do protétipo do sistema de microscopia/microfluorimetria,
uma montagem preliminar simulando a disposicdo dos dispositivos foi realizada para

testar a viabilidade do projeto (Figura 3.7) e estabelecer uma estratégia para que todos os
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ajustes necessarios fossem implementados. Foram utilizados varios suportes mecanicos
para os diversos elementos 6pticos, e um estagio de microscopia em boas condi¢cdes para
conferir estabilidade e facilidade de manuseio a montagem. Os dispositivos opticos foram
dispostos de forma que a entrada de uma microesfera fluorescente (Invitrogen Molecular
Probes, Carlsbad, CA, E.U.A)) no campo visual, quando devidamente excitada,
produzisse um sinal de saida maximo no PMT, o que evidenciava o bom alinhamento do
sistema.

A partir desta montagem foram observados o ruido produzido pelo acionamento
das fontes luminosas, a melhora na relagéo sinal / ruido devida a filtragem do sinal e
limitacdo da area sensivel exposta do fotodetector, além da possibilidade de detecgao

", durante

simultdnea da imagem do cardiomidcito e os respectivos transientes de [Ca
estimulagao elétrica. Todos estes testes foram importantes para a obtencao do projeto

final do prototipo do sistema de microscopia/microfluorimetria.

A

Figura 3.7: Montagem experimental preliminar para teste do projeto microscopia/microfluorimetria.
O sistema completo é mostrado no painel A, onde: 1 — LED azul de alta intensidade, 2 — tubo de
aluminio coberto com cartolina preta contendo lentes e filtro de excitagdo, 3 — LED vermelho de
iluminagao da célula, 4 — tubo de aluminio contendo o PMT, 5 — camera CCD. O painel B mostra
em detalhe a 6ptica de emissao e visualizagao, onde: 1 — tubo de aluminio contendo o PMT, 2 —
suportes contendo os espelhos dicroico e refletor de vermelho, 3 — camera CCD, 4 — manipulador
para controle de foco da objetiva, 5 — manipulador para movimentacdo xy da camara de perfusédo

no estagio de microscopia.
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3.6 Equipamentos auxiliares, bancada de trabalho e aquisicao dos
dados.

O sinal de video obtido pela cdmera CCD segue para um gravador de video
cassete (VCR) para registro do experimento, e dai para um detector de borda de sinal de
video (DBV), acoplado a um monitor de video, onde a célula pode ser visualizada. O DBV
(construido pelo CEB, patente nimero: Pl 0300.834 — 7) tem como funcao fornecer um
sinal de tensao proporcional ao deslocamento de um ponto da borda da célula mostrada
no monitor de video, o que pode ser convertido para encurtamento celular apds sua
devida calibragdo por meio de uma graticula micrométrica espacada de 10 um (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha). O sinal de tensdo proporcional ao encurtamento celular
proveniente do DBV foi adquirido por uma placa de aquisicdo PCIl 6229 (National
Instruments, Austin, TX, E.U.A), assim como o sinal de fluorescéncia proveniente do PMT.
A aquisicdo destes sinais foi controlada pelo software LABVIEW 7.1® (National
Instruments, Austin, TX, E.U.A), no qual uma interface grafica amigavel com aplicagao
especifica para nosso experimento foi desenvolvida (Figura 3.8). Observa-se nesta
interface a possibilidade de monitoramento simultaneo do sinal de tensao proporcional ao
encurtamento celular (painel inferior & direita), do sinal de tensdo proporcional ao [Ca®'];
(painel superior a esquerda) e a forma de onda apds a conversao de fluorescéncia para
[Ca®], (painel superior & direita), o que também pode ser observado em tempo real,
segundo os parametros de calibragdo estabelecidos (a esquerda na parte inferior). O
programa permite iniciar e encerrar a gravagao quando desejado pelo usuario por meio da
chave “grava”. O sistema de aquisicdo também permite a definicdo da freqliéncia de
amostragem e a implementagao de varios tipos de filtros. Os sinais foram adquiridos a
100 Hz e filtrados por um filtro passa-baixa Butterworth com 8 pélos e freqiiéncia de corte
em 25 Hz.

A Figura 3.9 mostra um diagrama em blocos para as conexdes entre os
equipamentos utilizados com o respectivo fluxo de informagdes, enquanto a Figura 3.10A
mostra uma foto do rack com os equipamentos auxiliares utilizados nos experimentos

desenvolvidos.
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Figura 3.8: Interface grafica desenvolvida em LABVIEW 7.1° para visualizagdo e controle da

aquisicao dos sinais.
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Figura 3.9: Diagrama em blocos para representar as ligagées entre os diversos equipamentos

utilizados.
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Uma condigdo imprescindivel para obtencdo de registros de boa qualidade é a
estabilidade mecanica do sistema de microscopia/microfluorimetria. Neste sentido, uma
bancada de trabalho que minimizasse vibragbes mecanicas foi construida para evitar
interferéncias desta natureza no processo de medi¢do. Devido ao elevado custo das
mesas antivibratorias disponiveis, a solugdo adotada foi projetar e construir uma bancada
em estrutura metalica robusta (114 cm de comprimento, 84 cm de largura e 90 cm de
altura), com um tampo de granito (com 4 cm de espessura) isolado mecanicamente da
estrutura por bolas de ténis, que atuam como amortecedores (Figura 3.10B). Esta solugao

produziu o resultado mecanico e financeiro desejado.

A B

Figura 3.10: Sdo mostrados no painel A os equipamentos utilizados nos experimentos, (de cima
para baixo): VCR, DBV, monitor de video, estimulador elétrico e fonte de tensdo para alimentagéo
da fonte do PMT. O painel B mostra a bancada antivibratéria construida para conferir estabilidade

a instrumentagao desenvolvida.
A medicado de fluorescéncia emitida pelo indicador requer um ambiente escuro,
evitando a interferéncia da luz ambiente no sinal registrado. Assim, a area do laboratério

ocupada pela bancada de trabalho, rack com equipamentos e microcomputador foi

23



3 Materiais e Métodos

delimitada por uma cortina opaca, que permite a criagdo de um ambiente com a

luminosidade adequada para o bom desenvolvimento dos experimentos.

3.7. Testes do protétipo de microscopia/microfluorimetria

construido.

Uma graticula micrométrica com marcagoes espacadas de 10 um foi utilizada para
quantificar as dimensdes do campo visual. A razdo entre o tamanho da imagem do
espacamento das marcagdes da graticula obtida no monitor de video e sua dimens&o real
permitiu calcular a ampliagao 6ptica total do sistema de microscopia.

A mesma microesfera fluorescente utilizada para alinhar a montagem preliminar foi
usada com a mesma finalidade para o protétipo desenvolvido. A coeréncia entre o sinal
de fluorescéncia detectado e a imagem no campo visual foi garantida por meio do ajuste
da abertura da fenda retangular do obturador que limita a area sensivel exposta do PMT,
de forma que a saida da microesfera do campo visual implicasse em retorno ao sinal
basal de fluorescéncia registrado pelo PMT.

O obturador com fenda retangular (Figura 3.11) tem o seu controle de abertura
feito por parafusos com roscas sem fim, cujo sentido de rotacédo define o avango ou recuo
do bloco de acrilico deslizante transpassado por cada parafuso. A cada bloco, foi colada
uma folha de diafragma (ndo mostrada na Figura 3.11), que se movimenta com este, e
define a abertura da fenda.

No que se refere a optica de excitagdo, a energia radiante que chega a amostra
bioldgica foi estimada por meio de um fotémetro construido com um fotodiodo de silicio,
(OPT 101, Burr-Brown, Tucson, AZ, EUA). O circuito, as curvas de resposta e
sensibilidade, bem como o calculo da poténcia 6ptica que chega até a célula, estédo
mostrados no apéndice B. O fotdbmetro foi posicionado onde supostamente estaria a
célula, ou seja, sob o foco da luz de excitagdo condensada pela objetiva. Este dado foi
estimado no sentido de fornecer melhor caracterizacdo da instrumentacdo desenvolvida e

contribuir com dados escassos na literatura.
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Figura 3.11: O painel A mostra a parte interna do obturador, com detalhe dos parafusos e blocos

que definem a abertura da fenda. O painel B mostra uma vista frontal, onde pode ser observada a

fenda definida pelo ajuste da posig¢édo dos blocos.

Outra caracteristica importante avaliada foi o ruido no sinal de saida do PMT
produzido pelo acionamento das fontes luminosas e sua influéncia no deslocamento no
nivel basal deste sinal. Este deslocamento contribui com uma fluorescéncia de fundo que,
posteriormente, deve ser subtraida no processo de conversdo de fluorescéncia para
[Ca®]. Por fim, o sistema desenvolvido foi testado com o propédsito de registrar

simultaneamente o curso temporal do encurtamento celular e [Ca®'].

3.8. Preparacao da camara de perfusao de cardiomiocitos.

A suspensao de midcitos foi depositada em uma camara que permite a perfusao
das células com diversas solugdes (Figura 3.12). A cAmara (desenvolvida por Gomes,
1997; patente numero: Pl 0302.403 - 2) foi construida em acrilico e apresenta 5 entradas
para solugdes distintas, um volume de 200 pul, e a possibilidade de fluxo de até 15 ml/min
em regime aparentemente laminar. Do lado oposto a entrada, ha uma saida ligada a uma

linha de vacuo para a retirada do excesso de solucéo.
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Figura 3.12: Camara de perfusdo utilizada nos experimentos com miécitos cardiacos isolados (Pl
0302.403 - 2).

O fundo da cdmara de perfusdao consiste de uma laminula de vidro, onde foi
depositada uma fina camada (2 pl) de solugdo de colageno, apos lavagem da camara
com alcool e sabao e secagem. Apos secagem do colageno por 10 min, a suspensao de
midcitos isolados (100 pl) foi depositada na camara. Esperou-se mais 20 min para que as
células aderissem a laminula, e o experimento foi iniciado.

A contracdo dos cardiomidécitos foi induzida por estimulacao elétrica por campo
(0,5 Hz, pulsos bipolares de 10 ms de duragéo e amplitude 20% acima do limiar) por meio
de um par de eletrodos introduzidos na cadmara de perfusdo. O estimulador elétrico
utilizado nos experimentos foi projetado e construido pelo Eng. Sérgio Moura (CEB-
UNICAMP).

3.9. Carregamento dos cardiomidécitos com o indicador
fluorescente e conversao do sinal de fluorescéncia para [Ca**]..

Apods estimulagdo dos midcitos cardiacos por cerca de 10 min (periodo de
estabilizagdo), a estimulacdo foi cessada e 10 ul da solugdo TyN — fluo (1uM) para
incubacao foram adicionados a camara. O tempo de incubagao foi de 20 min em ambiente
escuro. Em seguida, as células foram perfundidas com TyN por 20 min, para permitir a

desesterificacdo do indicador no meio intracelular.
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O sinal de fluorescéncia detectado pelo PMT foi convertido para [Ca']; por meio da
expressao (Cheng et al., 1993):
F-F,
e I_i?ack Kd(Ca)
[Ca]- _ 0 back
: Kd(Ca) _ F — Fpack +1 (3.6)

onde F ¢é a fluorescéncia medida durante o transiente; Fq € a fluorescéncia diastolica; Frack
€ a fluorescéncia de fundo (fluorescéncia registrada num campo da camara que nao
contem células); Kyca) € a constante de dissociagdo aparente de Ca®* do indicador (1,1
uM, Harkins et al., 1993) e [Ca]y € a [Ca®'] diastdlica (estimada em 0,23 yM com o

indicador raciométrico indo-1, Bassani & Bassani, 2002).

3.10. Troca rapida de solucoes

A aplicacao rapida de cafeina foi implementada por meio de uma valvula solenéide
de resposta rapida (atraso< 7 ms; mod. LFAA 12016-18H, The Lee Company, Westbrook,
CT, EUA), controlada por um circuito oscilador, descrito em detalhes no Apéndice C. A
valvula apresenta uma entrada normalmente aberta e outra normalmente fechada.
Quando uma tenséo de 12 V e corrente 41 mA (saida do circuito oscilador) é aplicada aos
terminais da valvula, a solugdo de saida é chaveada da entrada normalmente aberta para
a normalmente fechada. Apds a aplicagdo do pulso, a saida retorna a solugao na entrada
normalmente aberta.

Uma micropipeta na saida da valvula leva a solugao até préximo da célula para
que a troca rapida seja efetuada. A micropipeta foi produzida por estiramento, aquecendo-
se um tubo de polietileno termodeformavel, de modo a minimizar o “espaco morto” entre a
saida da valvula e a saida da micropipeta. O conjunto valvula-micropipeta foi posicionado
proximo da camara de perfusdo por meio de um suporte para a sustentacdo e
manipulagao do conjunto. O “volume morto” de solugdo na micropipeta foi estimado em 25
ul, e a taxa de perfusdao estimada em 10 ml/min. Embora a taxa de perfusao pela
micropipeta seja inferior aquela maxima possivel na prépria camara de perfusdo, a
proximidade entre a ponta da pipeta e a célula permite realizar trocas mais rapidas no

meio em torno do midcito.
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Em todos os experimentos realizados, a solu¢ao Ty0O foi colocada na entrada
normalmente aberta, enquanto a solugdo Caf00 foi colocada na entrada normalmente

fechada.

3.11. Modelo experimental para estudo da captacdo de Ca** pela
SERCA: protocolo experimental e testes.

O protocolo experimental para estudo da captacdo de Ca®* pela SERCA consistiu
nos seguintes passos: 1) perfusdo da célula com TyN e sua estimulagao elétrica até a
estabilizagéo das contracdes e transientes de [Ca?'];; 2) troca da solugdo de perfusdo para
Ty00, com a célula perfundida por esta (tanto via micropipeta, quanto pela entrada da
camara) por um tempo superior a 25 s na auséncia de estimulo elétrico; 3) aplicacdo de
um trem de 5 pulsos de solugdo Caf00, com duragao de 60 ms, e intervalo entre pulsos de
7 s, sob comando do circuito oscilador. Durante o intervalo entre pulsos, a micropipeta
perfundiu a célula com solugédo Ty00 para a rapida remocgéao da solugao Caf00.

Foram medidas as amplitudes dos transientes de [Ca®']; (A[Ca®']) e o tempo para
50% de queda destes transientes (t1,2) evocados pela aplicagéo rapida de Caf00. A média
e erro padrao para cada um destes parametros foi obtida segundo a sequéncia de
aplicagdo dos pulsos em diferentes células, o que permitiu avaliar a variabilidade dos
transientes obtidos no decorrer do experimento. Este teste foi importante para determinar
a estabilidade do método empregado para estudar a captacédo de Ca** pela SERCA. Uma

comparacdo entre o tempo de subida do transiente de [Ca?"];

(tempo necessario para que
a [Ca*], de pico seja alcancada a partir do diastdlico) evocado pela aplicagdo rapida de
cafeina e por estimulagao elétrica também foi realizada.

O teste da conservacdo do Ca?' intracelular neste modelo experimental consistiu
na estimativa da carga de Ca®* do RS ([Ca®']grs) antes e apds a aplicacdo do trem de
pulsos de cafeina. Este procedimento consistiu na repeticdo dos passos 1 e 2 do
protocolo para estudo da captacdo de Ca®* pela SERCA, com a aplicacdo subsequente de
um pulso de cafeina de longa duracdo (superior a 10 s), durante o qual registrou-se o

transiente de [Ca®'];

evocado (condi¢ao controle). O protocolo foi entdo repetido, mas com
a insergao do trem de pulsos rapidos de cafeina (conforme descrito anteriormente) antes
da aplicagao do pulso de longa duragéo de cafeina (condigdo pds-pulsos) para avaliagao

da carga.
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Para a obtencéo do valor da carga de Ca** do RS, é necessario converter a [Ca®"];

(concentragdo de Ca?* livre) para concentracdo total de Ca®* ([Ca®']y) no citosol. Esta

convers3o é necessaria, pois além da concentragdo de [Ca?'];

livre no citosol (estimada a
partir do indicador fluorescente) deve-se considerar também o Ca®" ligado a outros sitios
passivos que nao sao detectados pelo indicador. Pode-se citar como exemplo destes
sitios o préprio fluo-3 e a troponina C (proteina & qual o ion Ca®* se liga para disparar o

processo contratil). Deste modo, a [Ca®*]r é dada pela expressdo (Bassani & Bers, 1995):

Bfmax ° I:Caz+ i n Bemax ° [Ca2+ ]i
[Ca®] + K, [Ca®].+K,

[ca™], =[ca™] + (3.7)

onde B'ax (4 uM) representa a concentragdo maxima do Ca?* ligado ao indicador fluo-3;
Ka (1,1 uM) é a constante de dissociagdo aparente do Ca?* do indicador fluo-3 (Harkins et
al., 1993); B®nax (300 uM) é a concentragdo maxima de Ca?* ligado aos sitios passivos
enddgenos e K¢ (0,53 pM) é a constante de dissociagdo aparente de Ca?* desses sitios
(Bassani et al., 1998). A diferenga entre a [Ca®']; no pico do transiente de Ca** evocado
pelo pulso de cafeina de longa duragéo e a [Ca®']r diastélica corresponde & carga de Ca**
do RS ([Ca®'lrs) em uM (i.e., pmoles de Ca®" por litro de volume celular ndo mitocondrial,
Bassani & Bers, 1995).

