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REsSuMO

O vaso dorsal de insetos tem sido proposto como um modelo mais simples para estudar o
desempenho do coracdo em diferentes condicbes. O vaso dorsal apresenta
caracteristicas semelhantes as encontradas no coracado de vertebrados (e.g. atividades
cronotropica e inotrépica dependentes do ambiente ibnico e da acdo de
neurotransmissores), mas 0s mecanismos envolvidos na sua atividade inotropica estao
pouco explorados. Neste trabalho, desenvolvemos instrumentacdo e métodos com o
objetivo de estudar aspectos da atividade inotrépica in situ do vaso dorsal do coledptero
T. molitor. Foram desenvolvidos dois métodos para estimar a reducao do diametro luminal
do vaso dorsal durante as contracdes. Um foi baseado na deteccao da “quantidade de
luz” emitida por um conjunto de pixels de uma imagem de video do centro do limen do
vaso, e o outro, na medicao do diametro do Iimen, como visto na imagem de video. Os
métodos se mostraram aplicaveis, mas o ultimo foi menos sensivel a variagbes das
condicdes experimentais. O didmetro diastolico luminal foi 148,70 + 5,09 um, consistente
com dados da literatura. Com a instrumentacdo desenvolvida, e a partir do controle da
frequéncia de contragbes por meio de estimulacao elétrica, foi possivel estudar o efeito de
intervengdes inotropicas. A relagao entre a reducédo de didametro (amplitude da contragéo)
e frequéncia foi negativa (p< 0,05 na faixa de 1,0-2,5 Hz). A incubagédo do coragdo com
cafeina, que tipicamente depleta a carga de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (RS),
produziu um efeito inotrépico negativo, diminuindo a reducgéao sistélica do diametro luminal
de 56,32 £ 4,85 para 35,05 + 3,86 % (n = 7, p< 0,05), o que sugere um papel funcional do
RS na atividade inotropica. O aumento da concentragéo externa de Ca** ([Ca*],) na faixa
de 0,5 a 8,0 mM, durante estimulagao elétrica a 1,5 Hz, aumentou significativamente a
amplitude das contragdes de 43,23 + 2,51 para 66,60 + 3,31% do didametro luminal (n=7,
p< 0,05). Os resultados mostram que ambos [Ca*], e carga de Ca®** do RS sao fatores
regulatérios importantes da atividade contratil do vaso dorsal do T. molitor, além de afetar

a atividade cronotropica, como demonstrado previamente no nosso laboratério.

Palavras-chave: Tenebrio molitor, vaso dorsal, contagem de pixels, atividade inotrépica
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ABSTRACT

The dorsal vessel of insects has been proposed as a simplified model to study the
performance of the heart. The dorsal vessel shares important features with the vertebrate
heart (e.g. chronotropic and inotropic activities affected by the ionic environment and
neurotransmitters), but the mechanisms involved in its inotropic activity are not clear yet. In
this work, we developed instrumentation and methods aiming at studying the contractile
activity of the in situ dorsal vessel of the coleopterum T. molitor. Two methods were
developed to estimate the decrease in the dorsal vessel lumen during contractions. One
was based on the detection of the "amount of light" emitted by a set of pixels at the center
of the dorsal vessel video image, and the other, on the measurement of the luminal width
in the dorsal vessel image. The methods were shown to be applicable, but the latter was
less sensitive to variations in the experimental conditions. The measured diastolic
diameter of the dorsal vessel was 148.70 + 5.09 um, which was consistent with the values
in the literature. With the developed instrumentation, and by controlling the beating rate by
electrical stimulation, it was possible to study the effect of inotropic interventions. The
relationship between contraction amplitude and stimulation rate was negative (p< 0.05 in
the range of 1.0-2.5 Hz). Incubation of the heart with caffeine, which typically depletes the
sarcoplasmic reticulum (SR) Ca®* load, produced a negative inotropic effect, decreasing
the systolic reduction of luminal diameter from 56.32 + 4.85 to 35.05 + 3.86 % (n = 7, p<
0.05), which is suggestive of a functional participation of the SR in the inotropic activity.
Increasing the extracellular Ca®* concentration ([Ca®*],) in the range of 0.5 - 8.0 mM during
electrical stimulation at 1.5 Hz significantly increased contraction amplitude from 43.23 +
2.51 to 66.60 + 3.31% of the luminal diameter; (n=7, p< 0.05). The present results show
that both [Ca®'], and the SR Ca** load are important factors in the regulation of the
contractile activity of the T. molitor dorsal vessel, in addition to their influence on the
chronotropic activity, as previously observed in this laboratory.

Keywords: Tenebrio molitor, dorsal vessel, pixel counting, inotropic activity
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CAPiTULO 1 — INTRODUCAO

Em grande parte dos vertebrados o sistema circulatério tem como principal érgao
propulsor do sangue, o coragdo. Um septo o divide em dois compartimentos, um direito
que recebe sangue dos tecidos para oxigenacdo e outro esquerdo que recebe sangue
oxigenado e o impulsiona para o organismo. Cada compartimento possui duas camaras
com um atrio e um ventriculo separados por valvulas (Silverthorn, 2009). A atividade
elétrica dispara a atividade contratil, que se inicia pela geracao de potenciais de acao (PA)
em células auto-excitaveis acopladas a um sistema de condugéao especializado (Malmivuo
& Plonsey, 1995). O sincronismo entre atividade elétrica e contratil permite o
bombeamento eficiente, sob pressdo adequada, para toda circulacao (Katz, 2005).

Nos artropodes, particularmente na classe Insecta, a hemolinfa circula em um
sistema aberto. Entre suas principais fungbes estdo o transporte de diéxido de carbono
(COy), transporte de nutrientes, horménios e enzimas. E a principal fonte do carboidrato
(dissacarideo) trealose, abundante em insetos, do qual a glicose é extraida a partir da
clivagem do dissacarideo pela enzima trealase (Lopes & Villela, 1972). A hemolinfa é um
estoque importante de fluidos. Exerce importante papel na manutengédo da temperatura do
animal evitando o desenvolvimento de altas temperaturas e o congelamento em
temperaturas extremamente baixas (Zachariassen, 1985). Sua composigéao é de 90% de
agua e 10% de solutos inorganicos e organicos como proteinas e lipoproteinas. O seu pH
varia tipicamente entre 6 e 7,5 (Nation, 2008). A hemolinfa ndo apresenta como fungao
essencial o transporte como oxigénio, que é feito pelo sistema traqueal que entrega
oxigénio diretamente aos tecidos (Hertel & Pass, 2002; Nation, 2008).