O valor de B',., foi estimado utilizando o indicador fluorescente fluo-3 FA (“free
acid”, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), que nado é permeante através da membrana,
mas tem as demais propriedades iguais as do fluo-3 AM. B'.., foi estimado como a
concentracgdo de fluo-3 FA em solugdo de Ty00 (cuja concentragdo de Ca?* contaminante
€ estimada em 1 uM) para a qual o PMT fornece o mesmo sinal de saida associada a
fluorescéncia emitida pela célula quando exposta rapidamente a cafeina. Tipicamente a
[Ca®]; evocada pela aplicagdo rapida de cafeina alcanga aproximadamente 1 uM (Bassani
et al., 1994a).
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3.12. Efeitos de agentes que causam estimulacao e inibicao da
SERCA.

Foram registrados de forma simultanea os transientes de [Ca®];

e as contragdes
evocadas por estimulacao elétrica tanto na auséncia (controle), como na presenca de 10
nM de isoproterenol (ISO) (medidos apdés 3 minutos da aplicagdo). Foram medidos a
amplitude do encurtamento celular (diferenga entre o encurtamento sistélico e diastdlico,

), sistélica e diastolica, A[Ca®']) e o

AL) e dos transientes de [Ca®']; (diferenca entre a [Ca
tempo para 50% de relaxamento mecanico (t1, de AL) e queda de [Ca?']; (t1,, de queda de
A[Ca*"])), além da [Ca®']rs. Estes parametros permitiram retratar as alteragdes promovidas
pela estimulacdo beta-adrenérgica na situagdo em que todos os transportadores de Ca**
estdo operantes. O mesmo protocolo foi utilizado para observar os efeitos de 5 uM de tBQ
em relagdo aos parametros mencionados. A carga de Ca?* do RS antes e apds a
aplicagao dos farmacos foi avaliada por meio da aplicagao mantida de cafeina conforme
descrito na secéo 3.12.

O aumento da taxa de captacdo de Ca®* da SERCA provocada indiretamente pela
estimulagdo beta-adrenérgica, via a aplicacdo de 10 nM de isoproterenol (ISO), foi
quantificada utilizando-se o protocolo experimental para estudo da captacdo de Ca?
descrito na sec¢ao 3.12. O protocolo foi efetuado antes e apés 3 min de perfusdo com ISO.
O mesmo foi realizado (em células diferentes) para estudar o efeito da desaceleracao
desta captacao pela aplicagdo de 5uM de tBQ, um inibidor especifico da SERCA. Foram
medidos a amplitude do encurtamento celular e dos transientes de [Ca?']; evocados pelos
pulsos curtos de cafeina, e o t;, de relaxamento mecanico e queda de [Ca?']. Dos 5

2" mais

transientes evocados, descartou-se aqueles que apresentaram queda de [Ca
rapida e mais lenta. Foi obtida a média dos A[Ca2+]i, AL e ty» de AL dos 3 demais

transientes para comparagao entre a condicido controle e tratada.

3.13. Analise estatistica dos dados

Os dados (condicdo controle e tratada) foram comparados por teste t de Student
para amostras pareadas e as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas para p < 0,05. No caso do teste da estabilidade do modelo experimental para
estudo da captacdo de Ca?* pela SERCA, em que foram comparadas as diferentes

contragbes evocadas pelo trem de pulso de cafeina, foi usada analise de variancia
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monofatorial com posterior analise de Bonferroni. As analises foram realizadas pelo

programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

3.14. Simulacées computacionais aplicadas ao modelo
experimental.

A descricdo matematica do modelo experimental proposto neste estudo foi
implementada a partir do modelo teérico de mobilizacdo de Ca** em midcitos cardiacos
descrito por Tang & Othmer (1994). Este modelo faz uma abordagem simplificada, na qual
sdo ignorados os fendmenos elétricos de membrana que levam & entrada de Ca* no
citosol. Neste caso, a despolarizacao do sarcolema e consequente corrente de entrada de
Ca?* dependente de tempo e potencial foram substituidas por um pulso de Ca?*, o que
simplifica de maneira drastica o conjunto de equagdes a serem integradas, tornando-as
muito convenientes para a posterior adequagao a situagcdo experimental proposta para
estudo da captacdo de Ca?".

A Figura 4.13 mostra o mecanismo de regulacdo de Ca®" proposto por Tang &
Othmer (1994), evidenciando os transportadores de Ca®" considerados no modelo.
Observa-se no sarcolema os canais de Ca?* responsaveis pela entrada de Ca*" no citosol
durante a despolarizagcdo da membrana celular (fluxo este modelado como um pulso de
Ca?*), bem como a ATPase de Ca®* e o NCX responsaveis por transportar Ca®* contra
seu gradiente de concentragdo através do sarcolema para o meio externo. Estes dois
ultimos transportadores foram combinados em um s6 componente. O RS libera Ca®" para
o citosol por meio dos RyRs quando abertos, e a SERCA transporta o ion do citosol para
a luz da organela. Por fim, sdo considerados ainda os fluxos de vazamento de Ca* tanto

do meio extracelular para o citosol, como do RS para o citosol.
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Figura 4.13: Diagrama da regulagao de Ca”" para a célula cardiaca segundo o modelo de Tang &
Othmer (1994). RS: reticulo sarcoplasmatico, MF: miofilamentos; SL: sarcolema. J(t) é o fluxo de
Ca” do meio extra para o meio intracelular. J, n € o fluxo de ca* transportado do citosol para o
meio extracelular pelo conjunto troca Na* / Ca® (NCX) e ATPase de Ca®* do sarcolema. Jime Jirs
sdo, respectivamente, os fluxos de vazamento de Ca®" do meio extracelular para o citosol e do RS
para o citosol. J,, é o fluxo de Ca®* do RS para o citosol através dos receptores de rianodina
(RyRs). e J,s € 0 fluxo referente ao bombeamento de Ca®* do citosol para o RS pela SERCA.
Figura modificada de Tang & Othmer (1994).

A liberagdo de Ca?* induzida por Ca** no modelo de Tang & Othmer (1994) segue
o modelo biofisico proposto por Fabiato (1983). Neste modelo, ha dois sitios regulatorios
de ligagdo de Ca* no lado citoplasmatico dos RyRs. Um sitio liga Ca?* rapidamente e
com baixa afinidade, e regula positivamente o canal (i.e., estimula sua abertura),
enquanto no outro, a ligacdo é de alta afinidade e lenta, inibindo a abertura do canal
(regulacdo negativa). Define-se, portanto, quatro possiveis estados para os RyRs: a)
ativavel (receptor sem Ca?* nos sitios de ligacdo); b) aberto (receptor com Ca?* ligado
apenas ao sitio de regulagéo positiva); c) fechado (receptor com Ca?* ligado em ambos os
sitios regulatérios); e d) refratario (receptor com Ca*" ligado apenas no sitio de regulacéo
negativa). Assim, a resposta inicial a um pulso de Ca®" definido por J(t), cuja amplitude e
duracao seja suficiente para permitir ligacado ao sitio de baixa afinidade, sera a abertura
do canal (ligagdo ao sitio rapido). Em seguida, Ca®* tendera a se ligar ao sitio mais lento,

o que faz com que os canais inicialmente abertos sejam fechados (Ca?* ligado ao sitio de
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alta e baixa afinidade), passando posteriormente para o estado refratario (Ca®* apenas no
sitio de alta afinidade), no qual ndo pode ser ativado por Ca®". Por fim, do estado
refratario os RyRs passam para o estado ativavel (sitios livres de Ca®*), completando o

ciclo de transigdes, representado pelo diagrama da Figura 4.14.

L1

Ativavel 2 Aberto
L-1

L4 j;]‘ L-4 L2 Jf L2
L3

Refratario &2 Fechado
L-3

Figura 4.14: Diagrama para a transi¢cao entre estados dos RyRs. L1, L-1, L2, L-2, L3, L-3, L4, L-4
sao constantes de associagao e dissociagao de Ca* do receptor. Figura modificada de Tang &
Othmer (1994).

O numero de RyRs em cada estado pode ser normalizado pela quantidade total de
receptores, de modo que se possa utilizar a fracdo de receptores em cada estado para
compor algumas das variaveis de estado do modelo. A ligacdo ou dissociacdo do Ca?*
dos sitios reguladores promovem as mudancas de estados nos RyRs, na forma de
transicdes reversiveis dadas por constantes de associacdo e dissociagdo de Ca** do RyR
(Figura 4.14). Observa-se que receptores ativaveis podem se tornar refratarios ou
abertos, enquanto receptores abertos podem se tornar fechados ou ativaveis, ou seja, as
transicbes ocorrem de um determinado estado para estados vizinhos, segundo o
diagrama na Figura 4.14. Desta forma, a dindmica do sistema apresentado pode ser

descrita matematicamente por um conjunto de 3 equacdes diferenciais:
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i=3

ax
7Z‘IZL_l.szrL_Ll- I—in —(L1+L4)~x1-x4

i=1
%:—L_l-x2+L_2~x3+(L1-X1—L2~X2)-X4
at (3.8)
dx, =

onde: x4 é a fracdo de receptores ativaveis, x, € a fracdo de receptores abertos, x; € a

i=3

fragdo de receptores fechados, (1 - xl) € a fracao de receptores no estado refratario

i=l
(i.e., a fracdo de receptores que ndo se encontram nos demais 3 estados), e x, é a [Ca®"].
Outro ponto importante do modelo é a forma como os diversos transportadores de
Ca*" mostrados na Figura 4.13 atuam na dinamica do transporte segundo Tang & Othmer
(1994). A equacdo de Hill foi utilizada para descrever o fluxo de Ca®* pela SERCA (Jprs):
Jo = P - X42
p,rs > ) (3.9)
Xy + P
onde p1 € p2 sdo constantes que representam, respectivamente, a velocidade maxima de
transporte de Ca®* (Vmax) e a [Ca®']; para a qual a velocidade de transporte é a metade
da maxima (Km). De forma analoga, o transporte de Ca** do citosol para o meio
extracelular (J, m) foi dado por:
J - Xy’

p.m X2+, (3.10)
onde g1 € g2 sdo constantes que representam, respectivamente, a velocidade maxima de
transporte de Ca?* e a concentracdo de [Ca?']; para a qual a velocidade de transporte é a
metade da maxima.

O fluxo de entrada de Ca®" pelos canais de Ca®" do sarcolema (J(t)) foi modelado

por:
J(t) = (H(ton )_ H(toﬁ. )) AO (31 1)
onde t,, e to,s sdo, respectivamente, os tempos de abertura e fechamento dos canais

(escolhidos arbitrariamente), H(t) € uma funcdo degrau e Ao é a amplitude do influxo de

Ca*
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A liberagdo de Ca?* do RS para o citosol (Jo,) € proporcional ao nimero de
receptores que se encontram no estado aberto e ao gradiente de concentracdo de Ca*
através da membrana do RS (diferenga entre a concentragéo reticular e citosdlica de
Ca?).

J, =Ch-x,(x, —x4) (3.12)

onde Ch é uma constante correspondente ao coeficiente de liberagcdo (por tempo) do
canal e x5 € a concentracéo reticular.

Os fluxos de vazamento de Ca** para o citosol a partir do meio extracelular (J_ ) é
proporcional ao gradiente de concentragdo entre estes compartimentos. De forma
analoga, o vazamento de Ca? do RS para o citosol é proporcional ao gradiente de

concentragao entre estes compartimentos:

Jim=09(Cy-x,) (3.13)

Jis =91 (x5 —x4) (3.14)

onde g, e g» sdo coeficientes de vazamento (constantes) e C, € a concentragao
extracelular de Ca?".

As duas equacobes diferenciais que completam o modelo descrevem a variagao
temporal de x4 (i.e., [Ca®']) e x5 (i.e., [Ca’']rs) decorrentes dos fluxos Ca?* mediados

pelos diversos transportadores:

ax
71‘4 =V JL,rs + JL,m - Jp,m TV, (Jch - JPIS)+ J(t)

dx (3.15)
TTS = _JL,rs + Jp,rs - Jch

onde v, é a razao entre o volume do RS e o volume citosdlico.

A Tabela 3.1 contém os valores dos parametros utilizados nas simulagdes
desenvolvidas com pequenas alteragdes em relagdo ao modelo original de Tang &
Othmer (1994).
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Tabela 3.1: Par&dmetros utilizados para simulagdo do modelo de Tang & Othmer (1994), com seu
respectivo valor e unidade.

Parametro Valor [unidade]
Ch 80 [s]
P1 1,038 - 102 [s™" uM]
P2 0,12 [uM]
of 19 [s™" uM]
Q2 0,06 [uM]
Co 1500 [uM]
Ve 0,035°
g1 0,4[s"]
g2 1,063 - 102 [s™]

*O valor do parametro v, utilizado nao foi aquele do trabalho original de Tang & Othmer (1994), e
sim o calculado a partir de dados de medig¢des estereoldgicas de volume celular do RS em midcitos
cardiacos de rato, apresentados em Page (1971).

O conjunto de 5 equacgdes diferenciais nao lineares que descrevem a dindmica do
transporte de Ca?* para este modelo foi integrado numericamente por meio do método
Runge-Kutta de quarta ordem, com passo de integracdo de 0,01 ms. O programa para
obtengdo da solugdo do modelo foi desenvolvido no software Matlab 6.5°. A simulagéo
para obtencao das formas de onda pode ser efetuada em poucos segundos utilizando um
microprocessador PENTIUM 4, 2,8 GHz.

Primeiramente, o modelo de Tang & Othmer adaptado foi resolvido fornecendo
sinais razoavelmente compativeis com o esperado para a dinamica do transporte de Ca**,
[Ca®']; e [Ca®'lrs. Em seguida, um conjunto de condicdes representando o efeito da
cafeina sobre o transporte de Ca®" foi proposto e trabalhado de forma a simular o
comportamento do modelo experimental usado neste trabalho.

Na auséncia do componente de influxo de Ca?, o efeito da cafeina foi
implementado como uma abrupta alteracdo nas taxas de ligagdo e dissociacdo de Ca*
dos RyRs de modo a favorecer a permanéncia no estado aberto durante o tempo de
aplicagdo da cafeina, ou seja, aumentando a probabilidade de transicdo dos estados

ativavel e fechado para aberto, e diminuindo a probabilidade de transicbes no sentido
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inverso. Isto resulta em liberacdo de Ca®* do RS, mesmo para niveis diastdlicos de Ca?*
no citosol. Os valores destas transi¢coes (Tabela 3.2) foram estabelecidos por ensaio e
erro apos sucessivas simulacdes, até que se obtivesse deplegdo da carga de Ca?* do RS,

conforme observado experimentalmente durante a aplicacdo mantida de cafeina.

Tabela 3.2: Alteragao das constantes de associagcdo e dissociagao do Ca* do receptor. Estas
constantes definem o estado assumido pelos RyRs segundo a [Ca2+]i, 0 que é modificado na

presenca de cafeina.

Parametro Na auséncia de cafeina Na presenca de cafeina
L1 [s" uM™] 13,5 70
L-1[s] 7,2 1
L2 [s"- uM™] 0,8 0,1
L-2 [s7] 0,84 4
L3 [s"- uM™] 13,5 30
L-3[s™] 7,2 1
L4 [s uM™] 0,8 1,6
L-4 [s7] 0,84 0,1

O efeito da cafeina foi simulado (tanto a aplicacdo prolongada como a de curta
duragdo) na auséncia de Ca®" extracelular considerando-se Co = 0, e com os
transportadores transmembrana inoperantes (q1 = 0). A possibilidade de simulagdo de um
sistema analogo ao modelo experimental proposto mostrou-se interessante para observar
os efeitos produzidos pela alteragdo dos pardmetros cinéticos da SERCA, de modo a

reproduzir os efeitos do ISO e tBQ determinados experimentalmente.
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4. Resultados

4.1. Montagem preliminar

A montagem  preliminar realizada para testar o projeto de
microscopia/microfluorimetria mostrou-se mecanicamente estavel para que diversos
testes relevantes fossem realizados. A Optica de excitagdo mostrou-se eficiente em
coletar poténcia radiante proveniente da fonte luminosa e projeta-la na amostra biolégica,
conforme as expressdes apresentadas no projeto, com pequenas discrepancias. Estas
diferencas deixaram nitida a necessidade de implementacédo de partes mecanicas moveis
para ajustes finos da distancia entre lentes no iluminador do protétipo construido. O
dispositivo de acionamento da fonte luminosa de excitagao do indicador mostrou-se como
uma fonte de ruido no sinal de saida do PMT. A atenuacgao do ruido foi feita por meio da
limitacdo da area sensivel do fotodetector e pela filtragem do sinal. A iluminagao feita pelo
LED vermelho para visualizacdo da célula praticamente ndo produziu ruido no sinal de
saida do PMT.