O principal 6rgao propulsor da hemolinfa nos insetos é o vaso dorsal. Enquanto
para vertebrados o coracdo se localiza na regiao ventral, nos insetos o coragédo esta
localizado na regido dorsal (Bishopric, 2005) como ilustra a Figura 1 A. Em geral, mas ha
excegdes como por exemplo na Drosophila melanogaster (Meigen, 1830, Diptera:
Drosophilidae) (Choma et al, 2011), o vaso dorsal ndo possui cadmaras, septos ou valvulas
(Bishopric, 2005). Sua estrutura tubular € dividida em uma regido mais cefalica, a aorta, e
outra mais abdominal, o coracdo (Figura 1 B). Este por sua vez, tem sua constituicdo
muscular composta por midcitos em arranjo helicoidal e por outras fibras, como os
musculos alares na cavidade abdominal que se inserem longitudinalmente no vaso dorsal,
oferecendo sustentacdo e contribuicdo no estabelecimento do didmetro diastdlico do
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coracao (Nation, 2008). A hemolinfa é tipicamente admitida para o lumen do vaso através
de pares de éstios que se abrem durante o relaxamento (diastole) e é impulsionada para
a aorta durante a fase de sistole (Nation, 2008). Assim, a hemolinfa € bombeada para as
cavidades lacunares que constituem a hemocele. A Figura 1 C ilustra o processo de
propulsdo da hemolinfa nos insetos.
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Figura 1 - (A) Coracao (heart) e aorta (modificado de Bassani et al., 2010). (B) divisao
anatébmica do vaso dorsal (coracdo-Cor e aorta-Ao), lumen do vaso (L). Na porgao mais
abdominal, O (seta) ilustra um dos pares de 6éstios por onde hemolinfa é admitida. Nas
regides adjacentes aos diversos segmentos, os musculos alares oferecem suporte e
podem ter papel na abertura do coragado. (C) Processo de propulsdo da hemolinfa da
regiao mais abdominal para mais cefalica.



No presente trabalho, decidiu-se estudar o vaso dorsal do Tenebrio molitor
(Linnaeus, 1758, Coleoptera: Tenebrionidae) (Figura 2). Trata-se de um inseto cuja
colénia é de facil manutencdo, ndo se trata de animal pegonhento ou de dificil
manipulacdo experimental. A espécie passa por quatro estagios em seu ciclo de
vida: ovo, larva, pupa, e adulto. Com um ciclo total de vida de cerca de 6 a 12 meses, o0s
insetos adultos duram cerca de 100 dias. Ap6s término da metamorfose o animal adulto é
de cor castanha, tornando-se preto ao final de 5 dias com élitro perfeitamente formado e
ja com rigidez estabelecida (Figura 2). Cada fémea p6e de 500 a 1000 ovos o que faz
com que a populagédo se multiplique muito rapidamente.

Figura 2 - Estagio adulto do coledptero Tenebrio molitor.

O T. molitor € uma das espécies que podem infestar alimentos estocados (Vargas
& Almeida, 1992; Matias et al., 2003). Nao é simples conferir protegdo aos alimentos por
meio de métodos que ndo coloquem em risco o ambiente, os consumidores ou que nao
promovam a extingao da espécie. O nivel de dano econémico das infestagbes é calculavel
(Gullan & Cranston, 2007) e vem sendo abordado sob o ponto de vista quantitativo
(Santos et al., 2002).

O inseto T. molitor € uma espécie que habita ambientes de baixa iluminagéao.
Dados eletrofisiologicos revelam, contudo, que o olho composto deste animal pode
discriminar cores no espectro visivel (Yinon, 1970). Buscar evidéncias de que o inseto T.

molitor apresente algum comportamento compativel com a discriminagdo de
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comprimentos de onda especificos contribui para o desenvolvimento de taticas de
protecao de alimentos a infestacao de insetos por meio de repulsao ou atragao por luz.

Nao se pode esquecer, contudo, que larvas de T. molitor sdo frequentemente
utilizadas para alimentacédo de peixes e aves, podendo constituir complemento alimentar
importante para estes animais. O conhecimento da fisiologia, dos habitos e de aspectos
comportamentais da espécie (e.g. comportamento sexual, visando entender fatores que
possam dificultar a sua proliferacdo) (Wanto & Fischer, 2005) pode ser de grande valia no
seu controle.

O conhecimento mais aprofundado da fisiologia desta espécie, além das razdes
elencadas acima (e.g. cientificas, comerciais, ambientais), € importante para aplicagao no
ensino de fisiologia (Bassani et al, 2010) em particular para equipes de Engenharia
Biomédica as quais, tipicamente, ndo dispdbem de biotério para manutencdo de
vertebrados e em particular de mamiferos. O uso de insetos no ensino (Bassani et al.,
2010) pode ocupar um papel muito importante também no chamado principio dos 3r
(replace, reduce and refine) que tem internacionalmente norteado o bom uso de animais
para a finalidade de pesquisa.

O vaso dorsal pode se tornar um novo modelo para estudo da fisiologia do coragao
e tem sido proposto como um modelo mais simplificado para estudo do desempenho do
coragao em condigoes fisiolégicas ou nas doengas (Ocorr et al., 2007; Choma et al., 2011;
Wolf, 2012).

Por possuirem ciclo de vida mais curto que vertebrados, os insetos, surgem como
um modelo para manipulagcdo génética importante para se estudar, por exemplo, quais
genes influenciam a fungdo cardiaca nos diferentes estagios do seu ciclo de vida e como
estes genes sao expressos (Choma et al., 2011; Nishimura et al, 2011). Um exemplo é o
KCNQ1 que expressa os canais de potassio (K*) dependentes de ATP, envolvidos na fase
de repolarizacdo do potencial de acdo humano. Redugdo na expressdao do homdlogo
deste gene na D. Melanogaster (KCNQ) gera disfungbes cardiacas, incluindo arritmias
(Ocorr et al, 2007; Nishimura et al, 2011). Além destas razbes, a preparacao
experimental do corac¢do isolado de inseto é simples e nela se pode estudar os efeitos
potenciais de agentes que afetam os parametros tais como a frequéncia espontanea
(atividade cronotropica) (Feliciano et al., 2011; Slama, 2012) ou a amplitude das
contragdes, como medida indireta da atividade inotrépica, por meio de uma
instrumentagcédo adequada.



Apesar de sua estrutura anatémica ser distinta da encontrada nos mamiferos e os
aspectos fisioldgicos nao terem sido ainda muito explorados, o automatismo do vaso
dorsal apresenta caracteristicas similares as encontradas nos vertebrados (Hertel & Pass,
2002).

O coracao do T. molitor € miogénico (Markou & Theophilidis., 2000), ou seja, a
atividade elétrica € gerada no proprio musculo com subseqiientes contragdes
espontaneas, como em varias outras espécies estudadas (McCann, 1963; Hertel & Pass,
2002; Johnson et al., 2002), e existe uma aparente coordenacao contratil ocorre entre as
regides do coracao e aorta. Nao ha um consenso sobre quais estruturas estao envolvidas
na geracao desta atividade marcapasso (Hertel & Pass, 2002), contudo tem sido relatado
que a onda de depolarizacdo no vaso dorsal se inicia ha por¢do mais caudal do coracédo e
€ conduzida célula-a-célula por acoplamento via discos intercalares para a aorta (Markou
& Theophilidis; 2000, Hertel & Pass, 2002; Nation, 2008).

A atividade cronotrépica do vaso dorsal pode sofrer alteragdes quando o tecido é
exposto a mudangas na temperatura (Jennings et al., 2009), diferengas na concentragao
ibnica do meio (Markou & Theophilidis, 2000; Nation, 2008; Feliciano et al, 2011),
neurotransmissores (Hertel & Pass, 2002; Nation, 2008) e agentes humorais (Marciniak et
al., 2007; Szymanowska et al., 2008).

A 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) é capaz de aumentar a atividade
cronotrépica na D. melanogaster (Nichols, 2006) e no T. molitor (Feliciano et al., 2011). A
atividade cronotropica é também aumentada no coracdo de T. molitor por agentes
humorais (Wasielewski et al., 2008).