O principal teste do projeto de instrumentagao foi realizado pela colocagao de um
midcito cardiaco isolado carregado com o indicador fluorescente no campo visual, onde
foram obtidas a imagem da célula (sob estimulacéo elétrica) e a fluorescéncia por ela

"], obtidos provavelmente

emitida. (Figura 4.1). A baixa qualidade dos transientes de [Ca
foi devida a precariedade desta montagem e sua baixa imunidade a ruidos provenientes
de fontes luminosas externas. No entanto, a detecg¢ao da fluorescéncia emitida pela célula
e a obtencao da imagem do midcito desenvolvendo a contragao deixou clara a viabilidade
do projeto proposto €, ao mesmo tempo, permitiu introduzir os ajustes necessarios para a

construcao definitiva do protétipo.
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0.7+

0.6-

0.5

Sinal de saida [V]

0.4- 25s
—

Figura 4.1: Imagem do midcito cardiaco isolado no campo visual obtido com a montagem
preliminar realizada (painel A). Transientes de [Caz"]i induzidos por estimulacao elétrica por campo

a 0,5 Hz apds filtragem com frequiiéncia de corte em 10 Hz (painel B).

4.2. Prototipo do sistema de microscopia/microfluorimetria

O sistema de microscopia/microfluorimetria foi construido conforme o projeto
apresentado na secdo 3.4. A parte central do sistema referente a 6ptica de emissao e
projecdo de imagem foi construida por uma empresa especializada em micromecénica
(Optron, Campinas, SP). Esta parte inclui o estagio de microscopia, sistema para
movimentacao xy e controle de foco da objetiva, suportes para a rotagcdo dos espelhos
dicréico e refletor de vermelho, caixa para acondicionamento do PMT, saidas para a
camera CCD e iluminador. A Figura 4.2A mostra detalhes externos desta parte do
protétipo, onde aparece a camara de perfusdo no estagio, os manipuladores para ajuste
na rotacdo dos espelhos inclinados, furo para entrada do iluminador e conectores do

PMT. A Figura 4.2B mostra os detalhes internos da parte central do sistema.
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Figura 4.2: O painel A mostra a parte central do sistema referente a optica de emissdo de

fluorescéncia e visualizacdo da célula, onde: 1 — LED vermelho de iluminagdo da célula, 2 —
camara de perfusao no estagio de microscopia, 3 — manipulador para controle de foco da objetiva,
4 — manipuladores para controle da inclinagcado dos espelhos dicréico e refletor de vermelho, 5 —
entrada para o iluminador, 6 — conectores de saida e alimentagdo do PMT. O painel B mostra
detalhes da parte interna do sistema, onde: 1 — manipulador para movimentagéo xy do estagio do
microscopio, 2 — estagio de microscopia, 3 — iluminador, 4 — suporte contendo espelho dicroéico, 5 —
suporte contendo o espelho refletor de vermelho, 6 — camera CCD, 7 — fenda retangular, 8 — caixa

para acondicionamento do PMT.

A Figura 4.3A mostra o iluminador (construido no CEB, UNICAMP) com os
diversos componentes utilizados na optica de excitagdo. O tubo que contém os diversos
dispositivos 6pticos foi construido em aluminio com partes moveis (roscas) que permitem
pequenos ajustes nas distancias entre lentes, garantindo que a energia radiante seja
adequadamente coletada e projetada na amostra bioldgica. O sistema completo (Figura

4.3B), composto do iluminador e da parte central, é apresentado na Figura 4.3B.
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Figura 4.3: Painel A: lluminador composto de: 1 - LED azul, 2- shutter, 3 - duas lentes
plano-convexas, 4 - filtro de excitagao, 5 - lente biconvexa, 6 - diafragma. O painel B

mostra o sistema de microscopia/microfluorimetria completo.

4.3. Testes do sistema de microscopia/microfluorimetria

A Figura 4.4 ilustra a imagem obtida quando uma graticula micrométrica com
espagamento de 10 um foi colocada no campo visual. A magnificagdo optica total do
sistema (At) € dada pelo produto da ampliagéo da objetiva (A,) e a ampliagdo do conjunto
camera CCD e monitor (Ac), OU seja, Ar = A, X Acq- Ar pode ser calculada pela razédo
entre o espacamento da marcagéo da graticula medido no monitor e o espacamento real.
Portanto Ar= 30000 ym /10 um = 3000 (aproximadamente).

A B

Figura 4.4: Campo visual do sistema de microscopia (60 x 80 um). O espagcamento entre cada
marcagao na graticula € de 10 ym. O painel A mostra marcagées na horizontal e o painel B

marcagdes na vertical para quantificagdo do campo visual.
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Os midcitos ventriculares de rato adulto possuem, em média, 100 uym de
comprimento e, portanto, apenas parte de sua imagem pode ser projetada no campo
visual. A limitagdo do tamanho do campo foi necessaria para reduzir o niumero de
particulas (e.g., restos de células mortas) na vizinhanga da célula, as quais contribuem
para aumentar o sinal basal de fluorescéncia, podendo levar a saturagao do sinal de saida
do PMT. O campo visual de dimensao inferior ao comprimento celular ndo impossibilitou a
quantificagdo do encurtamento, que foi medido em apenas uma extremidade da célula. A
Figura 4.5 mostra um campo visual tipicamente obtido durante os experimentos com
midécitos isolados, contendo apenas uma extremidade da célula, que esta ligeiramente

fora de foco para realcgar a borda usada para medir o encurtamento celular.

Figura 4.5: Miécito ventricular de rato adulto no campo visual do sistema de microscopia de
fluorescéncia. A imagem foi intencionalmente colocada fora de foco para realgar a borda usada na

medi¢ao do encurtamento.

O sistema de microscopia/microfluorimetria foi alinhado por meio da imagem e do
sinal de fluorescéncia emitido por microesferas com caracteristicas de absorgcédo e
emissdo semelhantes as do indicador fluo-3. A Figura 4.6A mostra a imagem da
microesfera no campo visual. Esta posicao (representada por 1 na Figura 4.6B)
corresponde ao sinal de saida maximo no PMT (saturagdo). A area sensivel do
fotodetector foi entdo limitada ajustando-se a abertura do obturador com fenda retangular
de forma que a retirada da microesfera do campo visual (posicdo 2 na Figura 4.6B)
implicasse em um retorno do sinal de saida ao nivel basal (Figura 4.6C). Desta forma, a
coeréncia entre o sinal de fluorescéncia e a posigdo do objeto no campo visual foi

garantida.
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Figura 4.6: Alinhamento optico do sistema de microscopia. O painel A mostra a microesfera
fluorescente no campo visual da cdmera CCD. Em B sao mostradas as posi¢cdes assumidas pela

microesfera, e o respectivo sinal de saida do PMT (C).

Conforme foi observado na montagem preliminar, o acionamento da fonte
luminosa de excitagédo, ou mesmo do LED vermelho de iluminagdo da célula, pode gerar
ruido no sinal de saida do PMT e aumentar o sinal basal referente a fluorescéncia de
fundo. A Figura 4.7A mostra o ruido introduzido pelo acionamento do LED vermelho, que
foi relativamente pequeno, comparado ao ruido produzido pela luz de excitacido. Este, no
entanto, foi inferior a 0,2 V, o que é perfeitamente aceitavel, considerando que o sinal de
saida pode atingir até 3,5 V. A Figura 4.7B mostra o sinal de saida do PMT durante a

"1, evocado por estimulagao elétrica. Nota-se que

deteccao de um tipico transiente de [Ca
o ruido ndo compromete a qualidade do sinal, ou impossibilita a sua deteccao pela

reducao da sua faixa de variacao.

A B
0.20 1.00-
S o045 Shutter
> 0.154 fechado
— shutter .y .
E fechado :;Ea%(;v E 0.75
& 010{ LED-V 9 s
% desligado  0.50-
51’ 0.05- Shutter %
aberto ‘©
LED -V o 0.251
0.00- ligado
r T T T T T 1 0.00- 0’58
0 1 2 3 4 5 6 F 1

Tempo [s]

Figura 4.7: O painel A mostra a influéncia da fonte de excitagdo e do LED vermelho (LED - V) no
sinal de saida do PMT. O shutter fechado bloqueia a luz proveniente da fonte de excitagdo. O LED
vermelho foi ligado em t = 2 s e o shutter foi aberto em t = 4 s. O painel B mostra o sinal de saida

do PMT durante registro de um transiente de [Ca2+]i.
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A poténcia radiante que chega até a célula, avaliada por meio do fotébmetro
construido, foi estimada em aproximadamente 10 uW (apéndice B), e mostrou-se
suficiente para a obtencdo de transientes de [Ca®'] com boa relagdo sinal-ruido.
Infelizmente, existem poucos dados deste tipo na literatura, o que impossibilita
comparacoes.

4.4. Medicao simultanea de transientes de [Ca*']; e encurtamento
celular.

A Figura 4.8A mostra tragados obtidos simultaneamente de transientes de [Ca®']; e
encurtamento celular (AL, expresso como porcentagem do comprimento celular de
repouso, % CCR) obtidos por estimulagao elétrica por campo. A Figura 4.9B mostra em
detalhe um unico transiente/contracdo. Observa-se claramente que o aumento de [Ca?'];
precede o desenvolvimento da contragdo (neste caso, o atraso entre os picos foi de 220
ms), o que se deve ao papel da elevacdo de [Ca**]; como disparador do processo contratil.
Os transientes de [Ca®']; obtidos foram semelhantes aos mostrados em trabalhos
encontrados na literatura (Bassani et al, 1994a; Bassani et al., 1995; Shannon et al., 2002;

Eisner et al., 2004), adquiridos com equipamentos comerciais disponiveis.

A B
15.0- —AL ~0.75 15.0- AL -0.75
2+
12.54 [Ca™']; l0.65 12.51 [Ca2+]i 1 0.65
= | — =] =
& 100 055 9’.\, & 100 Loss &
O 751 = O 75- =
> 0.45 % X 50 I 0.45 *:E
~ 5.0 < 50
| = - | =
< 25 r035 = < 55 035 =
0.04 0.25 0.04 -0.25
2s 0,25s
= —

Figura 4.8: O painel A mostra medigbes simultdneas de transientes de [Ca®]; e encurtamento celular
(AL, expresso como porcentagem do comprimento celular de repouso, % CCR) evocados por
estimulacao elétrica a 0,5 Hz. O painel B mostra um Unico transiente e contragdo correspondente em
escala de tempo expandida.
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4.5. Implementacao do modelo experimental para estudo da
captacio de Ca** pelo RS.

4.5.1. Instrumentacao para aplicacao de pulsos rapidos de cafeina.

A Figura 4.9A mostra detalhes do conjunto suporte mecénico, valvula solendide,
micropipeta e camara de perfusdo. Este conjunto apresentou estabilidade mecénica
suficiente para que os experimentos fossem realizados, além de permitir facilidade no
manuseio e controle da posi¢cao da ponta da micropipeta préxima a célula. Na Figura

4.9B, mostra-se o0 acionador que controla a abertura e fechamento da valvula solenéide.

Figura 4.9: O painel A mostra detalhes do sistema (suporte, valvula, micropipeta e camara de
perfusdo) construido para implementar trocas rapidas de solugdes nas proximidades da célula. O
painel B mostra uma foto do acionador da valvula solendide, construido para controle rigoroso da

aplicagéo da cafeina.

4.5.2. Transientes de [Ca®*]; e contragbes evocadas por pulsos rapidos de

cafeina.

A Figura 4.10 mostra os transientes de [Ca®'];

evocados por pulsos rapidos de
cafeina decorrentes do procedimento experimental para estudo da captagdo de Ca®* pelo
RS. Neste procedimento, o NCX torna-se inoperante pela retirada do Na* e do Ca*
externo, o que elimina o fluxo de Ca®* transmembrana atribuido ao principal competidor
da SERCA na remocado de Ca*" do citosol. A cafeina foi utilizada para evocar episédios

curtos de liberagdo de Ca®* do RS, cuja remogdo sera feita predominantemente pela
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SERCA. O processo foi repetido 10 vezes (Figura 4.10), e a baixa variabilidade da
resposta aos pulsos indica a produgao de um ciclo aparentemente estavel de liberagao e

recaptacao.

0.5+

0.4-

[Ca®*]; [uM]
i

§

i

ottty

0.1-

Figura 4.10: Transientes de [Ca2+]i evocados por pulsos rapidos de cafeina durante o protocolo
experimental desenvolvido para estudo da captacédo de ca* pela SERCA. As setas indicam a

aplicagao do pulso de cafeina.

A Figura 4.11 mostra detalhes dos transientes de [Ca®'];

e das contragdes
evocadas por pulsos rapidos de cafeina com o procedimento experimental para estudo da
captagdo de Ca®" pelo RS. A rapida elevacdo de [Ca*'], em resposta & cafeina indica que
o farmaco é capaz de passar rapidamente pela membrana celular e induzir a liberagao de
Ca? do RS. O retorno do comprimento celular ao nivel diastélico indica que, nestas
condigbes experimentais, a cafeina se difunde rapidamente para fora da célula durante
sua lavagem; se isto ndo ocorresse, a célula permaneceria semi-contraida, pois a cafeina

aumenta a sensibilidade a Ca?* dos miofilamentos (O’Neill et al., 1990a).
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Figura 4.11: Os painéis A e B mostram o curso temporal dos transientes de [Ca2+]i e do
encurtamento celular (AL, expresso como uma porcentagem do comprimento celular de repouso,
% CCR), evocados pela aplicagéo rapida de pulsos de cafeina com duragédo de 60 ms e intervalo
de 7 s. O curso temporal do encurtamento celular e da [Ca2+]i medidos simultaneamente s&o

mostrados em detalhe no painel C.

A Tabela 4.1 e a Figura 4.12 mostram os valores médios, em 19 células, de
amplitudes e t;, de queda do [Ca?']; para cada um dos 5 pulsos de cafeina segundo sua
sequéncia de aplicagdo. Uma analise de varidncia com posterior analise de Bonferroni
ndo indicou diferenca significativa das amplitudes de [Ca*"], evocadas pelos consecutivos
pulsos rapidos de cafeina no decorrer do procedimento. O mesmo foi observado para o

t,» de queda do [Ca?'];, o que indica a estabilidade do ciclo de liberagdo-captacdo [Ca?"]..
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Tabela 4.1: Média + erro padrdo da média da amplitude de transientes de [Ca2+]i (A[Ca2+]i) e typ de
queda de [Ca2+]i evocados por cada um dos 5 pulsos de cafeina usados no protocolo
experimental desenvolvido para estudo da captagdo de ca” pela SERCA, segundo a ordem de

aplicagéo. p: determinado por anélise de variancia (N = 19).

1°pulso 2° pulso 3% pulso 4° pulso 5° pulso p
A[Ca®]i[uM] 0,29+ 0,03 0,31+0,04 0,30+0,03 0,28 +0,03 0,27 +0,03 0,95
ti2 [Ca®'li[ms] 129 + 11 123+9 127 £ 6 129+ 8 125 £ 11 0,99
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0.0 . .
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T - -
D
E 1001
=
1+
o
~  50-
0 T T T
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Figura 4.12: Média + erro padrdo da média das amplitudes e t;,, de queda para o [Ca2+]i evocados

por pulsos de cafeina consecutivos, segundo o protocolo experimental para estudo da captagao de
Ca*" pela SERCA.
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O tempo de subida do transiente de [Ca®']; evocado por pulsos rapidos de cafeina

foi praticamente o dobro (p < 0,0001) do obtido por estimulagéo elétrica (Tabela 4.2 e
Figura 4.13).

Tabela 4.2: Média * erro padrdo da média do tempo de subida do transiente de [Ca”]i evocado por
pulsos rapidos de cafeina (Ats Caf00) e por estimulagéo elétrica (Ats est. elétrica). p: determinado
com teste t para amostras pareadas (N = 10).

Ats est. elétrica [ms] Ats Caf00 [ms] p

84 +8 2039 < 0,0001

T I
est. elétrica Caf00

Figura 4.13: Média e erro padrdo do tempo de subida do transiente de [Ca2+]i obtido por

estimulagédo elétrica (est. elétrica) e por aplicagdo de pulsos rapidos de cafeina (Caf00).*
representa p < 0,05.

4.5.3. Estimativa da carga de Ca** do RS apés aplicacdo de pulsos rapidos
de cafeina

A Figura 4.14 mostra o curso temporal da [Ca®']; durante o procedimento para a
comparacdo da carga de Ca** do RS antes (painel A, condicdo controle) e apés (painel B,
condicdo pos-pulsos) a aplicagao de 5 pulsos rapidos de cafeina, conforme descrito no
procedimento experimental. A [Ca®]; foi entdo convertida para [Ca®']r e célculo da carga
de Ca?* do RS foi efetuado. N&o foi observada queda significativa da [Ca®'lrs apos a
aplicagao dos pulsos de cafeina (p = 0,55; Tabela 4.3 e Figura 4.15).
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Figura 4.14: Transientes de [Ca®']; evocados por perfusdo prolongada (superior a 10 s) com Caf00

antes (A) e apo6s a aplicagao de pulsos curtos de cafeina (B). Em A, transientes de [Ca2+]i foram

induzidos por estimulagéo elétrica durante perfusdo com solugdo TyN. A solugcédo de perfuséo foi

trocada para Ty00, e em seguida, um pulso longo de cafeina foi aplicado. O procedimento foi

repetido com a inser¢do de um trem de pulsos de cafeina (representados por setas) antes da

aplicagdo mantida de cafeina (painel B).

Tabela 4.3: Média * erro padrdo da média da carga de Ca® do RS ([Ca2+]Rs) antes e apoés a

aplicagéo de pulsos curtos de cafeina. p: determinado com teste t para amostras pareadas (N = 7).