Em mamiferos, a modulagao por agentes que aumentam a atividade cronotrépica
ocorre em condi¢gdes em que alto consumo energético € requerido e o débito cardiaco
aumenta, provocando o aumento do volume de sangue ejetado para circulagdo a cada
minuto como ilustra a equagao 1 (Silverthorn, 2008).

DC (L/minuto) = Frequéncia cardiaca (batimentos/minuto) x VS (L/batimento) (Eq.1)

Da Silva et al. (2011) estimaram o aumento de débito cardiaco, no inseto Locusta
migratoria (Linnaeus, 1758, Orthoptera: Acrididae), com aumento da concentracao de 1
nM para 100 nM de peptideo cardioativo de crustaceo. Ecocardiografia de larva de D.

melanogaster revelou um débito cardiaco normalizado pela sua massa de 100
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ml/minuto/kg. Este dado é muito semelhante ao encontrado no humano adulto (70
ml/minuto/kg) (Choma et al, 2011). Medicbes da atividade cronotrépica e inotrépica por
Papaefthimiou & Theophilidis (2011) demonstraram que uma regulacao neuronal por (3,4-
dihidroxifenetilamina (octopamina) na Apis mellifera macedonica (Ruttner, 1988,
Hymenoptera: Apidae), em condicdes em que se requer uma alta demanda energética
(e.g. exemplo nos véos longos), aumenta atividade cronotrépica e atividade inotropica.
Bassani et al. (2010) também demonstraram (sem o controle de frequéncia) que
serotonina aumenta ambas as atividades. Os dados acima sdo compativeis com a idéia
de que a regulacdo do débito cardiaco no inseto apresente como fundamentais os
mesmos parametros apresentados na equacdo 1, ou seja, a frequéncia e o volume
sistolico que fundamentalmente depende da atividade inotrépica.

Nos mamiferos, varios mecanismos envolvidos nas alteragcbes da atividade
inotropica estao ligados ao transporte e regulacdo de Ca®* (Figura 3). Durante o PA, Ca®*
entra no miécito através de canais dependentes de tensdo do sarcolema, ligando-se aos
canais de liberacdo (também chamados de receptores de rianodina, RyR) de Ca®* do
reticulo sarcoplasmatico (RS) e assim provocando a liberagdo macica do ion da organela.
O RS é a organela que contém o maior estoque de Ca*" do citoplasma, usado para a
contragdo. O aumento de cerca de 10 vezes na concentracdo intracelular de Ca®* ([Ca?'];)
leva a ligagado do ion & troponina C dos miofilamentos, disparando o encurtamento da
célula e consequente geragdo de forga (Bers, 2001). Esta dependéncia do Ca** do meio
extracelular ([Ca®'],) para liberacdo de Ca* do RS, induzida pela entrada de Ca* via
canais de membrana é denominada Calcium Induced Calcium Release (CICR) (Fabiato,
1983) e é um mecanismo intrinseco do processo de acoplamento excitagdo-contragao no
coracgao de vertebrados (Bers, 2001).

O relaxamento ocorre quando [Ca*] é reduzido pelo transporte por meio de 2
mecanismos rapidos: recaptacdo de Ca®* para o RS pela ATPase de Ca* do RS
(SERCAZ2a) e extrusdo de Ca®* da célula via trocador Na*/Ca®** (NCX) e 2 mecanismos
mais lentos: extrusdo pela ATPase de Ca®* do sarcolema e pelo transporte (pelo uniporter
mitocondrial de Ca®) para o interior da organela (Bassani et al., 1992, Bassani et al.,
1994). A série de eventos desde o disparo do PA até a consequente geracdo de forca
pelo midcito € denominada acoplamento excitagdo-contragao.
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Figura 3 - Esquema geral do transporte de Ca® no midcito cardiaco e principais
mecanismos envolvidos no acoplamento excitagdo-contragcdo e relaxamento do musculo
cardiaco.

Os musculos nos insetos sao essencialmente estriados e como tais incluem a
estrutura contratii baseada em sarcomeros exibindo miofilamentos que em geral
constituem o principal buffer de Ca®* do citosol (Nation, 2008). Genes que expressam o
NCX ja foram identificados em D. melanogaster. O trocador € semelhante ao de humano
em numero, tamanho e posi¢do na regido transmembrana, assim como sua sequéncia de
amino&cidos que é aproximadamente 50% semelhante. O fluxo dos ions ocorre de modo
dependente da concentragdo de Na® do meio externo, mas seu transporte nao é,
aparentemente, igual ao de vertebrados (Ruknudin et al., 1997). O RS é mais abundante
em musculos sincronos rapidos, mas estao presentes também em musculos lentos (como
0 coracdo) e até em menor quantidade nos musculos fibrilares (Hagopian & Spiro, 1967;
Mc Cann 1970; Takekura & Armstrong, 2002; Nation, 2008). Desta forma, é possivel que
o transporte de Ca*" seja também importante para a regulacéo da contragdo muscular nos
insetos, dispondo de mecanismos baseados nos mesmos elementos basicos. Os papéis
do RS e da concentracdo externa de Ca®* ([Ca®'],) j& foram descritos como importantes
no controle da atividade marcapasso do T. molitor (Feliciano et al., 2011).



A relagdo forga-frequéncia (RFF) é um importante mecanismo intrinseco de
regulacao da atividade inotrépica (Berne & Levy; Endo, 2004) e difere entre as espécies
(Pieske et al., 1999; Maier et al., 2000; Endo, 2004). No coracdo de mamiferos como o
coelho, assim como no coracdo humano, a RFF é positiva, ou seja a forca de contragéao
aumenta com o aumento da frequéncia, na faixa de 1,0 até 2,5 Hz, enquanto que no
coracao do rato e no coracao humano insuficiente RFF é negativa na mesma faixa.
Aparentemente, ndo ha dados na literatura que descrevam a RFF em insetos. A acao de
agentes de efeito inotropico ndo é independente da frequéncia. Assim, a possibilidade de
se obter uma RFF para se conhecer seu comportamento e para possibilitar o estudo da
acao de agentes inotrépicos torna-se muito importante.

Em vertebrados, [Ca*], produz efeitos cronotrépico e inotrépico positivos (Koch-
Weser & Blinks, 1963; Bers, 2001; Maltsev et al., 2006). A principal fonte do Ca?* para
contracao é o RS. Quanto maior a carga do ion no RS maior a liberacédo a cada contragao
(Bassani et al., 1995) e consequentemente maior a forga desenvolvida pelo musculo
cardiaco. Entretanto, a influéncia de [Ca2+]o e do RS na atividade inotrépica no vaso dorsal
ainda ndo foi estudada, talvez pela dificuldade técnica de se controlar a frequéncia em
uma estrutura espontaneamente ativa.

No presente trabalho, desenvolvemos metodologia (instrumentagdo e software)
para estudar a atividade inotrdpica do vaso dorsal. Com esta metodologia estudamos,
além da RFF, duas intervengdes inotrépicas: mudancas na [Ca*'], e alteracdo da carga de
Ca** do RS pela aplicacdo de cafeina.