[Ca*']rs controle [uM]

[Ca®'Jrs pds-pulsos [uM] P

86,6 £ 4,9

83,2+6,6 0,55
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Figura 4.15: Média e erro padrdo da média da carga de Ca®" do RS ([Ca2+]Rs) estimada antes e

apos a aplicagao dos pulsos curtos de cafeina.

A manutencdo da carga de Ca®* do RS apds a aplicagéo dos 5 pulsos de cafeina
sugere que Ca?* ndo foi perdido (pelo menos ndo em grandes quantidades) para o meio
extracelular, ou mesmo captado de forma significativa pelos demais transportadores
considerados lentos, o que caracteriza o sistema como conservativo, e portanto, uma
ferramenta viavel para o estudo do mecanismo de liberacdo e captacdo de Ca®* do RS de

forma ciclica operando em regime.

4.6 Efeito da estimulacao beta-adrenérgica e da inibicao da SERCA com tBQ
sobre transientes evocados por estimulacao elétrica.

Os efeitos inotropicos e lusitrépicos positivos da estimulagdo de adrenoceptores
beta pelo ISO ja foram bem caracterizados na literatura (Hussain & Orchard, 1997; Li et
al., 2000; Viatchenko-Karpinski & Gyorke, 2001). A Figura 4.16A ilustra o efeito tipico de

2", e da contragéo, e sobre

10 nM de isoproterenol sobre a amplitude do transiente de [Ca
os respectivos t;, de queda na condicdo em que todos os transportadores estao
operantes (estimulagcao elétrica na presenca de solugdo TyN). Observa-se um aumento
consideravel na amplitude de ambos transiente de [Ca®'] e contracdo celular, e
aceleragao da fase de queda de ambas as formas de onda.

!

A Figura 4.16B mostra amplitudes de transientes de A[Ca“"]; na situagao controle e

ISO sobrepostos e normalizados pelas respectivas concentragcées de pico. Observa-se
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claramente uma queda mais rapida do ISO em relagdo ao transiente de [Ca®']; controle.
As amplitudes de contragbes (AL) na situagao controle e ISO também foram sobrepostas
e normalizadas pelas respectivas amplitudes de pico, onde se observa um relaxamento
mais rapido apos a aplicagao de ISO (Figura 4.16C). Os dados médios obtidos em 7
células estdo mostrados na Tabela 4.4 e na Figura 4.17. Observa-se que o ISO, na
concentracao de 10 nM, foi capaz de provocar alteragdes significativas nos parametros
medidos, com aumento na amplitude dos transientes de [Ca?']; e do encurtamento celular

da ordem de 90 %, e reducéo do ty» de queda de 25 %.

A

— r—

O Q

o e

o =

& —

i =

< =

tempo [s]
B C
1.251 1.257
——controe 1 controle
5 1.00- ——180 = 1007 P a ISO
o o AN
S 0.75- 5 0.754 \
o \
= 050 3 0504 7 \
— © ,ﬁ' \ \\
%5 0.25- = 0.25 /
1 - ¥ e
< 0.00- < 0.00d =TT
-0.25- 0,25s -0.25- 0,1s
—

Figura 4.16: O painel A mostra transientes de [Ca2+]i e contragdes (com amplitude representada por
AL, expressa como porcentagem do comprimento celular de repouso, CCR) evocados por
estimulagéo elétrica na auséncia (controle) e na presenca de 10 nM ISO. Os painéis B e C
mostram, respectivamente, amplitudes de transientes de A[Ca2+]i e contragdes na condigéo

controle e ISO sobrepostos e normalizados pelas respectivas amplitudes de pico.
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Tabela 4.4: Efeitos inotropico e lusitrépico de 10 nM isoproterenol (ISO) sobre contragbes
evocadas por estimulacao elétrica. Média + erro padrdo da média da amplitude de transientes de
[Ca2+]i (A[Ca2+]i), amplitude de contragdes (AL, expresso como uma porcentagem do comprimento
celular de repouso, % CCR), ti, de queda de [Ca2+]i e relaxamento na auséncia (controle) e

presenca de ISO. p: determinado com teste t para amostras pareadas (N= 7).

Controle ISO p
A[Ca2+]i (uM) 0,23 £ 0,03 0,44 + 0,07 0,014
t,, queda [Ca®']; (ms) 99+6 74+7 0,013
AL (% CCR) 42+0,9 8,1+1,0 0,002
t+, relaxamento (ms) 125+ 14 96 + 12 0,004
A B
0.6+ 10.0 *
= 03 — 7.5
= 0.4 o«
0.3 8° 5.0 T
& — 2
O 0.2 3
< < 25
0.1
0.0 T T 0.0 T T
Controle ISO Controle ISO
C D
125 150-
‘o
= 100 —— £ *
£ * 2 100 |
= 75 —— 5
% 50+ g
< ;f 50
< 25 e
c T T - 0 T T
Controle ISO Controle ISO

Figura 4.17: Efeitos inotrépico e lusitropico positivos de 10 nM isoproterenol (ISO) sobre contragdes
evocadas por estimulagao elétrica. Médias * erro padrao da média para a amplitude de transientes
de [Ca2+]i (A[Ca2+]i) e amplitude de contragdes (AL, expresso como uma porcentagem do
comprimento celular de repouso, % CCR), painéis A e B, respectivamente, e ti, de queda de
[Ca2+]i e relaxamento (painéis C e D, respectivamente). Valores apresentados na Tabela 4.4. *

representa p < 0,05.
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A aplicagdo de 1ISO também provocou um aumento significativo na carga de Ca**
do RS (p = 0,021), avaliada pela aplicagao mantida de cafeina (Tabela 4.5 e Figura 4.18).

Embora significativo, 0 aumento observado na carga foi de 6 %.

Tabela 4.5: Média + desvio padrao da média da carga de Ca®* do RS ([Ca?']rs) antes e apos a

aplicacéo de 10 nM de ISO. p: determinado com teste t para amostras pareadas (N= 6).

[Ca®']rs controle [uM] [Ca®']rs I1SO [uM] p
96,9 + 15,5 103,1 + 16,0 0,021
125- _x
__100-
s
= 75-
[7)]
LS
& 50-
©
o
25-
0 . .
controle ISO

Figura 4.18: Média e erro padrdao da média da carga de Ca” do RS ([Ca2+]RS) estimada antes e

apos a aplicagédo de 10 nM de ISO. Valores apresentados na Tabela 4.5. * representa p < 0,05.

Os efeitos de 5 uM de tBQ (inibidor da ATPase de Ca do RS, Nakamura et al.,
1992) sobre a amplitude de transientes e contragbes e ti, de queda do [Ca*], e do
relaxamento estdo mostrados na Figura 4.19. Observa-se no painel A que tBQ causou
reducdo na amplitude do transiente de [Ca?']; e da contracdo, acompanhada de nitido

2", normalizada

aumento nos respectivos tempos de queda. A Figura 4.19B mostra A[Ca
pela concentracdo de pico na condigdo controle e apds a aplicagdo de 5uM de tBQ. Os
sinais sobrepostos evidenciam as diferengas nos cursos temporais € o maior tempo de
queda na condicdo tBQ. No caso da contracdo (Figura 4.19C), a sobreposicdo e
normalizacao da AL pelo respectivo pico também revelou um relaxamento mais lento apds

a aplicacao de tBQ. Os dados médios obtidos em 7 células estdo mostrados na Tabela
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4.6 e na Figura 4.20. A reducdo provocada na amplitude dos transientes de [Ca®] e
contracéao foi de cerca de 25 %. Ja o aumento no t;,» de queda da [Ca2+]i e de relaxamento

foram de 74 % e 21%, respectivamente.

A
15.0 L 1 L
...... - 0.95
1254 controle al oe
' —[Ca™];
T 10.0- S
¢ 190 -0.70 S
o +
7.5+ tBQ —
O\o - J—
: A =
2 907 L045 =
2.5-
0.0 oty 0.20
0 2 3 4
tempo [s]
B C
1.25+ 1.254
o 1.004 ——controle 5 1.004 e~ T controle
3 075 —1BQ 8 ors] /7 e
E_ 0.50 S 0.50- /8RN
‘i‘g 0.251 % 0.25- N
I 0.001 < 000 e -
-0.25- -0.25-
0255
— 0,25s

Figura 4.19: O painel A mostra transientes de [Ca2+]i e encurtamento celular (AL, expresso como %
do comprimento celular de repouso, % CCR) evocados por estimulacédo elétrica na auséncia e na
presenca de tBQ. Os painéis B e C mostram, respectivamente, amplitudes de transientes de [Ca2+]i

(A[Ca®"])) e contrages na condigdo controle e tBQ sobrepostos e normalizados pelas respectivas

amplitudes de pico.
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Tabela 4.6: Efeitos de 5 uM de tBQ sobre contragdes evocadas por estimulagéo elétrica. Média +
erro padrao da média para a amplitude de transientes de [Ca®*] (A[Ca2+]i), amplitude de contracoes
(AL em % do comprimento celular de repouso, CCR), t;, de queda de [Ca”]i e relaxamento na

auséncia (controle) e presencga de tBQ. p: determinado com teste t para amostras pareadas (N= 7).

Controle tBQ p
A[Ca?']; (uM) 0,27 £ 0,06 0,20 + 0,03 0,1586
t,, queda [Ca®'];(ms) 89+4 155+ 7 0,0005
AL (% CCR) 7,1+10 54+0,7 0,0492
ty relaxamento (ms) 97 +9 117 +9 0,0002
A B
0.4+ 10.0+
Ei 0.3 = 75 T .
= O —T1
& 027 :\ﬂ 5.0-
] "
< 0.1 < 25
0.0 T : 0.0 T x
controle tBQ controle tBQ

O
O

200-

150+
* *
o |
£ 150 _
= 9 100
= g
8 100 21|
o N
o 501 < 50
0
controle 1BQ 0 T T
controle tBQ

Figura 4.20: Efeitos de 5 uM de tBQ sobre contragbes evocadas por estimulagao elétrica. Médias +
erro padrdo da média para a amplitude de transientes de [Ca2+]i (A[Ca2+]i), amplitude de contracées
(AL, expresso como porcentagem do comprimento celular de repouso, % CCR), (painéis A e B,
respectivamente), t1, de queda de [Ca®"]; e relaxamento (painéis C e D, respectivamente). Valores

apresentados na Tabela 4.6. * representa p < 0.05.
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A aplicacdo de tBQ também provocou uma redugéo significativa na carga de Ca**
do RS (p = 0,005), avaliada pela aplicagao mantida de cafeina (Tabela 4.7 e Figura 4.21).

A redugdo observada na carga foi de aproximadamente 10%.

Tabela 4.7: Média £ desvio padrao da média da carga de Ca®* do RS ([Ca2+]Rs) antes e apos a

aplicacédo de 5 uM de tBQ. p: determinado com teste t para amostras pareadas (N= 7).

[Ca®']rs controle [uM] [Ca®']rs tBQ [uM] p
112,3+ 10,5 103,8 £ 11,0 0,005
125+ *
——
——
__100-
=
= 75-
7]
=
& 50
©
O,
25
0 ! .

controle tBQ

Figura 4.21: Média e erro padrdo da média da carga de Ca®* do RS ([Ca*']rs) estimada antes e

apos a aplicagdo de 5 uM de tBQ. Valores apresentados na Tabela 4.7. * representa p < 0.05.

4.7 Efeito do ISO e do tBQ sobre transientes e contracées evocados por

pulsos curtos de cafeina.

Uma vez observado que o modelo experimental para estudo da recaptacédo de
Ca?* pela SERCA pode ser executado e sabendo que a estimulacdo beta-adrenérgica
causa indiretamente o aumento da taxa de captagdo de Ca?* pelo RS (Koss & Kranias,
1996; Simmerman & Jones, 1998), o protocolo foi entdo aplicado para estudar as
alteracdes produzidas na remogdo do Ca*" citosdlico pela SERCA apds a aplicagdo do
agonista de receptores beta-adrenérgicos 1ISO. A Tabela 4.8 e a Figura 4.22 mostram as

2+]i

amplitudes e ty» de queda de transientes de [Ca“']; evocados por pulsos curtos de cafeina

na auséncia (controle) e na presencga de 1SO.
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Tabela 4.8: Efeitos de 10 nM isoproterenol (ISO) utilizando o protocolo desenvolvido para estudo
da captacdo de Ca** pela SERCA. Para comparacdo, foi obtida a média da amplitude e t, de
queda de 3 dos 5 transientes de [Ca2+]i evocados pelo trem de pulsos de cafeina na auséncia
(controle) e presenca de I1SO. Os dados sdo média + erro padrao para as amplitudes dos
transientes de [Ca2+]i (A[Ca2+]i), e ty» de queda. p: determinado por teste t para amostras pareadas
(N =10):

Controle ISO p
A[Ca2+]i (uM) 0,32 £ 0,05 0,29 £ 0,06 0,47
t,, queda [Ca®'];(ms) 125+ 7 94+5 0,0007
A B
0.5+ 150
— 0.4+ -
E 0.3 [ -§-_ 100+ —
0.1 -
0.0 T T 0 T T
controle ISO controle ISO

Figura 4.22: Efeitos da estimulagdo beta-adrenérgica sobre transientes de [Ca”]i obtidos com o
protocolo experimental para estudo da captagao de ca* pela SERCA na situagdo controle e apés
a aplicagao de 1SO. Médias + erro padrdo da média para a amplitude de transientes de [Ca2+]i
(A[Ca2+]i, painel A) e ty» de queda de [Ca2+]i, (painel B). Valores apresentados na Tabela 4.8. *

representa p < 0,05.

Observa-se que n&o houve alteragéo significativa da amplitude do transiente de
[Ca®]; na presenca de ISO (p = 0,47). Ja4 a remogdo de Ca®* do citosol foi
significativamente mais rapida, o que foi representado por uma diminuicao de 25% do ty,,
de queda de [Ca®']; (p = 0,0007).

O protocolo experimental desenvolvido também foi empregado para avaliar as
alteragdes produzidas por 5 uM de tBQ. Este farmaco € um inibidor seletivo da SERCA

(Moore et al., 1987), que oclui a enzima por inibir a decomposi¢cao do estado E1P (i.e.,
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apos fosforilacdo da enzima pelo ATP), o que reduz a taxa de transporte do Ca?'
(Nakamura et al., 1992). A Tabela 4.9 e a Figura 4.23 mostram os efeitos do tBQ sobre a

amplitude e t;,, de queda de transientes de [Ca?'].

Tabela 4.9: Efeitos de 5 uM de tBQ sobre a amplitude de transientes de [Ca®*]; (A[Ca®*])) evocados
por pulsos curtos de cafeina e seu ty, de queda. Para comparagéo, usou-se a média de 3 dos 5
transientes evocados na auséncia (controle) e presenca de 5uM de tBQ. Os dados sdo média +

erro padréo. p: determinado por teste t para amostras pareadas (N = 9):

Controle tBQ p
A[Ca2+]i (M) 0,27 £ 0,03 0,23+ 0,02 0,0291
t,, queda [Ca®'];(ms) 117 + 8 184 + 14 0,0004
A B
0.4+ *
200~ —
g 037 1 . 'g' 150-]
= —— =
—_ — S —
&': 0.24 :tm 1004
o 122
Z 0.1+ g 504
0.0 T T 0 T T
controle tBQ controle tBQ

Figura 4.23: Efeitos de 5uM de tBQ sobre transientes de [Ca®']; obtidos com o protocolo
experimental para estudo da captagéo de ca” pela SERCA. Médias + erro padrdo da média para a
amplitude de transientes de [Ca®']; (A[Ca®'];), (painel A), t» de queda de [Ca®'], (painel B). Valores

apresentados na Tabela 4.9. * representa p < 0,05.

Observa-se na Figura 4.23 que o tBQ provocou uma queda de 15% na amplitude
do transiente de [Ca®']; (p= 0,0291) e um aumento de 57% do t, de queda de [Ca?®']; (p =
0,0004).

A Figura 4.24 mostra A[Ca®']; evocadas por pulsos rapidos de cafeina
normalizadas pelas respectivas concentragdes de pico em uma mesma célula, utilizando

o procedimento experimental desenvolvido para estudo da captagdo de Ca®" na situacéo
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controle, ISO e tBQ. Os sinais foram sobrepostos evidenciando o efeito acelerador do ISO

e desacelerador do tBQ sobre a queda de [Ca?'].

1.25+

—_— —— controle
8 1.001 180
o
o 0.754
©
* 0.50-
5 0.25-
1]
O, 0.00-
2Y]
-0.25-

Figura 4.24: Amplitudes de transientes de [Ca®"]; (A[Ca2+]i) normalizadas pelas respectivas
amplitudes de pico evocados por pulsos rapidos de cafeina na condigdo controle, ISO e tBQ

aplicados na mesma célula.