CAPITULO 2 - OBJETIVOS

e Desenvolver instrumentagdo para estimar o didametro luminal do vaso dorsal

(coragdo) do T. molitor;

e Estudar a influéncia da frequéncia estimulatéria, da [Ca®"], e da reducdo da carga
de Ca® do RS com cafeina, sobre a reducdo do didmetro luminal (amplitude de

contragdes) do vaso dorsal.



CAPiTULO 3 — MATERIAIS E METODOS

3.1-Animais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa Cardiovascular
(LPCv) do Centro de Engenharia Biomédica da UNICAMP. Embora ndo exista
obrigatoriedade de parecer da Comissdo de Etica no uso de animais para estudo de
invertebrados, segundo a legislacdo brasileira, todos os cuidados foram tomados para
evitar sofrimento aos animais e/ou uso no nimero exagerado de insetos.

Os animais foram mantidos em recipientes plasticos com aeracao, a temperatura
25 °C, umidade relativa de aproximadamente 65% e fotoperiodo 12C:12E. Foram
utilizados insetos adultos de ambos os sexos, alimentados com batata, cenoura e farelos

de trigo e milho.

3.2-Solucao Fisioldgica

Todas as solugdes fisiologicas foram preparadas em 4&gua deionizada. As
concentracdes estdo expressas em milimolar (mM). Solugao “Tenebrio” (TM): 274 NaCl;
19 KCI; 5 Hepes; 5 glicose com seu pH ajustado para 7,0 por NaOH (Wasielewski et al.,
2008; Feliciano et al., 2011). CaCl, foi adicionado em diferentes concentragées conforme
o experimento. Solugdo TM com 10 mM de cafeina (Caff-10): 274 NaCl; 19 KCI; 4 CaCls,
5 hepes; 10 cafeina, 5 glicose com seu pH ajustado para 7,0 por NaOH.

3.3-Preparacao biologica

A camara para dissecgao foi construida com uma placa de Petri sobre uma base
so6lida de aluminio para evitar abruptos movimentos da preparacdo. Nessa placa, foi
adicionado um polimero flexivel (borracha de silicone) no qual o animal era fixado com
agulhas de acupuntura, de aco inox. A estratégia de se colocar um polimero flexivel
também se origina da idéia de fixar dois eletrodos de ago inoxidavel, para estimulagao
elétrica e testar a ideia de estimulagdo para controle de frequéncia. A preparagéo foi
iluminada por epi-iluminagdo para se visualizar o tecido, usando uma lupa estereoscopica
(D.F.V. Vasconcelos S.A., Sdo Paulo) e assim poder efetuar a cirurgia para exposi¢ao do
coragéao.
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Os insetos foram anestesiados com éter etilico, decapitados e tiveram os élitros,
as pernas e asas removidas. Uma incisao longitudinal no abdémen e térax foi feita para
remocao do trato digestivo, parede dos musculos abdominais e glandulas para expor o
vaso dorsal. A preparacao consistiu, portanto, do coracao, alguns musculos abdominais e
a cuticula dorsal.

Todos os experimentos foram realizados a temperatura de 23 °C.

3.4-Dispositivos e Equipamentos
3.4.1-Set-up para medicao da atividade contratil do vaso dorsal

Uma camara de perfusao e estimulacao foi feita em acrilico transparente com uma
laminula de vidro ao fundo (desenvolvida no CEB-UNICAMP). A cuticula dorsal do inseto
foi aderida sobre a laminula em uma camada fina de vaselina (Vaselina sélida comercial,
LabCenter, Campinas-SP-Brasil). O sistema de perfuséo (Figura 4 A e B) com fluxo
constante de 1 ml/min foi preparado para que o escoamento da solugéo fosse da regiao
cefalica (aorta) para regido caudal (coracdo). Os estimulos elétricos foram aplicados ao
tecido por meio de um par de eletrodos conectados a um estimulador (Figura 4 C),
desenvolvido no CEB-UNICAMP, capaz de liberar estimulos na forma de pulsos
retangulares de tensao, bipolares, com duragdes de 1,0 a 64,0 ms e frequéncia de 0,1 a
10,0 Hz. Os estimulos aplicados foram monitorados, usando um osciloscopio (Figura 4 D,
modelo DSO03062A, Agilent Technologies). O par de eletrodos de ago inox foi
posicionado de lados opostos, no sentido do didmetro maior, um préximo da aorta e outro,
do segundo segmento do vaso dorsal. Isto aparentemente torna a dire¢do de aplicagao do
campo elétrico aproximadamente coincidente com o eixo maior das células que estao
dispostas de modo helicoidal (Nation, 2008).

A cémara de perfusdo e estimulagdo foi colocada sobre o estadgio de um
microscopio (desenvolvido por adaptagédo de material existente para o presente trabalho)
equipado com sistema de movimentacdo x,y (Figura 4 E, tipo charriot) e sistema para
ampliagédo e focalizacdo da imagem do vaso dorsal. A preparacao foi iluminada por um
LED (Figura 4 F) conectado a uma fonte de tenséo ajustavel (Tetronix, PS 281). Foram
testados LEDs de comprimentos de onda no azul, verde, vermelho e outro com luz
branca. Foi utilizado o LED de luz branca com o qual se obteve videos com um melhor
contraste entre a regido do limen do vaso dorsal e as regides adjacentes. A imagem foi
projetada através de uma objetiva (Figura 4 G, Carl Zeiss, aumento de 6,3 X e plan 0,16;
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West Germany) no sensor (CCD, charge coupled device) da camera de video (Figura 4 H,
lkegami, ICD-31). A aquisicdo dos videos gerados pela camera CCD foi feita por uma
placa de captura de video (Figura 1-l, PinnacleDC10plus, Motion-JPEG VideolOBoard)
sob controle do programa Pinnacle Studio (v 7.15.1), na taxa de 30 quadros/s. Os videos
foram convertidos para extensdo .avi e utilizados para processamento posterior em
Matlab 6.5. A Figura 4 ilustra a instrumentacéo desenvolvida para estudo da amplitude de

contracdes do coragéo do inseto.
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Figura 4 - Esquema da instrumentacao desenvolvida para estudo da atividade contratil do
vaso dorsal do inseto (A) seringa com liquido de perfusdo; (B) sistema de vacuo; (C)
estimulador elétrico; (D) osciloscopio; (E) sistema de movimentagéo x,y com a camara de
perfusdo (ampliagdo da ilustracdo da camara no canto superior esquerdo); (F)
iluminacao; (G) objetiva; (H) Camera de video; (I) placa de aquisicdo de video e (J)
computador para exibi¢cdo e gravagao dos videos.

3.4.2-Programa de medicao do diametro luminal do vaso dorsal

Para medir a frequéncia e a amplitude de contragdes do vaso dorsal foi
desenvolvido um programa em Matlab 6.5 que mede o didmetro da regido mais clara do
vaso dorsal (lumen). A Figura 5 (A, B e C) ilustra trés quadros de um video da contracao
do vaso dorsal, respectivamente didstole, sistole e diastole. Os tragados pontilhados na
Figura 5 (D, E e F) correspondem as intensidades luminosas dos pixels de uma linha

selecionada que atravessa o lumen do coracao (Figura 5 A, B e C). Quanto maior o valor
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de intensidade luminosa, mais claro é o pixel. Estes sinais foram filtrados (tracados
continuos na Figura 5 D, E e F) pelo célculo da média mével (20 pontos) e, utilizando
este sinal filtrado, o programa conta, quadro a quadro, a quantidade de pixels com
intensidade luminosa acima de um valor pré-estabelecido, ou limiar (linha tracejada
paralela ao eixo das abcissas da Figura 5 D, E e F) na janela de analise W-T, a qual deve
conter o limen. O valor do limiar é inserido pelo usuario e escolhido de forma a distinguir
as regides mais claras, onde se encontra o limen, das regides mais opacas. A quantidade
de pixels acima do limiar é proporcional ao diametro do lGmen.

Nota-se que, na Figura 5 A as paredes mais opacas estdo mais distantes da regido
central do limen do que na Figura 5 B, o que significa que, no primeiro caso, a contagem
do numero de pixels acima do limiar € maior. A Figura 5 G ilustra esta mudanca na
contagem de pixels acima do limiar, & medida que ocorre contracdo e relaxamento do
vaso dorsal. As setas 1, 2 e 3 (Figura 5 G) indicam na sequéncia, 0 numero de pixels
acima do limiar na janela de detecgao W-T, correspondentes a Figura 5 A-D, B-E e C-F,

respectivamente. Na Figura 5 H o snal da Figura 5 G € mostrado invertido.
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Figura 5 - Dois quadros de um video do vaso dorsal relaxado (A e C, diastole) e um
contraido (B, sistole). A linha branca nos quadros A, B e C contém uma janela de analise
(W-T) para detecgéo da largura do lumen. Em D, E e F sdo apresentadas as intensidades
luminosas de cada pixel da linha selecionada (nao filtrado: tracado pontilhado e filtrado:
tragcado continuo). A regido entre os circulos corresponde ao limen (painéis A, B, C, D, E
e F). A Figura 5 G ilustra as mudangas na contagem de pixels durante a contragdo do
vaso dorsal. A Figura 5-H mostra o sinal visto na Figura 5 G, invertido.

Como ha diferengca do didmetro do limen em cada linha do sinal do video, foi
utilizado um critério de selecionar a linha com maior diametro diastélico via inspecao
visual e sempre perpendicular a linha central do lumen. A janela W-T é escolhida pelo
usuario de forma a conter a regidao do vaso dorsal e deve ser a menor possivel, para evitar
que os pixels que estdo acima do limiar, mas fora desta janela (circulos da Figuras 6 Ae
B), sejam computados. Portanto, a janela W-T evita que o didmetro luminal seja

superestimado.
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Figura 6 - Vaso dorsal durante a diastole (A, um quadro de video). A regido entre os
circulos em A mostra uma regido com intensidade luminosa idéntica ao do lumen. O
segmento W-T em B mostra a janela de deteccdo que serd imune a pixels com
intensidades luminosas idénticas ao do lumen.

Por outro lado, em muitos quadros existem pixels com intensidade luminosa acima
do limiar (circulo na Figura 7 A) que ndo compde a regido do limen, mas estao dentro da
janela W-T de andlise (Figura 7 A e B). Portanto, o programa teve que ser refinado de
modo que fossem excluidos estes pixels. Da mesma forma que o programa anterior, no
primeiro quadro do video o programa quantifica 0 numero de pixels acima do limiar, dentro
de uma janela determinada pelo usuério, a qual deve conter o lumen (janela W-T das
Figuras 7 C e D). A partir da localizagdo do primeiro e ultimo pixels acima do limiar, que
correspondem ao inicio e fim do lumen, cria-se uma nova janela de andlise (X-Y da
Figuras 7 E e F) para o proximo quadro. Esta nova janela restringe a analise do préximo
quadro a uma regiao, que comega em X, correspondente a localizagdo do primeiro pixel
acima do limiar (inicio do lumen) subtraida de um intervalo, e termina em Y,
correspondente a localizagdo do ultimo pixel acima do limiar (fim do limen) mais o
mesmo intervalo. A quantidade de pixels acima do limiar é quantificada e uma nova janela
de andlise é determinada para o préximo quadro do mesmo modo que a anterior. Este

processo se repete (7 F e H) até o ultimo quadro.
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Figura 7- Vaso dorsal durante a sistole, A, e diastole, B. O circulo em A ilustra pixels de
intensidade luminosa igual, mas que nao pertecem ao limen (circulos em B). Em A, B, C
e D é ilustrado a janela fixa de analise W-T que se torna mével (X-Y) nos painéis E, F, G e
H. Nestes painéis é ilustrada a situacdo em que a janela mével X-Y préxima ao limen
(circulos em E e F) diminui (G e H) de modo a ndo computar os pixels no circulo em G e
H. Caso a janela X-Y em G e H fosse do mesmo tamanho em E e F, estes pixels fora da
regido do lumen seriam computados, e a largura do limen superestimada.
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Consequentemente, a largura da janela X-Y varia de quadro para quadro,
conforme o didmetro do lumen, tornando esta janela de deteccdo, ao invés de fixa,
mével, de modo a ndo computar pixels fora da regido do lumen (circulo da Figura 7 G e
H). A Figura 8 ilustra como a janela de deteccdo X-Y varia seu tamanho (situacédo

hipotética).
W T
1° Quadro Linha i S R i
i | | | | Didstole
X —————eY! | |
2° Quadro Pl et Inicio da contragdo
o P I XO————e Y, | | Maiximo encurtamento (Sistole)
3° Quadro oLl e
EERRERIRINRD
L X ettt Y L Inicio do relaxamento
4° Quadro AR I O ) TR G
R R
sssiwvsslws
. Pl X e Y | Didstole
5° Quadro R S S S A S A S
oL ee———
>
RES Intervalo: ndimero de pixels sutraido do primeiro e somado ao ultimo pixel acima do limiar

X @@ Janela de detecgdo X - Y

— Largura do Limen: Nimero de pixels acima do limiar

Primeiro e Ultimo pixels acima do limiar

Figura 8- llustracao da janela de deteccao. No primeiro quadro a janela de detecgao é fixa
(W-T) e o vaso dorsal se encontra na didstole. Conforme ocorra contragao e relaxamento
do vaso dorsal, o numero de pixels acima do limiar varia de quadro para quadro, € o
tamanho da janela de detecgao X-Y também varia.

A quantidade de pixels foi convertida para micrébmetros com o uso de uma
graticula (Carl Zeiss, Géttingen) com marcagdes micrométricas de 10 um e tamanho total
de 1 mm. A graticula foi colocada no estagio do microscépio e substitiu a cAmara com a
preparacdo bioldgica. Foi gravado um video da graticula e um quadro foi exibido com a

utilizagdo do programa desenvolvido em Matlab 6.5. Mediu-se o numero de pixels que
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separam as marcacdes micrométricas. A proporcao foi de 265 pixels para 1000 um (~4
um para cada pixel).

A interface gréfica, construida na funcdo Guide de Matlab 6.5 é apresentada na
Figura 9.