4.8 Simulacoes Computacionais

A Figura 4.25 mostra as formas de onda obtidas quando o modelo de Tang &
Othmer (1994) adaptado foi resolvido para estimulos (degraus de Ca**) aplicados a partir
de t = 5's, com amplitude de influxo de Ca** de 4 uM/s (parametro A,), duragdo de 250 ms
e frequéncia de 0,5 Hz. Quando o estimulo é aplicado, uma fragdo consideravel dos RyRs
no estado ativavel passa para o estado aberto (painel A), o que causa aumento da
liberacdo de Ca do RS (Jch, painel D) e subida de [Ca*]; (painel B). Logo em seguida, ha
um aumento da fracdo dos RyRs no estado fechado, o que posteriormente é refletido no
aumento da fracdo de RyRs no estado refratario, e mais adiante, na recuperacdo dos

] retorna

receptores no estado ativavel. Desta forma, o sistema recobra o equilibrio e [Ca
ao nivel diastolico. A cada estimulo aplicado, observam-se oscilagées na carga de Ca?*
do RS ([Ca]rs, painel C) decorrentes do processo de liberagdo (Jch — painel D) e
recaptacdo de Ca?* (Jp,sr, painel D). O curso temporal do fluxo de captagdo acompanha o
de liberagdo, e as pequenas diferencas observadas entre estes fluxos originam
esvaziamento e reenchimento do RS, bem como o aumento de [Ca®'] no citosol. O painel
E mostra um pequeno vazamento de Ca?* transmembrana (fluxo passivo de entrada,

JL,m), que, em repouso, é equilibrado pela extrusdo de Ca*" via ATPase de Ca®* e NCX
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do sarcolema (Jp,m). Ja o vazamento de Ca?* do RS para o citosol (JL,sr) é proporcional
a [Calrs €, em repouso, ¢ igual a diferenga entre os fluxos de liberagao e recaptagao. O

fluxo de Ca?' transportado pelo sarcolema é dependente da [Ca®']; e oscila a cada
transiente de [Ca®']. O painel F mostra os transientes de [Ca®'] simulado e obtido
experimentalmente, para comparacdo. Na simulagdo, obteve-se um menor valor de [Ca?"];
diastolica (140 vs. 230 nM), um maior tempo de subida (295 ms vs. 62 ms), € um maior ty,,
de queda (104 ms vs. 87 ms). A amplitude dos transientes de [Ca®']; experimental e
simulado foram semelhantes apés modificacdo do valor de vr originalmente proposto por

Tang & Othmer (1994).
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Figura 4.25: Os painéis A, B e C mostram respectivamente as variagdes da fracdo dos RyR em
cada estado, de [Ca2+]i e da carga de Ca®" do RS ([Ca2+]Rs) em resposta a degraus (indicados por
setas no painel B) de Ca®" com duragao de 250 ms, aplicados a partir do instante t =5 s a 0,5 Hz.
O painel D mostra os fluxos de liberagado (Jch) e recaptagéo (Jp,sr), enquanto o painel E mostra os
fluxos de vazamento (JL,m), fluxo do conjunto troca Na* / Ca®* (NCX) e ATPase de Ca** do
sarcolema (Jp,m) e fluxo de vazamento do RS (JL,sr). Os transientes de [Ca*] obtidos

experimentalmente e o transiente simulado estao apresentados no painel F.
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A Figura 4.26 mostra a simulacdo do efeito da cafeina sobre a dindmica do
transporte de Ca®* no midcito cardiaco por aumento da afinidade dos RyRs por Ca?, o
que favorece o estado aberto. Sob condigdes em que a concentragdo extracelular de Ca?*
foi anulada (C, = 0) e as vias de extrusdo trans-sarcolema de Ca®* foram consideradas
inoperantes (q4 = 0), o efeito da cafeina foi simulado por alteragéo das taxas de transicao
entre os estados dos RyRs, mantida entre os instantes t = 5 até 10 s. Observa-se no
painel A que, de fato, a alteragdo dos parametros que regem a transicdo dos estados dos
RyRs foi bem sucedida em manter um aumento sustentado da fragdo em estado aberto, o
que conseqiientemente proporcionou um aumento sustentado de JCh e [Ca®']; (painéis D
e B), acompanhado de queda da [Ca®']gs (painel C). O painel D revela um grande pico
seguido de queda do fluxo de liberagdo, que foi depois mantido em nivel mais baixo e
equilibrado pela recaptacdo (Jp,sr), o que impediu a total deplegdo da carga de Ca®* do
RS. O painel E reflete a inoperancia da via de efluxo através do sarcolema e mostra que o
vazamento de Ca* do RS também cai devido & queda da carga. O painel F revela o
pequeno vazamento passivo de Ca?' transmembrana que contribui para o declinio do

[Ca®"], durante a aplicacdo da cafeina.
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Figura 4.26: Simulagao do efeito da cafeina (aplicada entre os instantes t = 5 a 10 s, quando a

concentragao de Ca” extracelular é anulada e o transportador de Ca* do sarcolema ¢ tornado

inoperante) sobre o curso temporal dos estados dos RyR (painel A), [Ca2+]i (painel B), carga de

Ca®" do RS [Ca2+]Rs (painel C), fluxos de liberagao (Jch) e recaptacao (Jp,sr) (painel D), fluxo de
vazamento de Ca®* do RS (JL,sr) e fluxo do conjunto troca Na* / Ca** (NCX) e ATPase de Ca®* do

sarcolema (Jp,m) (painel E), fluxo de vazamento de Ca”" transmembrana (JL,m) (painel F).
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Observa-se em mais detalhe na Figura 4.27 que, apesar da diferenca de
amplitude, ha semelhanga do curso temporal dos transientes de [Ca®'] obtidos

experimentalmente e por simulagao durante aplicagdo prolongada de cafeina.

12597 - simulado
1.00- ——experimental e
=
= 0.754
::'.:'
s 0.50-
o,
0.25 eyt Mipruprponyipend
b T Caf00
0.00-
I I I I 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

Tempo [s]

Figura 4.27: Aumento da [CaZ+]i evocada pela aplicagao prolongada de Caf00 entre os instantes t =
5 a 10 s. Estdo apresentados os transientes obtido experimentalmente e por solugdo do modelo de

Tang & Othmer (1994) ap6s modificagdo descrita no texto.

A possibilidade de simulacdo do efeito da cafeina como uma alteragdo na
afinidade dos RyRs ao Ca®* no modelo teérico permitiu simular ndo s6 a resposta a
aplicagdo mantida de Caf00 (Figura 4.27), mas também o modelo experimental proposto
neste trabalho (Figura 4.28). Neste caso, pulsos rapidos de Caf00, com duragédo de 60 ms

], de forma

e intervalo entre pulsos de 7 s, foram capazes de evocar transientes de [Ca

semelhante ao observado experimentalmente.
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Figura 4.28: Simulacéo do efeito da aplicagdo de pulsos rapidos de Caf00 (duragdo de 60 ms com
intervalo de 7s, representados por setas no painel B) sobre os estados dos RyRs (painel A), [Ca®)
(painel B), carga de Ca** do RS [Ca®']rs (painel C), fluxos de liberagdo (Jch) e recaptagao (Jp,sr)
(painel D), fluxo de vazamento de Ca** do RS (JL,sr) e fluxo do conjunto troca Na* / Ca®* (NCX) e

ATPase de Ca®* do sarcolema (Jp,m) (painel E), fluxo de vazamento de Ca®" transmembrana

(JL,m) (painel F).
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O tracado dos transientes de [Ca®']; obtido experimentalmente (Figura 4.29A), e
por simulacdo (Figura 4.29B) do protocolo experimental proposto revela amplitudes
razoavelmente semelhantes. O painel C mostra amplitudes de transientes de [Ca®'];
(A[Ca*]) sobrepostos e normalizados pelas respectivas amplitudes de pico para o caso
experimental e simulado. Observam-se diferentes tempos de subida (93 ms do simulado
vs. 200 ms do experimental) e ty, de queda (257 ms do simulado vs. 136 ms do
experimental), do mesmo modo que o observado no caso de transientes disparados por

influxo de Ca** (Figura 4.25F).
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Figura 4.29: Sdo mostrados o curso temporal dos transientes de [Ca®"]; experimental (painel A), e
simulado (painel B) evocados por pulsos rapidos de Caf00 de duragao de 60 ms e intervalo de 7 s.
O painel C mostra transientes de [Ca®] (A[Ca2+]i) simulado e experimental sobrepostos e
normalizados pelas respectivas amplitudes de pico. As formas de onda foram sincronizadas na

subida dos transientes.
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Uma vez que o modelo tedrico foi bem sucedido em reproduzir de forma
razoavelmente satisfatoria os transientes de [Ca®']; evocados por pulsos rapidos de
cafeina, ele foi utilizado também para simular o efeito da estimulagdo e inibicdo da
SERCA por alteracbes nos parametros cinéticos deste transportador. Trabalhos na
literatura relatam que a estimulac&o beta-adrenérgica causa diminuicdo da concentragéo
de Ca* na qual a velocidade maxima de captacdo é metade da maxima (Km) da SERCA
em vesiculas isoladas de RS (Odermatt et al., 1996; Reddy et al., 1995; 1996) e aumento
da velocidade maxima de captacdo (Vmax) também em vesiculas isoladas de RS
cardiaco (Sasaki et al., 1992; Kargacin et al., 1998) associados a estimulacéo beta-
adrenérgica. Diante dos dados apresentados na literatura e das limitagdes na estabilidade
do modelo tedrico empregado, optou-se aqui por simular o efeito do ISO como uma
diminuicdo de Km em 20 % (Kmiso = 100 nM vs. KMcontroe = 120 NM) acompanhada de
aumento de 10% na velocidade maxima de captacdo (Vmaxiso = 1141 uM/s vs.
VmaXeontrole = 1038 uM/s).

No caso do tBQ, é sabido que ha oclusdo da SERCA, o que se espera que cause
uma diminuicdo em Vmax da bomba (Lloppis et al., 1991; Nakamura et al., 1992). No
presente trabalho, este efeito foi simulado como uma reducgéo de 10 % (Vmaxpq = 934
uM/s) neste parametro.

As alteracbes implementadas na condicdo ISO (Figura 4.30A) provocaram um
deslocamento para a esquerda (diminuicdo de Km) e para cima (aumento de Vmax) na
2+]i,

funcao que relaciona o fluxo de captacao e a [Ca“],, implicando em maior fluxo para todos

os valores de [Ca?'].

No modelo, estas modificagbes resultaram em menor amplitude
(redugdo 50 %) e menor t, de queda do transiente de [Ca?']; (Figura 4.30B). J& na
situacdo tBQ, somente a depressado da relagdo Jpsr-[Ca®]; (diminuigdo de Vmax, Figura
4.30A) levou a um aumento de amplitude do transiente (em 9 %) e de t,, de queda.
Quando as A[Ca®']; obtidas por simulacdo sdo normalizadas pelas respectivas
concentragdes de pico observa-se que as modificacbes dos pardmetros da bomba que
resultaram em mais rapida queda de [Ca*"]; (redugdo no ty,, de 26 %) no caso do ISO e a
queda mais lenta (aumento de 13% no t42) no caso do tBQ (Figura 4.30C), reproduzindo

as alteracdes observadas experimentalmente nessas situagdes (Figura 4.30D).
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Figura 4.30: Efeito simulado das alteragdes no fluxo de captagéo de ca® pela SERCA (Jp,sr) nas
condigdes controle (Km = 120 nM, Vmax = 1038 puM/s), ISO (Km = 100 nM, Vmax = 1141 uM/s) e

tBQ (Km = 120 nM, Vmax = 934 uM/s), (painel A), e curso temporal dos respectivos transientes de

[Ca2+]i evocados pela aplicagédo de pulsos rapidos de cafeina obtidos (painel B). As amplitudes dos

transientes de [Ca2+]i (A[Ca2+]i) obtidos nas simulagdes apresentadas no painel B foram

normalizadas pelas respectivas concentragdes citosdlicas de pico (A[CaZ+]p), (painel C), permitindo

a comparagao com tragados obtidos experimentalmente (painel D).
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5. Discussao

5.1 Instrumentacao

A montagem preliminar simulando a disposi¢gdo dos dispositivos utilizados no
protétipo foi de fundamental importdncia para assegurar a viabilidade do projeto.
Inicialmente, a montagem foi utilizada para confirmar as distancias determinadas segundo
as relagbes apresentadas (equagdes 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4) para a 6ptica de excitagdo. As
observacgoes feitas a partir da montagem permitiram um refinamento na parte optica e
mecénica do projeto como um todo. Assim, informacgdes sobre a quantidade de luz
coletada, uniformidade do campo iluminado pela luz de excitagcao, qualidade da imagem
obtida na camera CCD e do sinal obtido pelo PMT foram imprescindiveis para a
implementacao da instrumentacao. Do ponto de vista pratico, isto se refletiu na introdugao
de partes méveis nos tubos de aluminio contendo as lentes do iluminador, inser¢cado de
manipuladores no protétipo desenvolvido para ajuste da inclinagdo dos espelhos dicréico
e refletor de vermelho, cuidados na construgao de um sistema mecanicamente estavel e
criacdo de um ambiente com luminosidade adequada para o bom desenvolvimento dos
experimentos com células. A necessidade deste trabalho inicial para refinamento do
projeto reside na escassez de dados precisos na literatura sobre a instrumentacéo para
microscopia de fluorescéncia (Mccomark & Cobbald, 1991; Chen, 1995; Gomes, 1997).
De modo geral, estes trabalhos apresentam boas descrigdes dos dispositivos a serem
utilizados, mas com nivel de detalhe insuficiente para a construgdo de instrumento, com
excegao de Gomes (1997).

Uma das preocupacgodes iniciais em relacdo ao prototipo desenvolvido era a
estabilidade mecénica do sistema, uma vez que o reduzido campo visual de trabalho (60 x
80 um) poderia ser sensivel a pequenas oscilagdes provenientes em sua maior parte do
sistema de refrigeracdo (ar condicionado) e dos refrigeradores das fontes de tensio. De
fato, uma pequena instabilidade foi observada na montagem preliminar, na qual o cuidado
com o isolamento mecanico do sistema nédo foi rigoroso. Diante deste problema e do
elevado custo das bancadas antivibratérias comercialmente disponiveis (sistemas de
microscopia de fluorescéncia possuem bancadas que chegam a custar US$ 5,000.00), a
solugdo adotada foi projetar e construir uma bancada robusta e de baixo custo (R$

600,00) para isolar mecanicamente o protoétipo construido. Os resultados obtidos foram

70



5 Discussdo

satisfatorios, na medida em que nao houve interferéncias mecanicas durante a realizagao
dos experimentos.

O bloqueio da iluminagao ambiente foi alcangado por meio de uma cortina opaca
que delimitou a area de trabalho. Com isto, se conseguiu limitar o sinal basal de saida do
PMT em 250 mV (Figura 4.7A, t < 2s), 0 que permitiu uma boa relagao sinal-ruido (Figura
4.7B) e maior confiabilidade dos parametros extraidos das medi¢des da emissao do fluo-3
(amplitude, e tempos de subida e de queda dos transientes de [Ca®*]).

Uma novidade apresentada neste projeto de instrumentacéo é a utilizacido de um
LED azul de alta intensidade substituindo as lampadas de arco de mercurio ou xenénio,
entre outras fontes luminosas tipicamente utilizadas como fontes de energia radiante em
microscopia de fluorescéncia. Os LEDs apresentam a vantagem de terem custo
relativamente baixo, ndo produzirem muito calor, e terem alta eficiéncia luminosa dentro
da banda de excitagdo e tempo de vida longo (cerca de 11.000 horas; dados do
fabricante, Opto Technology Corp.). A tecnologia de semicondutores para a construgdo de
LEDs operando em comprimentos de onda menores do espectro visivel (verde, azul e
violeta) é relativamente nova e tem-se mostrado muito Util em substituir outras fontes
luminosas em diversas aplicagdes na fotOnica, especialmente dentro da Engenharia
Biomédica (Hogan, 2007).

O sistema de microscopia/microfluorimetria desenvolvido ndo permite a troca de
objetivas para a obtencao de diferentes aumentos, dada a complexidade de se
implementar essa operagao em um sistema de microscopia invertido e fechado. Assim, o
campo visual foi definido respeitando um compromisso entre uma area de trabalho que
permita certa facilidade na localizagdo de células, e que, ao mesmo tempo, restrinja
particulas fluorescentes proximas a célula, pois estas aumentam o sinal basal de
fluorescéncia e reduzem a faixa de variacao do sinal de saida do PMT. Embora a insergao
de uma fenda controlavel que limitasse a regido de trabalho pudesse oferecer maior
flexibilidade, isto nao foi implementado, pois complicaria substancialmente a
instrumentagdo a ser construida. Assim, a area do campo visual foi fixada em
aproximadamente 60 x 80 um, o que permitiu um sinal de fluorescéncia basal baixo
(Figura 4.7B), sem tornar muito dificil a localizacdo espacial dos midcitos.

Apods fixacdo do campo visual, foi necessario garantir compatibilidade entre a
imagem obtida na cadmera CCD e o sinal de fluorescéncia que chega ao PMT. Tal
procedimento foi realizado pela limitagdo da area sensivel exposta do fotodetector,

ajustando a abertura da fenda retangular disposta na frente do sensor, de tal forma que a
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saida de uma microesfera fluorescente do campo visual implicasse no retorno ao sinal
basal de saida do PMT. Este procedimento garantiu que a fluorescéncia de células fora
do campo visual ndo interferisse nas medi¢des realizadas.

A razéo de fluorescéncia obtida (fluorescéncia de pico / fluorescéncia diastdlica)
durante a estimulagao elétrica dos midcitos cardiacos foi aproximadamente 2, o que
corresponde aos valores tipicos encontrados na literatura por outros autores que
utilizaram o mesmo indicador (Shannon et al., 2002; Huang et al., 2006).

A boa qualidade do sinal de fluorescéncia registrado deve-se a poténcia radiante
que chega a célula, estimada em aproximadamente 10 uW (apéndice B) e ao cuidado na
execucao do projeto em eliminar possiveis frestas, bem como fontes luminosas externas.
Observou-se também que o sistema de microscopia foi capaz de produzir imagens de boa
qualidade (i.e. sem distorgbes O&pticas) de midcitos cardiacos, o que permitiu
confiabilidade da medicdo do encurtamento celular pelo DBV a partir da imagem
adquirida. A possibilidade de medicdo simultdnea do curso temporal do encurtamento
celular e da [Ca®']; permitiu estabelecer de forma mais clara a relagdo entre estas
grandezas. Desta forma, pdde-se discriminar com clareza que o transiente de [Ca®'];
precede a atividade contratil, o que estd de acordo com seu papel de ativador da
contracao (Bers, 2001).

E importante observar que sistemas de microscopia de fluorescéncia
comercialmente disponiveis tém custo de cerca de US$ 80,000.00, enquanto o protétipo
aqui desenvolvido (excluindo o microcomputador e software utilizado na aquisicédo dos
dados), embora menos versatil, tenha tido um custo estimado em cerca de US$ 5,000.00.
A possibilidade de construgdo de um sistema de microscopia de fluorescéncia de baixo
custo e de facil manuseio pode tornar viavel a aquisicdo deste tipo de equipamento por

11, é alvo de interesse de

mais grupos de pesquisa de diferentes areas. A medigao de [Ca
grupos que estudam células musculares cardiacas, esqueléticas e lisas, neurénios,
células glandulares, e outras, nas quais o ion Ca®" desempenha importante papel nos
processos fisiolégicos (Berridge et al., 2000).

O desenvolvimento de instrumentagdo ndo se restringiu apenas ao protétipo de
microscopia/microfluorimetria, mas também incluiu o sistema para troca rapida de
solugdes nas proximidades da célula para aplicacdo de cafeina. Este € um problema
classico de mecanica dos fluidos, dado o compromisso entre a alta velocidade de troca e
a permanéncia da célula na cdmara de perfusdo. Encontram-se na literatura alguns

trabalhos dedicados somente a solucionar este problema por meio de sistemas
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sofisticados (Spitzer & Bridge, 1989; Heller et al., 2003). Entretanto, esses sistemas
podem apresentar alta complexidade, alto custo, dificil manuseio e baixa robustez. Mais
uma vez, a instrumentacdo aqui apresentada visou facilidade de implementacédo e
manuseio, além de baixo custo. A troca de solucdo foi feita por meio de uma valvula
solendide de rapido chaveamento, automatizada por um circuito oscilador que
periodicamente abre e fecha a valvula de forma rigorosamente controlada. A solugdo de
saida da valvula é levada até as proximidades da célula por uma micropipeta posicionada
proxima a camara de perfusdo. O conjunto valvula-micropipeta foi fixado em um suporte
mecénico que proporcionou estabilidade mecanica e facil manuseio. A flexibilidade do
circuito oscilador para ajustes no tempo de abertura e fechamento da valvula, bem como
na definicdo do intervalo entre pulsos, foi fundamental durante as tentativas iniciais para

definicdo do protocolo experimental.

5.2 Experimentos com células e modelo experimental para estudo
da captacao de Ca** pela SERCA

5.2.1 Protocolo experimental para estudo da captacdo de Ca** pela SERCA

O modelo experimental proposto tem como objetivo permitir o estudo do fluxo de
captagdo de Ca?* do citosol para RS (mediado pela SERCA) apés liberagdo controlada de
Ca?* desta organela. O modelo requer o isolamento destes compartimentos (citosol e RS),
de modo que os fluxos de Ca* ocorram predominantemente entre eles. No caso do
protocolo experimental adotado, a liberacdo de Ca?* do RS foi induzida pela aplicagéo
rapida e controlada de cafeina, e o isolamento dos compartimentos alcancado por meio
da retirada do Ca®* e do Na* extracelular.

Os pulsos de curta duragdo de Caf00 (aplicados quando a valvula foi aberta)
durante a perfusdao com Ty00 conseguiram induzir contracbes fasicas em regime bem
definido, sem o componente tdnico que indica sensitizagdo dos miofilamentos pela
cafeina (Bassani et al., 1994a; Bassani & Bassani, 2002). O tempo de aplicagdo de
cafeina (Ty = 60ms) foi estabelecido por tentativa e erro, tomando como limitantes inferior
e superior o tempo necessario para a indugao de componentes fasico e tdnico da
contratura de cafeina, respectivamente. Uma baixa freqiéncia de aplicacdo dos pulsos de
Caf00 foi empregada para garantir a lavagem dessa substancia da camara de perfusao no

intervalo entre pulsos. O ciclo de liberagdo e captacdo de Ca?* induzido com a aplicagdo

73



5 Discussdo

de pulsos curtos de cafeina foi aparentemente estavel, conforme confirmado por teste
estatistico. O tempo de subida dos transientes de [Ca®']; evocados pela aplicagdo rapida
de cafeina (203 + 9 ms) foram compativeis com os obtidos por Su et al. (2003) (que
também utilizaram pulsos rapidos de cafeina) em midcitos ventriculares de humanos, cao,
coelho e camundongo (220-240 ms).

Uma premissa importante do modelo experimental proposto é a conservagdo do
Ca?" intracelular, que foi verificada pela auséncia de diferenca significativa da carga de
Ca?* do RS antes e ap6s a insercdo do trem de pulsos de cafeina. Isto esta de acordo
com a proposta de que os transportadores lentos (ATPase de Ca®" do sarcolema e
uniporter mitocondrial) ndo sao capazes de competir com a SERCA na situagdo em que o
NCX foi tornado inoperante (Bassani et al., 1994a). A premissa de conservacdo do Ca®'
intracelular é fundamental para a manutencao do ciclo de liberagao e captagao, pois s6
assim pode-se considerar, dentro de certas aproximacdes, um sistema isolado composto

de citosol e RS.

5.2.2 Efeitos do ISO e tBQ sobre transientes de [Ca®*]; e contragcdes evocadas
por estimulacao elétrica

Foi observado que o ISO, na concentracdo de 10 nM (concentragdo proxima da
requerida para produgéo de uma resposta inotrépica igual a 50 % da maxima em midcitos

ventriculares de rato, Carvalho et al., 2006), praticamente dobrou a amplitude dos

) )

transientes de [Ca“’]; e das contragdes, além de abreviar a queda do transiente de [Ca
e o0 relaxamento em aproximadamente 25 %, na situagcdo em que todos os
transportadores estdo operantes. Estes dados ilustram, respectivamente, os efeitos
inotropico e lusitropico positivos da estimulagdo beta-adrenérgica. 1SO provocou um
pequeno, mas significativo aumento na [Ca®'rs (6%), 0 que possivelmente contribuiu para
o aumento observado da amplitude dos transientes de [Ca?'];, uma vez que a carga e a
corrente de entrada de Ca®" sdo importantes reguladores da A[Ca*]. Bassani et al.,
(1995) mostraram que a quantidade de Ca?* e fragdo do contetido liberadas do RS a cada
contracdo variam de forma nao-linear e dependente da [Ca®'lgs, € podem sofrer grandes
variagbes com pequenas variagées de carga, como também observado por Shannon et
al., (2000). E provavel que este fendmeno se deva ao aumento da atividade de canais de
liberagdo de Ca* do RS quando a carga é aumentada. Lukyanenko et al. (1996)
observaram maior atividade de RyRs isolados e incorporados em bicamada lipidica

quando a [Ca®*] foi aumentada no lado trans da membrana (equivalente ao compartimento
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luminal), embora o real mecanismo pelo qual a carga modula a liberagéo ainda carega de
esclarecimentos (Bers, 2001; Gydrke et al., 2004).

Diversos estudos na literatura apontam o aumento da Ic, € aumento da atividade
da SERCA, via fosforilagdo do fosfolamban pela PKA, como os dois principais
mecanismos para o aumento do inotropismo cardiaco pela estimulagdo beta-adrenérgica
(McDonald et al., 1994; Li et al., 2000, Viatchenko-Karpinski & Gyorke, 2001; Ginsburg &
Bers, 2004). Embora seja dificil quantificar a contribuicdo de cada um destes
componentes de forma isolada, Luo et al., (1994) mostraram significativa atenuagcédo dos
efeitos lusitropico e inotrépico do ISO em coragdes de ratos geneticamente modificados
que nao expressavam o fosfolamban (knockout). Alteragbes semelhantes foram
observadas na presenca de anticorpo contra o fosfolamban (Sham et al., 1991), o que é
sugestivo de uma importante participacdo desta proteina na regulacéo da carga de Ca*".
Outro conjunto de experimentos com camundongos knockout para o fosfolamban (Li et
al., 2000) também mostraram redugéo nos efeitos inotropico e lusitrépico produzidos pela
aplicagao de 1 uM de ISO, tanto em midcito isolado como em musculo cardiaco.

ISO também pode acelerar o relaxamento pela fosforilagcdo de Tnl, o que reduz a
afinidade dos miofilamentos por Ca?* e facilita sua dissociagdo do filamento fino (Bers,
2001). Li et al (2000) mostraram, em musculo de camundongos knockout para o
fosfolamban, que a fosforilagdo da Tnl contribuiria apenas com 15 % da aceleracdo do
relaxamento causada por ISO, e atribuiram ao fosfolamban a participacao predominante
no efeito lusitropico positivo do agonista.

Os efeitos da estimulacao beta-adrenérgica observados no presente estudo foram
semelhantes aos relatados por outros grupos de pesquisa. Por exemplo, Ginsburg & Bers
(2004) encontraram um aumento significativo na amplitude do transiente de [Ca®'] e
reducdo no tempo de queda em midcitos ventriculares de coelhos e camundongos apos a
aplicagao de ISO. O mesmo foi observado por Llach et al. (2004) em miécitos atriais de
truta. Aumento significativo na amplitude do encurtamento celular e no ty,» de relaxamento
em midcitos ventriculares de rato e camundongo também foram reportados por Spurgeon
et al. (1990) e Li et al. (2000), respectivamente.

Em contraposicédo ao ISO, também foi utilizado um farmaco que inibe a fungédo do
RS, o tBQ, bloqueador seletivo da SERCA (Wictome et al., 1992). Observou-se que a
aplicacdo de 5 uM de tBQ reduziu A[Ca*], em 25% (ndo significativo) e aumentou
significativamente o t;, de queda em 74%, o que pbde ser observado mais claramente

1

quando o transiente de [Ca“”’], foi normalizado pelo pico e sobreposto com o transiente
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controle. Este aumento no tempo para remocdo do Ca®*" do citosol pode ser explicado
pela diminuicdo na taxa de transporte de Ca** pela SERCA, uma vez que este farmaco
oclui o transportador interferindo no seu ciclo de transporte (Nakamura et al.,, 1992). A
menor atividade da SERCA pode ter sido a responsavel pela pequena, mas significativa
queda na [Ca?*']rs, a qual, por sua vez, pode ter contribuido para a redugdo observada na
A[Ca2+]i. tBQ também causou diminuicdo significativa de 25% da AL e aumento do t; de
relaxamento em 20 %.

Nakamura et al. (1992) reportaram a inibicdo da SERCA em vesiculas de RS
isoladas de musculo cardiaco de cao de forma dependente da concentragdo do tBQ, que,
na concentracao de 5 uM, reduziu a atividade da ATPase em 75%. Kabbara & Stepheson
(1997), utilizando musculo permeabilizado do ventriculo de rato, mostraram que tBQ (50
uM) aumentou o ti, de queda de [CaZ+]i em 144 %, o que foi acompanhado de uma
reducdo da [Ca?']rs de 59% e aumento no tempo de relaxamento de 48 %. No entanto,
apesar da expressiva queda na [Ca®‘]gs, 0s autores ndo encontraram queda significativa
na amplitude do transiente de [Ca®']. Westerblad & Allen (1994) observaram, em fibras
isoladas de musculo esquelético de camundongo, rapida morte celular apés a indugéo de
tétano por estimulagao elétrica depois de 5 minutos de exposicao a 10 uM de tBQ.

2+]i e de relaxamento também foi

Aumento significativo dos tempos de queda do [Ca
observado. Embora este farmaco ainda carega de melhor caracterizagdo, especialmente
em miocitos cardiacos isolados, os trabalhos encontrados na literatura reportaram
aumento no tempo de permanéncia do Ca®* no citosol, o que foi atribuido & diminuicdo na

taxa de captacdo da SERCA devido a inibicao provocada pelo tBQ.

5.2.3 Aplicacdo do protocolo experimental para estudo da captacdo de Ca**
pela SERCA e simulacdes computacionais.

As alteracbes provocadas pela aplicagdo de ISO e tBQ observadas durante
estimulagao elétrica ndo possibilitam inferéncia direta sobre o processo de captacao de
Ca?* pela SERCA, pois estes farmacos tém (ISO) ou podem ter (tBQ) efeitos sobre outras
vias de transporte de Ca?*. As dificuldades de se estudar este transportador de forma
isolada e préxima da situagao fisioldégica, bem como a sua grande relevancia no processo
contratil, motivaram o desenvolvimento do protocolo experimental baseado em pulsos
rapidos de cafeina, descrito na secao 3.12 e testado na secéo 4.5.

Com este protocolo, foi possivel detectar uma redugao de 25% no tq» de queda do

2+]i

transiente de [Ca“’]; evocado por cafeina apdés a aplicacdo de ISO, o que pode ser
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explicado pelos mesmos mecanismos responsaveis pelo efeito lusitrépico positivo do
agonista. A fosforilagdo do fosfolamban pela PKA remove o efeito deste inibidor endégeno
da SERCA (Odermatt et al, 1996, Kargacin et al, 1998), aumentando a taxa de
transporte de Ca?" pela enzima, o que provavelmente contribuiu para a queda no tip..
Embora a [Ca’lgs apds a aplicacdo de ISO tenha aumentado (pouco, mas

2+]i

significativamente), A[Ca“’]; nos transientes evocados por pulsos rapidos de cafeina foi

pouco afetada, o que difere do observado durante a estimulacao elétrica, quando todos os

2+]i

transportadores estavam operantes. O fato da A[Ca“’]; ndo ter sido aumentada pelo ISO

durante pulsos de cafeina pode ser relacionado com maior captagdo de Ca?* pela SERCA
durante a fase de subida do transiente de [Ca®'], impedindo que este alcance picos
maiores. E possivel que este fator possa afetar mais fortemente o pico de transientes
evocados por cafeina do que aqueles produzido por estimulagéo elétrica, pois o tempo de
subida [Ca?']; no primeiro tipo de transiente é praticamente o dobro daquele no segundo
tipo.

No caso do tBQ, foi observado um aumento de 57% no t;, de queda do [Ca*']; e
reducao (significativa) da A[Ca*"] de 15%. O aumento do tempo de permanéncia do Ca*
no citosol deve-se provavelmente a menor atividade da SERCA na presenca de tBQ. Ja a
queda na amplitude do transiente pode estar relacionada com a pequena deplecao de
Ca®" do RS causada por este farmaco, embora, em contraposi¢cdao, uma menor taxa de
captacdo de Ca®" pela SERCA pudesse permitir que o pico do transiente atingisse
amplitudes maiores.

As diferencas na amplitude dos transientes de [Ca®']

evocados pelos pulsos
rapidos de cafeina apds a aplicagao dos farmacos devem ser consideradas com cautela,
uma vez que, além da influéncia da [Ca*'|zs e da taxa de captagdo de Ca®* pela SERCA,
ndo se sabe até onde a aplicacdo de ISO ou tBQ pode alterar o processo de liberagao.
Valdivia et al., (1995) e Marx et al., (2000) mostraram, em experimentos com canais de
liberacdo de Ca?* do RS de musculo cardiaco em bicamadas lipidicas, um aumento da
sensibilidade dos RyRs ao Ca?" associada & sua fosforilagdo pela PKA, o que poderia
aumentar a liberagéo deste ion apds a aplicagéo de ISO. Existem evidéncias (Wehrens et
al., 2003) que a PKA pode interagir com a FKBP12.6 (uma proteina relacionada com a
estabilidade dos canais de liberagdo de Ca?* do RS), provocando uma desestabilizacéo
do canal, o que pode aumentar o vazamento de Ca?* dos RyRs em midcitos isolados, e
portanto, alterar o processo de liberagcdo. Entretanto, Ginsburg & Bers (2004) mostraram

em midcitos cardiacos que, para uma mesma [Ca®']rs e corrente de entrada de Ca?*, ISO
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ndo aumenta a liberacao fracional de Ca®** do RS em relagdo ao controle. No caso do tBQ,
nao ha registro na literatura de alteragcdes no processo de liberagdo. Deve-se observar
que, no caso do protocolo experimental aqui adotado, a liberagdo foi induzida por cafeina
e ndo por Ca®', o que torna ainda mais escassa as informacdes sobre alteracdes neste
processo apos a aplicagao dos farmacos.