-} GUIDE Tese

Abrir Video Apagar Fechar

— Painel

Perfil da intensidade luminosa da linha de pixels

Linha EE 250

Coluna 1 BEE |
= 200 [T

Caluna 2 | 484 |

150

Quadro: | 1 |

Intervala | s |

Lirmiar |_245__3‘! 0

Amplitude de contracao (um) vs Tempo (=)

100 200 300 400 0 1 2 3 4

Figura 9- Interface grafica do programa desenvolvido para medicdo das amplitudes de
contracao do vaso dorsal do inseto. Deve-se selecionar a linha, colunal (W), coluna2 (T),
quadro, o intervalo da janela mével e o limiar. O programa exibe o quadro com a linha
selecionada (canto inferior esquerdo), um video com perfil da intensidade luminosa pixel a
pixel da linha selecionada (canto superior direito) e a amplitude de contragbes (valores
invertidos) em um em fungéo do tempo (canto inferior direito).

3.4.3-Simulacao de um fotosensor

O método de deteccdo das amplitudes de contragbes com auxilio de videos
envolve a aquisicdo de dados com processamento pés-experimento (offline). O ideal é
processar e exibir os sinais durante o experimento, e no presente trabalho também foi

estudado se os fotosensores que séo utilizados para medi¢cao da frequéncia espontanea
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do vaso dorsal (Tartes et al, 2002), também teriam uma aplicacdo para estudo da
atividade inotrépica. Isto possibilitaria processamento imediato durante o experimento
(online).

Foi desenvolvido um novo programa em Matlab 6.5 que calculou a média da
intensidade luminosa em uma area correspondente ao que seria detectado, idealmente,
por um fotosensor comercial (OPT 101, Burr-Brown, Tucson, AZ, EUA) com auxilio dos
videos disponiveis.

A area util dos videos é composta por 304 x 464 pixels. Foi feita uma proporcao
para que 2,28 x 2,28 mm? (area do fotosensor) fosse simulada dentro da &rea de
deteccao do sensor CCD (4,8 x 3,6 mm?2) da camera utilizada para obtencédo dos videos.
Com isso, a regiao simulada nos quadros do video ficou com 200 x 200 pixels.

A Figura 10 (A e B) ilustra quadros do vaso dorsal durante a fase de diastole e
sistole, respectivamente. Em ambos os quadros estdo inseridas as regides quadradas
que simulam o fotosensor. A direita seus respectivos histogramas de frequéncia de pixels
com as respectivas intensidades luminosas. Os histogramas demonstram que o quadro
do vaso dorsal na sistole possui mais pixels de menores intensidades luminosas do que
um quadro do vaso dorsal na diastole, e 0 numero de pixels mais iluminados € maior na
diastole. Grande parcela de pixels de maiores intensidades luminosas reside na regiao do
limen (regido mais clara). O programa calcula a média das intensidades luminosas de
todos os pixels da area simulada em cada quadro e exibe um grafico com a média de
intensidade luminosa em fungao do tempo. A média é maior no quadro do vaso dorsal na
diastole do que na sistole (Figura 10 C).
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Figura 10 - Em A e B sdo apresentados quadros com a regido que simula o fotosensor e
seus histogramas na diastole e sistole, respectivamente. A seta nos histogramas indica o
nuamero de pixels que compde a regiao mais iluminada do sinal de video. Em C é ilustrada
a curva média das intensidades luminosas dos pixels da regido simulada em fung¢éao do
tempo.

3.5-Procedimentos experimentais

3.5.1-Ajuste linear entre os métodos de medicao das amplitudes de

contracao

Foram gravados e aproveitados videos com alto contraste entre a regiao do limen
e as paredes mais opacas. Para cada video foi medida a atividade contratil por meio dos
dois métodos (online e offline) desenvolvidos e implementados em Matlab 6.5. Ambos os
sinais gerados pelos dois programas foram invertidos, normalizados e entdo feito um

ajuste linear.

3.5.2-Resposta cronotrdpica a distintas concentracoes externas de
Ca™ ([Ca*],)

Um estudo preliminar importante para o presente trabalho foi encontrar a frequéncia
média esponténea da preparagao frente a algum agente inotrépico. Para isso foi estudada
a influéncia de distintas [Ca*], (0, 1, 2, 4, 8 e 16 mM) na atividade cronotrépica do
coracao do inseto. A preparacéo foi perfundida com concentragdes crescentes de Ca®,
iniciando-se pela solucdo sem o ion. Apés a troca de solugéo de perfusdo um periodo de
5 minutos foi necessario para estabilizacdo da frequéncia espontanea. O numero de
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contragoes espontaneas por minuto foi registrado por inspecao visual com auxilio de um

cronémetro.
3.5.3-Curva intensidade-duracao no coracao do inseto

Uma maneira de caracterizar a excitabilidade celular € por meio da curva
intensidade-duracao. Pulsos retangulares de tensdo foram aplicados com frequéncia
ligeiramente superior a frequéncia espontanea média (1,5 Hz) e com diferentes duracdes
de pulso estimulatério (0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0, 16,0 ms). No inicio, para a
maior duracao, a tensao foi gradativamente aumentada até o momento que ocorresse a
captura (frequéncia cardiaca igual a frequéncia de estimulagao). A intensidade da tensao
de captura foi tomada como limiar para cada duracéo. A curva intensidade vs duracao foi
ajustada pela equacao de Weiss-Lapicque para calculo dos parametros de estimulacao.

c

Er = rh'l:_l t=

|
na qual Er é a tensdo necessaria para estimulagao com um pulso de duragédo d, E;, é a
tensao de reobase (duracdo de pulso ‘infinita’) ¢ € a cronaxia (duracdo cuja tensdo limiar €

o dobro da E,,). Neste protocolo a [Ca®'], foi de 4,0 mM.
3.5.4-Relacao entre a atividade inotropica e cronotropica

O vaso dorsal foi colocado na camara de acrilico no sistema de microscopia e foi
perfundido com solugdo TM contendo [Ca®**], de 1,0 mM e mantido durante 10 minutos
para estabilizacao de sua frequéncia espontanea, tipicamente abaixo de 1,0 Hz (média de
~0,97 £ 0,18 Hz). Assim, o tecido foi estimulado nas freqiéncias de 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 Hz,
portanto acima de sua freqliéncia espontanea. Apos 1 minuto de estimulacdo em cada
frequéncia, foram gravados videos do vaso dorsal com duragéo de 10 s coletados a uma
taxa de 30 quadros/s e medida a porcentagem de redugdo do diametro luminal em
relagdo ao didmetro diastolico, usando os tragcados obtidos do sistema de detecgdo do

didmetro luminal desenvolvido no presente trabalho.
3.5.5-Resposta inotropica a distintas [Ca®*], no liquido de perfusdo

A preparagao bioldgica foi mantida no liquido de perfusao (solugao TM) por 10 min
em [Ca*'], de 0,5 mM até que sua frequéncia espontanea se estabilizasse. Para estudar o
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efeito de um agente que alterasse a amplitude de contracdes, a frequéncia foi mantida
constante pela estimulagdo com pulsos retangulares de tensdo, com frequéncia fixa
préxima da frequéncia espontanea da maior [Ca®*], (8,0 mM) e duragdo préxima a
cronaxia.

Apébs a estabilizacdo da frequéncia, foram aplicados estimulos elétricos com
freqiiéncia de 1,5 Hz durante 10 min em [Ca*], de 0,5 mM, e um video com duracdo de
10 s foi gravado. O protocolo foi repetido na mesma preparacao apoés troca do liquido de
perfusdo, aumentando [Ca®], para 2,0 mM ou 8,0 mM. Com auxilio do programa de
deteccédo do diametro luminal, foi medida a reducdo do diametro luminal para cada [Ca*],
e calculada a porcentagem desta reducao em relacao ao diametro diastélico.