Mesmo dentro da abordagem reducionista adotada no presente modelo
experimental para estudo da captagdo de Ca** pela SERCA, os efeitos das alteragdes nos
parametros cinéticos deste transportador podem ter implicagdes longe de serem Obvias,
dadas a complexidade do sistema e os diversos mecanismos reguladores envolvidos.
Visando o melhor entendimento e enriquecimento da discussao dos dados experimentais
observados, buscou-se na literatura um modelo computacional simples e passivel de
adaptacao para descrever o modelo experimental desenvolvido. O modelo tedrico que
melhor atendeu a estes requisitos foi o de Tang & Othmer (1994), que se caracteriza por
descrever apenas a dinamica do transporte de Ca®', ignorando as propriedades elétricas
de membrana e sua complexa relacdo com os diversos transportadores ibnicos. Esta
abordagem mostrou-se extremamente conveniente, uma vez que, no protocolo
experimental proposto, a membrana é mantida em repouso elétrico e ndo ha corrente de
entrada de Ca?. Portanto, as adaptagdes adotadas limitaram-se a anulagdo da
concentracdo extracelular de Ca?* (Co, = 0) e da fungdo do conjunto NCX e ATPase de
Ca?" do sarcolema (g; = 0), bem como insercdo do efeito da cafeina. Sabe-se que este
composto aumenta a sensibilidade dos RyRs ao Ca®', causando liberacdo do ion mesmo
na manutencao de [Ca?"]; diastdlica (100-200 nM), (Rousseau & Meissner, 1989; ONeill et
al.,1990b; Sitsapesan & Williams, 1990). Este efeito foi implementado no modelo tedrico
como uma abrupta alteragdo nas taxas de ligagdo e dissociacdo de Ca?* dos RyRs de
modo a favorecer a permanéncia do canal no estado aberto durante o tempo de aplicagao
da cafeina, ou seja, aumentando a probabilidade de transicdo dos estados ativavel e
fechado para aberto, e diminuindo a probabilidade de transi¢cdes no sentido inverso. Esta
estratégia para simular o efeito da cafeina ja foi utilizada por Shannon et al. (2005) em um
modelo computacional distinto e bem mais complexo. Tanto no caso das simulagdes
desenvolvidas nesta dissertagdo, como no trabalho de Shannon et al. (2005), o simples
aumento da afinidade dos RyRs por Ca*" foi bem sucedido em reproduzir o efeito da
cafeina em liberar Ca?* do RS.

Observou-se inicialmente a resposta do modelo de Tang & Othmer (1994) a

degraus de Ca®* correspondentes a influxo via canais de Ca?" do sarcolema. Foi possivel
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gerar, com o modelo, transientes de [Ca?]; com amplitudes e curso temporal
razoavelmente compativeis com os obtidos experimentalmente por estimulacio elétrica,
na situacdo em que todos os transportadores estavam operantes. Deve-se observar, no

1, no caso simulado foi bem maior

entanto, que o tempo de subida do transiente de [Ca
do que o observado experimentalmente. Esta diferenca reside na competicdo entre os
fluxos de captacdo de Ca®" para o RS (Jp,sr) e liberagdo de Ca** desta organela (Jch).
Quando um pulso de Ca** é aplicado, observa-se inicialmente um aumento da [Ca®']rs
(Figura 4.25C), devido ao fato da captacao ter uma resposta mais rapida que a liberagao
(Figura 4.25D). Assim, a elevagdo de [Ca*"]; sé procede a uma taxa maior quando a Jch
torna-se maior que Jpsr. Outro fator que pode contribuir para uma subida mais lenta do
transiente de [Ca*']; é a auséncia de um compartimento subsarcolémico, como encontrado
em modelos tedricos mais complexos e completos na literatura (Jafri et al, 1998),
reproduzindo um “acoplamento” espacial entre canais de entrada de Ca** do sarcolema e
canais de liberagdo de Ca** do RS. O espago subsarcolémico proporcionaria este
“acoplamento” devido ao seu reduzido volume, o que resultaria em concentracbes
elevadas de Ca®* (entre 10 e 30 uM, aproximadamente, Jafri et al., 1998) para rapida
ativacdo dos RyRs, mesmo que Ic, seja relativamente pequena. Este fator parece
desempenhar um papel importante na cinética de [Ca?'];, pois simulagdes com degraus de
entrada com maior amplitude produziram transientes com tempo de subida menores
(Tang & Othmer, 1994).

As formas de onda obtidas em resposta a aplicagdo mantida de cafeina (resposta
ao degrau) e pulsos rapidos de cafeina (resposta impulsiva) mostraram-se razoavelmente
compativeis com os dados experimentais. As principais diferencas residem no maior

tempo de queda e menor tempo de subida dos transientes de [Ca*'];

obtidos na simulacao
da aplicagao rapida de cafeina. O menor tempo de subida nesta simulacdo (oposto do
encontrado no caso dos degraus de Ca?*) pode estar relacionado & ativacdo imediata dos
RyR, enquanto no caso experimental o tempo de difusdo deste composto até a célula e
através da membrana celular pode contribuir para que a subida do transiente de [Ca?'];
seja mais lenta (O'Neill et al., 1990a; Su et al., 2003).

A possibilidade de simulagao de pulsos rapidos de cafeina em um sistema que,
dentro de certas aproximagdes, pode ser utilizado para descrever o modelo experimental
proposto permitiu estudar os efeitos de alteracbes nos parametros cinéticos da SERCA
correspondentes a acado do ISO e tBQ, e comparar estes resultados com os obtidos

experimentalmente.

79



5 Discussdo

No caso dos parametros alterados pela estimulagao beta-adrenérgica, Reddy et al.
(1995, 1996) mostraram que a adicédo de fosfolamban recombinante a vesiculas de RS
nas quais havia sido incorporada SERCA purificada causou significativo aumento de Km,
sem efeito sobre a velocidade maxima (Vmax) de captacdo de Ca*. Odermatt et al.
(1996) também relataram um diminuicdo de 45% do Km sem efeito em Vmax do
transporte em vesiculas privadas de fosfolamban, ou apés aplicagao de anticorpo seletivo
contra esta proteina. Entretanto, Kargacin et al. (1998) encontraram uma diminuicao de
Km de 32% e aumento de Vmax de 40% em vesiculas isoladas de SR cardiaco apés
fosforilagdo do fosfolamban pela PKA. Outra importante contribuigcao foi feita por Sasaki et
al. (1992), que identificaram uma sequéncia de aminoacidos do fosfolamban (em
vesiculas restituidas de RS contendo SERCA reconstituida) responsavel pela regulacéo
apenas de Km (localizada no dominio transmembrana do RS), e outra sequéncia
responsavel pela regulacdo apenas de Vmax (localizada no dominio citoplasmatico).
Estes autores também mostraram que os efeitos inibitérios do fosfolamban sobre a
SERCA sao removidos apds fosforilacdo catalisada pela PKA, o que indica ndo s6 que
ambos os parametros cinéticos da enzima parecem estar sujeitos a regulagdo pelo
fosfolamban, como também que a regulacdo de cada parametro envolve a interagdo de
diferentes regides da molécula do PLB com SERCA.

A simples reducado de Km para simular o efeito do ISO com o modelo de Tang &

"], observada

Othmer adaptado nao foi capaz de reproduzir a aceleracado da queda do [Ca
experimentalmente, e provocou pequena reducdo de amplitude. Ja a reducédo de 20% do
Km acompanhada de um aumento de 10% da Vmax da SERCA produziu uma redugao no
ti2 de queda semelhante a encontrada nos experimentos (26 % vs. 25 %,
respectivamente). Ja a queda de amplitude foi muito mais expressiva na simulagao (50%
vs. 10% nos experimentos), o que pode estar relacionado com um efeito compensatdrio
desempenhado pelo aumento da [Ca?']rs (e maior liberagdo de Ca®*) na presenca de ISO
obtido experimentalmente, efeito este que nao foi incorporado ao modelo tedrico. Fica
evidente na simulacdo que o aumento da captacdo de Ca®" pela SERCA teve grande
efeito durante a subida do transiente de [Ca®'], enquanto a aceleracdo durante a fase de
queda produziu uma redugao proporcional ao observado experimentalmente no ty,.

No caso do tBQ, Nakamura et al. (1992) mostraram uma redugdo de 50% na
Vmax da SERCA em vesiculas isoladas de RS de musculo esquelético de coelho apds a
aplicacao de 2 uM deste farmaco, enquanto nao foi encontrada evidéncia na literatura de

alteracdo de Km. A simulacao do feito deste farmaco pela reducédo de 10 % da Vmax da
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SERCA resultou em um aumento de 9 % em A[Ca®"]

(vs. queda de 15 % observada
experimentalmente) e aumento de 13 % no ty» (vs. aumento de 57 % observado
experimentalmente). A diferenca entre simulagao e experimentagcdo na amplitude pode ter
sido parcialmente provocada pela deficiéncia do modelo em reproduzir as diferentes
[Ca®"]rs. Uma maior reducéo na Vmax da SERCA na busca de um aumento mais préoximo
do obtido experimentalmente para o ty, do [Ca®] foi impossibilitada pelo
comprometimento da estabilidade do modelo.

Pode-se afirmar que as simulagbes apresentam razoavel semelhancga qualitativa
com dados experimentais da cinética de remogdo do Ca®" do citosol, tanto no caso do ISO
como do tBQ. Também foi observado um papel fundamental da atividade da SERCA na
determinacdo da amplitude, o que pode explicar a reducdo na A[Ca?']; observada ap6s a
aplicagao de 1SO. Ja& no caso do tBQ, a [Ca*']rs pode ter tido um papel fundamental na
queda observada experimentalmente na amplitude, o que nao pdde ser reproduzido pelo
modelo tedrico.

E importante lembrar que, embora o modelo teérico seja uma ferramenta
interessante para o entendimento dos dados experimentais, ele assume simplificacdes
drasticas na descricdo de um mecanismo fisiolégico complexo, o que faz com que as
simulagdes devam ser analisadas com cautela. Entre as limitacbes do modelo de Tang &
Othmer (1994), deve-se apontar a auséncia de sitios de ligacdo passiva de Ca?* no
interior do RS, simulando o papel desempenhado pela calsequestrina. Esta proteina é um
importante regulador da [Ca*]gs, ligando-se ao Ca?* no interior do RS e sofrendo
alteragdes conformacionais que podem influenciar o processo de liberagdo (Zhang et al.,
1997; Gyorke et al., 2004). Experimentalmente, foi observado que a superexpressdo de
aproximadamente 10x de calsequestrina no coragdo de camundongos provocou a
redugdo da amplitude de transientes de [Ca®']; em 65% (Jones et al., 1998). Estes
resultados mostram que, embora o mecanismo de regulagédo de carga pela calsequestrina
seja desconhecido, alteragbes funcionais significativas s&o observadas quando
propriedades deste sitio passivo sdao modificadas, e sua inser¢do no modelo tedrico
poderia ter grande relevancia, conforme mostrado por Shannon et al. (2005).

Outra limitagdo do modelo tedrico de Tang & Othmer (1994) é a falta de mengéao
da procedéncia dos valores escolhidos para os parametros. Varios destes valores diferem
dos parametros adequados para ratos, que foi a espécie utilizada nos experimentos aqui
realizados. Por exemplo, os valores de Km e Vmax utilizados originalmente por Tang &

Othmer (1994) s&o, respectivamente, 3 vezes menor e 4 vezes maior do que o sugerido
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por Bers (2001) para ratos. Entretanto, deve-se observar que estes valores variam
bastante nos diversos trabalhos encontrados na literatura, conforme apontado por este
ultimo autor. A adequacgao rigorosa destes parametros (com excegao da implementada
em Vv;) nao foi realizada, pois isto exigiria uma readaptacdo complexa do modelo, o que
foge dos objetivos deste trabalho.

A dinamica do transporte de Ca?* em midcitos cardiacos é algo extremamente
complexo, o que torna dificil determinar quantitativamente o papel desempenhado por um
transportador especifico. A SERCA é um transportador de extrema relevancia para o
acoplamento excitagdo-contragdo e relaxamento, e qualquer procedimento relativamente
simples que permita avaliar a sua atividade, mesmo que de forma indireta (no presente
caso, pelo tempo de remocdo de Ca?* do citosol), torna-se uma importante ferramenta de
estudo. Existem poucas maneiras de se ter acesso a fungao da SERCA do RS em células
intactas. Os métodos existentes, alguns desenvolvidos por esta equipe (Bassani et al.,
1992; 1994a; Bassani et al., 1995; Bassani & Bassani, 2003), requerem intenso trabalho
laboratorial e processamento de dados. Assim, o modelo experimental aqui proposto
apresenta-se como uma alternativa a ser empregada para estudar a agdo de diversos
compostos sobre a SERCA, ou mesmo alteragdes provocadas neste transportador em
condigbes especiais, como modelos de doengas e animais transgénicos. Uma vantagem
importante do método é o efeito reversivel da cafeina, o que possibilita que a captagao de
Ca?* do RS seja estudada na mesma célula antes e depois da aplicacdo de um
determinado composto, permitindo a utilizacdo de testes estatisticos pareados. O método
também utiliza células intactas e, portanto, possui a vantagem da permanéncia de
mecanismos fisiolégicos que sdo perdidos, por exemplo, quando se estuda vesiculas
isoladas da organela (Reddy et al., 1995; Odermatt et al., 1996; Kargacin ef al., 1998), ou
mesmo durante perfusdo intracelular em experimentos de patch-clamp (Llach et al.,
2004).
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6. Conclusao

No presente trabalho foi desenvolvido um prototipo de
microscopia/microfluorimetria que permitiu quantificar a [Ca®*]; e encurtamento celular de
forma simultdnea, com boa relagédo sinal-ruido e baixo custo. Também foi desenvolvida
instrumentacao especifica para realizar trocas rapidas de solugdes proximas a células
isoladas. Os equipamentos foram aplicados para estudar o papel da ATPase de Ca** do
RS na captagdo de Ca®* do citosol por meio de um modelo experimental que simplifica a
dinamica do transporte de Ca*. O protocolo experimental desenvolvido foi sensivel o
bastante para detectar a diminuicdo do tempo de permanéncia do Ca®* no citosol ap6s
estimulacao beta-adrenérgica com ISO, bem como aumento deste tempo pela inibicao da
enzima com tBQ, o que foi consistente com o mecanismo de acado destes farmacos. O
procedimento proposto apresenta-se como uma alternativa a ser empregada para estudar
a acao de diversos compostos sobre a SERCA, ou mesmo, alteracbes neste
transportador em condicdes patologicas ou ap6s manipulagdes genéticas. As vantagens
do método sado a possibilidade de seu uso em células intactas, e de realizar medicées em
uma mesma célula antes e depois da adicdo de farmacos. Além da abordagem
experimental, buscou-se na literatura um modelo tedrico simples, e passivel de adaptacao
para descrever matematicamente a situacao experimental proposta. As simulagbes com
alteragdes nos parametros cinéticos da SERCA (conforme sugerida na literatura para os
farmacos utilizados) foram razoavelmente bem sucedidas em reproduzir os dados
experimentais do tempo de remocdo do Ca®* do citosol, embora discrepancias na
amplitude do transiente de [Ca®']; tenham sido observadas. Estas diferengas sugerem a
necessidade de adequagao do modelo tedrico empregado.
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Apéndice A - Introducao a fluorescéncia

A fluorescéncia é um fen6meno molecular decorrente da absorg¢éo de um féton por
um atomo, modificando sua configuracdo energética devido a energia transferida no
processo. A tendéncia natural que se segue ao estado excitado do atomo (maior energia)
€ relaxar para uma distribuicao eletrénica menos energética. Esse fenébmeno pode ocorrer
de varias formas segundo niveis discretos de energia (Rendell, 1987).

Uma das formas de relaxamento € por meio da luminescéncia, na qual o atomo em
seu estado excitado acaba por emitir fotons para promover a sua redistribuicao eletrdnica.
A luminescéncia pode ser subdividida em fluorescéncia e fosforescéncia, pois ambos os
fendbmenos fazem referéncia a emissdao de foétons como forma de relaxamento. A
fluorescéncia é um tipo de transicdo em que o atomo libera um féton em uma transicao
quantica rapida da ordem de 10"? s. Trata-se de uma transigdo entre estados de mesmo
numero quantico de spin.

Ja a fosforescéncia consiste em uma transicdo lenta que pode durar de 10 a 102
s, pois envolve uma transicdo desfavoravel, uma vez que essa ocorre entre numeros
quanticos de spin diferentes (Rendell, 1987).

Deve-se observar que a molécula ndo possui apenas estados eletrbnicos, mas
também estados energéticos relacionados com sua rotagdo e vibracdo. Os estados
energéticos de uma molécula podem ser descritos pelo Diagrama de Jablonski. Segundo
essa descri¢ado, pode-se afirmar que a radiacdo emitida pelo &tomo nao sera exatamente
aquela absorvida anteriormente pelo mesmo. Observa-se no Diagrama de Jablonski
(Figura A.1) a existéncia do estado fundamental (Sy), os estados excitados singletes (S e
S,) e o estado triplete (T1). Quando uma molécula absorve um f6ton de energia igual ao
produto hv, (h é a constante de Planck e v é a frequéncia da onda eletromagnética), ela
atinge um dos estados singletes, seguido por acomodacdes energéticas vibracionais e
rotacionais sem a emissao de radiacdo. A partir desse estado a molécula pode relaxar
para o estado fundamental S, emitindo um féton com menor energia, produzindo o
fendbmeno da fluorescéncia. Um caminho alternativo para esta molécula seria seguir para
o estado energético triplete Ty, a partir do qual podem ocorrer transigdes quéanticas nao

permitidas resultando em fosforescéncia.
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Figura A.1: Descricdo dos estados energéticos assumidos pelas moléculas responsaveis pela
fluorescéncia por meio do diagrama de Jablonski. RV - transigbes decorrentes de acomodacgdes
vibracionais e rotacionais. Modificado de Rendell, 1987.