3.5.6- Resposta inotropica a Caff-10

A preparacao biologica foi mantida no liquido de perfusdo em solugao TM com
[Ca®*], de 4,0 mM por 10 min, gravado um video e medida sua frequéncia espontanea.
Apos este periodo, a preparacao foi estimulada com frequéncia de 1,0 Hz por 5 min,
gravado um video e medida a reducdo do didmetro luminal, diametro diastdlico,
porcentagem da redugéo do didmetro luminal em relagdo ao didmetro diastélico e tos de
relaxamento. Terminada a estimulacdo, a mesma preparacdo foi perfundida com a
mesma solugado, por 5 min e em seguida foi feita troca de solugao para Caff-10. Apos 5
min foi gravado um video para medicao da frequéncia esponténea. Em seguida, a
frequéncia estimulatéria foi estimulada a 1,0 Hz por 5 min e repetido o protocolo de
medigao dos parametros.

3.6-Analise estatistica

Os dados estdo apresentados como media + erro padrdo. A significancia
estatistica (p<0,05) foi determinada por Analise de variancia monofatorial para os
experimentos da sec¢ao 3.5.4 e 3.5.5, com posterior comparagédo entre médias pelo teste
post-hoc de Bonferroni, utilizando o software Prism 5.03 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). Para o experimento da se¢do 3.5.6 a significancia estatistica foi
determinada pelo teste t-student pareado quando p<0,05.

Foi feito um ajuste linear entre os sinais gerados pelos dois métodos online e
offline de estudo da atividade contrétil. Foi calculada a média dos coeficientes angulares e

lineares, e a diferenca destas médias para seus respectivos intervalos de confianga.
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CAPiTULO 4 — RESULTADOS

4.1-Instrumentacao

A Figura 11 ilustra o sistema desenvolvido. Uma camara com sensor CCD (Figura
11 A-7) foi adaptada a um sistema de microscopia (Figura 11 A-4-5-6). Nesta microscopia
de ampliagcdo de imagem, os videos gerados pelo sensor CCD foram transmitidos ao
computador por uma placa de captura de video e exibidos com magnificacao total na tela
do monitor (Figura 11 C-10) de aproximadamente 140 X quando utilizada uma objetiva de
6,3 X. Pulsos elétricos provenientes do estimulador (Figura 11 B-9) foram visualizados no
osciloscopio (Figura 11 B-8).
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A)

Figura 11 — Montagem da instrumentagao para estudo da atividade contratil do vaso
dorsal. O painel (A) mostra a seringa com liquido de perfusdo (1), sistema de vacuo (2) e
0 microscépio com a fonte de alimentagéo (3) conectada a fonte de iluminagéo feita por
um LED (4) localizado abaixo da mecanica de movimentagao x,y (5). As imagens do vaso
dorsal sdo projetadas por meio de uma objetiva (6) de 6,3 X de aumento na CCD (7). Os
pulsos elétricos sao visualizados em osciloscépio (painel B 8) provenientes do estimulador
(painel B 9). Por fim, videos do vaso dorsal sdo visualizados no computador como mostra
o painel C 10 ap6s aquisi¢cao do sinal gerado pela CCD.

4.2-Software

A Figura 12 A,B ilustra uma comparagdo da amplitude de contragbes do vaso
dorsal com o método que estima a largura do limen com a janela fixa W-T e com a
implementacéo da janela mével X-Y. Com a implementagdo da janela mével X-Y os
pixels localizados fora da regido selecionada e acima do limiar ndo foram computados, o

que evitou que o didametro do lumen fosse superestimado. A Figura 12 C e 12 D mostram
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que os sinais gerados pelo método da janela fixa W-T possuem mais ruidos (pico da

amplitude de contragcdes) do que a janela mével X-Y.
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Figura 12 - Intensidade luminosa de cada pixel da linha de um sinal de video durante a
diastole, com a janela fixa W-T (A) e com a implementacdo da janela mével X-Y (B). A
regido entre os circulos em (A) corresponde a intensidade luminosa das regides mais
iluminadas (limen do vaso dorsal) e em (B) é ilustrada a janela mével X-Y. O tragado
pontilhado, paralelo ao eixo das abscissas, mostra o limiar. (C) e (D) ilustram uma
comparagao qualitativa entre os métodos com W-T e X-Y, respectivamente.

A atividade contrétil foi também estudada pelo célculo da média da intensidade
luminosa dos pixels da regidao que simula do fotosensor. A média desta intensidade
luminosa foi maior em um quadro do vaso dorsal na diastole do que na sistole. As Figuras
13 A e 13 B ilustram a atividade contratil com o método que estima o diametro luminal e

as Figuras 13 C e 13 D ilustram a atividade contratil com uso do método que simula o

fotosensor.
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Figura 13 - Atividade contratil do vaso dorsal. Em (A) é ilustrado um quadro do vaso
dorsal na diastole. A regido entre os circulos da janela mével X-Y é o lumen. (B) amplitude
de contragdes ao longo do tempo. Em (C) o mesmo quadro do video de (A) com a regido
que simula o fotosensor (quadrado cinza). (D) ilustra a atividade contratil do vaso dorsal
com uso do programa de calculo da média da intensidade luminosa de todos os pixels da
regido do quadrado.

Foi feito um ajuste linear entre os sinais gerados pela simulagdo do sensor em

Matlab 6.5 e o programa de medigdo do didmetro luminal. As retas dos ajustes com R? >

0,90 sdo apresentadas na Figura 14.
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Figura 14 — (A) Um ajuste linear entre os métodos que simulam o fotosensor (online) e o
que estima o di@dmetro do lumen (offline). Estdo mostrados os pontos experimentais
(circulos) e a reta do ajuste (tragado continuo) com R? = 0,94. (B) Ajustes lineares (com Rz
> 0,90) entre os dois métodos desenvolvidos em Matlab 6.5. Os dois métodos foram
normalizados pelo maximo. Seus coeficientes angulares e lineares médios foram 1,03 +
0,03 e -0,04 + 0,02, respectivamente. O tragado pontilhado em (B) ilustra esta regressao
linear média. (C) ilustra o ajuste linear médio (curva média) e seus intervalos de confianga
(IC1 e IC2). Os ajustes lineares para IC1 e IC2 foram 1,11x+0,01 e 0,95x-0,08,
respectivamente. O tragado pontilhado ilustra um ponto préximo a um valor de 0,6 com
um erro aproximado de 15 a 17 %.

A Figura 15 ilustra diferencas em duas preparagbes biolégicas, em seus
respectivos histogramas e nos valores encontrados na média da intensidade luminosa dos

pixels que compde a regido simulada pelo fotosensor.
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Figura 15 — Simulagdo do fotosensor. Em (A) e (B) séo ilustrados quadros de duas
preparacdes bioldgicas e nestes quadros esta inserida a regido quadrada simulada do
fotosensor (area cinza). Em (C) e (D) os histogramas referentes a area que corresponde
aos fotosensores de (A) e (B), respectivamente. Em (E) e (F) s&o apresentados registros
da média da intensidade luminosa, ao longo do tempo, referentes as preparagdes
biolégicas de (A) e (B), respectivamente.
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4.3-Alteracio da frequéncia espontanea para diferentes [Ca**],

A Tabela 1 e a Figura 16 exibem a mudanca da frequéncia espontanea do vaso
dorsal do T. molitor frente ao aumento de [Ca*], em mM. Para 0,0 mM a frequéncia
espontanea foi nula. Nota-se que no intervalo de 0,0-1,0 mM o crescimento da curva se
torna mais acentuado, enquanto que entre 2,0 e 4,0 mM ocorre pouca variacdo e para o

intervalo de 8,0-16,0 mM a frequéncia espontanea ndo aumenta (saturacao).