As transicoes de retorno que ocorrem dos estados singletes para o fundamental
apresentam uma menor diferenca de energia, implicando em emissées de maior
comprimento de onda, uma vez que:

AE =

h-c
7 (A1)

onde AE é a diferengca de energia entre os estados relacionados na transicédo; h € a

constante de Planck; ¢ é a velocidade da luz e A € o comprimento de onda da radiacao
eletromagnética.

A este deslocamento entre o espectro de absorcao e emissao da-se o nome de
deslocamento de Stokes (Figura A.2).
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espectro de espectro de
absorgao emissao

intensidade relativa

comprimento de onda

Figura A.2: desenho ilustrativo representando o deslocamento de Stokes. Devido a perda de
energia nos processos de transicdo, o comprimento de onda de emissdo € maior que o de

absorcéo.

As transicoes energéticas representadas pelo Diagrama de Jablonski podem ou
nao emitir fotons na passagem do estado excitado para o fundamental. Esta probabilidade
de emissao é denominada Quantum Yield (Q). Este parametro é numericamente igual ao
numero de fétons emitidos dividido pelo numero de fétons absorvidos pela amostra.

A poténcia radiante em W / m? emitida por uma amostra depende da poténcia
radiante absorvida. A absorbancia ou densidade 6ptica é definida por, Lakowicz, 1991:

P
A= 10g10(7°j (A.2)

onde P, é a poténcia radiante incidente e P a poténcia radiante que atravessa uma
camada de solugcao absorvente de espessura infinitesimal (Figura A.3). A taxa de
decaimento da poténcia radiante (dP’) para esse processo € dada por:

dP'=—-p-P'c-dx (A.3)

onde P’ é a poténcia radiante que incide na solugdo de espessura infinitesimal, € uma
constante de proporcionalidade, ¢ € a concentracdo da espécie absorvente e dx € a

espessura da segao.
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Figura A.3: Absorcao da poténcia radiante ao longo de uma solugao absorvente.

A equacao (A.3) pode ser colocada na seguinte forma:

dP'
integrando membro a membro:
pdP' b
e ne f

~InP-(-InPo)=pg-c-b

P
ln(?‘)j =fB-c-b (A.5)

onde que b representa a espessura total da espécie absorvente. Agora, por meio da

transformacéo:

Inz=1In10-log,, z
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tem-se entdo a seguinte expressao:

P B
1 =L _.c.p
oglo( Pj 10 c (A.6)

Como o primeiro membro é definido como a propria absorbancia da equacao A.2, tem-se

finalmente a lei Beer:
A=¢c-c-b (A.7)

onde a grandeza ¢ é chamada de coeficiente de extingdo [M'cm™]. O produto s-c-b é
adimensional. O coeficiente de extingdo é a caracteristica da substancia que representa a
quantidade de luz absorvida em um determinado comprimento de onda.

A lei de Beer fornece um substrato sélido para o tratamento fisico e matematico
referente a poténcia radiante absorvida, entretanto, no fenémeno de fluorescéncia a
emissdo apresenta niveis menores de energia nas transicoes eletrbnicas envolvidas,
sendo a eficiéncia do processo introduzida por meio da grandeza quantum yield, Q.

Assim, para se obter a probabilidade de emissédo dentro de um intervalo A e A + dA,
deve-se normalizar o espectro de emisséo (curva Intensidade vs. comprimento de onda)
de forma que sua integral seja numericamente igual a Q. A partir da normalizacao feita e
da banda passante definida, pode-se chegar ao fator pelo qual a energia absorvida deve
ser multiplicada para se obter a energia emitida pela amostra.

Por meio da expressdo A.6 e A.7 pode-se analisar quanto da energia radiante é

absorvida pela amostra. Reescrevendo a expressao:

P P
log, (FO) =¢-c-b= _logm(Fj

0
£ — lo—s-c-b
PO

P=P -10° (A.8)
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Considerando a absorgao pequena, pode-se fazer uma aproximagao por série de
Taylor, (Gomes, 1997):

P~P -(l—¢-c-b) (A.9)
Assim, a energia radiante absorvida (P,,) é dada por:

P,~P,—P=P —P,+P,-s-c-h=P,-¢-c-b (A.10)

Acrescenta-se agora a eficiéncia do processo, ou seja, o quantum yield,

fornecendo a seguinte expressao para a energia radiante emitida (Pem):
P =P -c-c-b-Q (A.11)

A energia radiante emitida pode ser colocada em fungdo do comprimento de onda

A substituindo o quantum yield por I(1)-dA referente a porgdo do espectro relacionado

com a banda passante dAi:
P =P -c-c-b-1(A)-dA (A.12)

Logo, a partir das equacdes (A.11 e A.12), evidenciam-se as variaveis relevantes
no processo de emissdo da fluorescéncia. Conclui-se do trabalho matematico aqui
apresentado que a fluorescéncia a ser detectada é diretamente proporcional a energia
radiante que chega a amostra emitida pela fonte de excitagdo. O coeficiente de extingao e
0 quantum yield sao caracteristicas intrinsecas do indicador, e de extrema relevancia no
processo, o que pode influenciar de forma substancial na escolha do indicador a ser
utilizado. A concentracdo do indicador também tem influéncia direta no sinal de
fluorescéncia obtido e pode interferir no processo de medicao (Takahashi et al., 1999). As
caracteristicas da célula também influenciam na emissao de fluorescéncia, pois a sua

espessura é dos fatores determinantes da expressao A.12.
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O desenvolvimento dos indicadores de fluorescéncia nos anos 80 permitiu uma
nova abordagem ao estudo da dindmica das variagdes intracelulares de ions (Grynkiewicz
et al., 1985). O procedimento para medir [Ca?*]; a partir de indicadores de fluorescéncia
consiste no carregamento da célula com o indicador, excitagcdo do composto, deteccao do
sinal de fluorescéncia e conversdo para [Ca®]. Um grande volume de informacdo a
respeito desta técnica de medicdo pode ser encontrado na literatura (Kao, 1994;
Takahashi et al., 1999). Existem dois tipos de indicadores: os raciométricos e os nao
raciométricos.

Os indicadores raciométricos apresentam como principal caracteristica a emissao
de fluorescéncia em dois comprimentos de onda distintos. A razdo entre os sinais
adquiridos permite eliminar as interferéncias que ocorrem em ambos 0os comprimentos de
onda. Assim, o método contorna a perda de sinal pelo desbotamento (photobleaching) do
indicador (Song et al., 1995), e vazamento para o meio extracelular (Gomes et al., 1998).
Entretanto, indicadores raciométricos exigem uma instrumentacao mais sofisticada para a
deteccéo de fluorescéncia. Esta maior complexidade implica na utilizagdo de mais de um
foto-detector e mais filtros Opticos para sua implementagdo, 0 que pode aumentar os
custos envolvidos. Entre os indicadores raciométricos mais populares encontra-se o indo-

1 e o Fura-2.

Indicadores n&o raciométricos apresentam como caracteristica a emissao de
fluorescéncia em apenas um comprimento de onda, permitindo portanto, sistemas de
medicao mais simples em relacdo aos indicadores raciométricos, o que tem impacto direto
na redugao dos custos e na facilidade de implementacdo. No entanto, a possibilidade de

eliminar interferéncias (photobleaching e vazamento) ficam inviabilizadas neste caso.

O indicador escolhido para as medicdes realizadas nesta dissertacao foi o fluo-3
(Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, CA, E.U.A.). Este indicador nao raciométrico
apresenta como caracteristica um grande aumento na fluorescéncia medida quando o ion
Ca** liga-se a sua molécula, o que permite a obtencdo de sinais com boa relacédo sinal-
ruido, e portanto, maior confiabilidade nos parametros extraidos a partir dos transientes
de [Ca®"]; registrados. A banda de excitagéo do indicador vai de 450 a 510 nm, enquanto a
banda de emissédo esta compreendida entre 520 a 590 nm. As caracteristicas quimicas e
as reagdes que dao origem ao indicador podem ser encontradas em Minta et al., 1989 e
Kao et al., 1989. A Tabela A.1 mostra as caracteristicas relevantes do fluo-3.
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Tabela A.1: Caracteristicas do indicador fluorescente fluo-3. Sdo apresentados a constante de
dissociacdo Ky (estimada in vitro), os comprimentos de onda de maxima absor¢cdo e emissao, o
coeficiente de extingdo (¢) maximo e em 488 nm, o quantum yield (Q) e a razdo entre a

fluorescéncia emitida no estado ligado e livre (Fmax/Fmin). Dados do fabricante Molecular Probes.

Propriedade Fluo-3
Kd (caz+) 325 nM
A de absorgao maximo 506 nm
& maximo(Ca** ligado) 100000 cm™'M"”
e (Ca* ligado) em A = 488nm 43000 cm'M"!
A de emissdo maxima 526 nm
Q 0.15
(Fmax/Fmin) >100

A Figura A.4 mostra como a fluorescéncia emitida pelo indicador aumenta segundo
a concentracdo de Ca?* do meio, 0 que também é dependente do comprimento de onda.
Este espectro de emisséo foi determinado in vitro utilizando 10 uM do indicador na sua

forma acida (dados do fabricante).
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Ex = 488 nm
398 UM de Ca2+ livre

Fluorescéncia emitida [u.a.]

Comprimento de onda [nm]

Figura A.4: Espectro de emissao do indicador fluorescente fluo-3 (10 uM) na sua forma acida para

diferentes concentragoes de Ca®*. Dado do fabricante Molecular Probes.
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Apéndice B - Fotometro e estimativa da
poténcia radiante de excitacao

A fim de quantificar a poténcia radiante que chega até a amostra biolégica, um
fotdbmetro utilizando um fotodiodo de Silicio (mod. OPT 101, Burr-Brown, Tucson, AZ,
E.U.A.) foi construido. O circuito para obtencdo de um sinal de tensado proporcional a
poténcia radiante que chega a amostra pode ser visualizado na Figura B.1. A Figura B.2
mostra a relagdo entre poténcia radiante e o sinal de tensao obtido a partir da medicao
(manual do fabricante, Burr-Brown). A sensibilidade do sensor é dada pelo parametro Rf
(Figura B.2), cujo padrao é 1 MQ. A sensibilidade pode ser ajustada por um circuito
externo ao fotodiodo conforme apresentado na Figura B.1. Quando a chave CH1 é
fechada, o resistor R1 é colocado em paralelo com a resisténcia interna de 1 MQ, o que
corresponderia na curva da Figura B.2 ao deslocamento de Rf = 1 MQ para
aproximadamente Rf = 50 kQ, o que seria adequado para medir poténcias radiantes

maiores.

L (W
- OPT 101
+ g 5 .
Jalda
P 2
1 4 0
e |
100 nf § Fil
a6 k
_T_ CH1
oo

Figura B.1: Circuito do fotbmetro para mediagdo da poténcia dptica que chega até a célula.
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VOLTAGE RESPOMSIVITY vs RADIANT POWER
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Figura B.2: Responsividade do foto diodo de Si OPT 101. Dados do fabricante (Burr-Brown,
Tucson, AZ, E.U.A.).

Deve-se observar que a responsividade mostrada na Figura B.2 foi levantada para
o comprimento de onda do vermelho (A = 650 nm), enquanto a luz de excitagdo no caso
da instrumentagdo desenvolvida encontra-se dentro da banda do azul (A = 480). Por meio
da Figura B.3 (manual do fabricante Burr-Brown) tem-se a responsividade espectral
normalizada, na qual se observa que a sensibilidade para o comprimento de onda do azul
é 2,5 vezes menor que para o vermelho. Logo, antes de realizar a devida conversado do
sinal de tensdo para poténcia radiante por meio da curva na Figura B.2, um fator

multiplicativo devido a sensibilidade espectral do sensor deve ser inserido.
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MORMALIZED SPECTRAL RESPOMSIVITY
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Figura B.3: Responsividade espectral normalizada para o fotodiodo de Si (OPT 101). Dados do
fabricante (Burr-Brown, Tucson, AZ, EUA).

O sensor foi acondicionado em uma caixa de acrilico (Figura B.4) e posicionado na
distancia de trabalho da objetiva, onde supostamente o midcito cardiaco se encontraria. O
sinal de tensdo medido quando a luz de excitagdo foi colimada no sensor foi de 2 V.
Como a sensibilidade para o comprimento de onda do azul é 2,5 vezes menor do que

para o vermelho, a tensdo de saida para conversdo para poténcia radiante é 2,5-2=15

V, o que equivale a uma poténcia radiante de aproximadamente 10 pW (Figura B.2).
Existem poucos trabalhos na literatura que quantificam a poténcia radiante que chega a
amostra bioldgica, o que prejudica a comparagao da eficiéncia da 6ptica de excitagdo da
instrumentagao desenvolvida em relacdo a outros equipamentos. Entretanto, conforme
demonstrado na secao resultados, fica evidente que a poténcia radiante aqui alcancada é

suficiente para obtengdo de transientes de [Ca®'];

com boa relagdo sinal ruido, e
compativel com os equipamentos comerciais disponiveis.

De maneira geral, pode-se dizer que o fotdbmetro desenvolvido mostrou-se uma
solugcdo de baixo custo (R$ 30,00) e versatil, uma vez que o mesmo pode funcionar a
bateria, € leve, pequeno e de facil mobilidade, sendo adequado para medir poténcia
radiante absoluta dentro de uma determinada banda espectral, como no caso aqui

empregado (entre 450 e 500 nm - azul).
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Figura B.4: Fotbmetro construido para estimar a poténcia radiante que chega até a amostra

biolégica.

Referéncia Bibliografica

Burr-Brown. OPT 101, Tucson, AZ, EUA. Disponivel em:
“http://www.alldatasheet.com/view.jsp?Searchword=OPT101P”. Acessado em 11 Maio
2007.

108



Apéndice C — Circuito oscilador para acionamento de valvula solendide

Apéndice C - Circuito oscilador para

acionamento de valvula solenodide

A Figura C.1 mostra o circuito construido para acionar a valvula solendide utilizada
na troca rapida de solucdes fisioldgicas proximo a célula. O circuito permite o controle
rigoroso do tempo de abertura e fechamento da valvula na medida em que alguns de seus
parametros sao ajustados pelo usuario, definindo a forma de onda de oscilacdo para a
saida.
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Figura C.1: Esquematico do circuito oscilador para aplicagao controlada dos pulsos de cafeina.

O circuito oscilador é composto pelos circuitos integrados MC14011B (manual do
fabricante Motorola Inc.), M14538 (manual do fabricante Motorola Inc.) e MC14050
(manual do fabricante Motorola Inc.), que sao, respectivamente, portas logicas NAND,
multivibrador monoestavel e um buffer nao inversor. O multiviborador monoestavel 4538A
produz pulsos de duracao definida pela constante de tempo do circuito RC ligado ao pino
2 (capacitor de 10 puF e trimpot de 100 KQ) controlando a duragéo do pulso de saida (Ty),

e portanto, o tempo que a valvula fica aberta. O monoestavel 4538B define o intervalo
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entre pulsos (T.) através da constante de tempo associada ao mesmo (capacitor de 47 pF
e trimpot de 500 KQ - pino 14). Na configuracéo estabelecida por este circuito, o pulso é
produzido na sua respectiva saida quando a entrada passa de nivel légico 0 para 1, ou
seja, o multiviorador é sensivel a borda de subida.

Quando o circuito € alimentado pela fonte de tensdo, os multivibradores sao
iniciados (o que é feito pelo circuito de power on reset implementado a partir de portas
l6gica NAND, um resistor de 1 MQ e um capacitor de 100 nF). A forma de onda de saida
passa a oscilar apenas ap6s o botao Inicio (SW1) ser pressionado, produzindo a saida
desejada até que a alimentagdo seja cortada. Um buffer nao inversor foi colocado na
saida do circuito oscilador para fornecer um ganho de corrente adequado para
acionamento da valvula solendide, que necessita de uma tensdo de 12 V e 41 mA
(manual do fabricante The Lee Company) para sua abertura. A chave SW2 permite que o
usuario coloque a alimentacao diretamente nos terminais da valvula, abrindo-a quando e
durante o tempo desejado pelo usuario, sem interferéncia do oscilador. Esta possibilidade
foi inserida para permitir a aplicacdo de pulsos de cafeina de longa duragdo controlados
pelo usuario.

O circuito foi projetado pelo engenheiro Sérgio Moura (CEB - Unicamp) e adaptado
para a aplica¢ao especifica neste trabalho. A forma de onda de saida do circuito oscilador
€ mostrada na Figura C.2.
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Figura C.2: Forma de onda de saida do circuito acionador da vélvula solenéide. Os tempos T,
(painel A) e Ty (painel B) definem, respectivamente, o tempo em que a vélvula fica aberta (e

conseqglentemente o tempo de aplicagao da cafeina) e o intervalo de tempo para o préximo pulso.
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