Tabela 1 - Frequéncia espontanea (média * erro padrao da média, bpm) do vaso dorsal
em distintas [Ca®*],.

[Ca®o(mM) 1 2 4 8 16
Bpm 58,20+10,88  70,80%7,97  78,50#5,51 92, 836,81 94,67+7,13
n 5 5 6 6 6
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Figura 16 — Relacdo entre [Ca**], e a frequéncia espontanea do vaso dorsal. A linha
continua ao ajuste, por regressdo nao-linear, dos pontos experimentais com uma fungao
exponencial crescente (R2=0,98 e k = 0,89).

Os resultados mostram que o vaso dorsal apresentou uma resposta cronotrépica
positiva para aumentos da [Ca®*],. Para estudo da amplitude de contracées em diferentes
[Ca®],, sua frequéncia deve ser controlada (Kosh-Weser & Blinks, 1963). A seguir sdo
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apresentados os resultados da resposta do vaso dorsal submetidos a estimulos elétricos
exibidos em frequéncia fixa com diferentes duragdes e intensidades.

4.4-Curva intensidade-duracao

A curva intensidade-duracdo foi ajustada pela equacdo de Weiss-Lapicque.
Obteve-se um valor de reobase de 6,33 + 0,58 V e cronaxia (tempo para intensidade igual
ao dobro do valor reobase) 0,55 + 0,07 ms. A Tabela 2 e a Figura 17 mostram os
resultados para curva intensidade-duracéo.

Tabela 2 — Tensao limiar (média * erro padrao, V) necessaria para estimular o vaso dorsal
em uma dada duragdo (ms). A frequéncia estimulatéria foi de 1,5 Hz e [Ca®], de 4,0 mM.

Duracao (ms) Tensao n
Limiar (V)
0,1 39,00 £ 1,52 3
0,2 26, 33 £4.63 3
0,4 18,25 +1,79 4
0,8 11,35 +£2,04 4
1,0 10,70 £ 1,65 5
2,0 9,10 £1,37 5
4,0 7,46 +1,16 5
8,0 6,00 + 0,95 5
16,0 5,45 £ 0,68 4
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Figura 17 — Curva intensidade-duracao no coracao do inseto T. molitor. A linha pontilhada
indica a curva aproximada por regressdo nado-linear da equacdo Weiss-Lapicque. En,
encontrado foi de 6,34 + 0,58 V, c= 0,55 + 0,07 ms e R2 = 0,88. A linha continua é a
ligacao dos pontos.

A Figura 18 ilustra a atividade contratil do vaso dorsal antes e ap6s a aplicagao de
estimulos na frequéncia de 1,5 Hz, com duragédo préxima a cronaxia e sob influéncia de
[Ca®**], de 1,0 mM. Quando a atividade cronotrépica foi controlada pela estimulagéo
elétrica (preparagao respondia a uma frequéncia fixa), ocorreu imediata caracterizagao de

um efeito inotrépico negativo da frequéncia estimulatéria.

[Ca’*], = 1,0 mM

120_ 0,5 Hz 1,5 Hz

Amplitude de Contragdo
(um)
o
e

0 10 20
Tempo(s)

Figura 18 - Amplitude de contragdes do vaso dorsal do T. molitor na presenca de [Ca®*],
1,0 mM. Atividade miogénica espontanea (10 primeiros segundos, aproximadamente 0,5
Hz) e na presencga da frequéncia controlada por estimulagao elétrica (inicio apontado pela
seta) a 1,5 Hz.
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4.5-Relacao entre a atividade inotropica e cronotropica

O vaso dorsal foi estimulado na faixa de frequéncias de 1,0 a 2,5 Hz, em [Ca?*], de
1,0 mM para que a frequéncia espontanea nao ultrapassasse 1,0 Hz. A reducado do
diametro luminal e a porcentagem desta reducédo em relagao ao didametro diastdlico, para
as diferentes frequéncias, sao apresentadas na Tabela 3. A Figura 19 A ilustra a reducao
do didmetro luminal do vaso dorsal para 4 frequéncias estimulatérias e a Figura 19 B
apresenta a porcentagem de reducdo do diametro luminal em relacdo ao diametro
diastolico nesta faixa de frequéncias.

A relacédo entre amplitude de contracdes e a frequéncia foi negativa. A andlise de
variancia monofatorial revelou reducdo significativa desta reducdo a medida que a
frequéncia aumentou de 1,0 para 2,5 Hz (p<0,05). Os resultados do teste de contraste

estdo mostrados na Tabela 3 e Figura 19.

Tabela 3 — Amplitude de contragdes (média £ EPM, um) e da porcentagem da redugéo do
didmetro luminal em relagdo ao didmetro diastolico do vaso dorsal submetido a diferentes
frequéncias.

Amplitude de Contracoes (um) Porcentagem de reducao
Frequéncia(Hz) Meédia + EPM n Média + EPM h
1,0 73,56 £ 7,01 6 57,41 £4.25 6
1,5 76,00 = 10,02 6 58,41 + 9,33 6
2,0 51,65 + 6,08 6 4015+7,79 * 6
2,5 43,61 £10,49 5 28.41 + 4,26 w# 5

Teste de Bonferroni: p<0,05vs1,0Hz e # p<0,05 vs 1,5 Hz
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Figura 19 — (A) Amplitude de contragbes (um) do vaso dorsal em sua frequiéncia
espontanea (esp, ~0,5 Hz) e submetidos a freqiiéncias superiores (1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 Hz).
(B) Porcentagem de amplitude de contragées em relagdo ao didmetro diastélico do vaso
dorsal, submetido a [Ca*], de 1,0 mM, em diferentes freqiiéncias. Os dados
apresentaram distribuicao normal, e foram submetidos a andlise de variancia monofatorial
(n = 6). O asterisco e a cerquilha indicam diferenca significativa (p<0,05).

4.6-Atividade inotrépica positiva do aumento de [Ca**],

Sob estimulacao elétrica, a frequéncia do vaso dorsal foi mantida em 1,5 Hz de
modo a estimar a amplitude de contragbes do vaso dorsal na presenca de diferentes
[Ca®].. A Tabela 4 mostra a amplitude de contragbes e a porcentagem de reducdo do
didmetro luminal em relacdo ao didametro diastdlico significativamente alterada pela
[Ca®].. A Figura 20 A mostra a amplitude de contragdes (tracado original), controlada em
1,5 Hz, quando [Ca**], foi de 0,5; 2,0 ou 8,0 mM e a Figura 20 B mostra porcentagem de
reducdo do diametro luminal em relagdo ao diastdlico do vaso dorsal submetido as trés
[Ca®*],.
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Os resultados demonstram efeito inotropico positivo do aumento da [Ca*], no
coracéo isolado do inseto T. molitor, ou seja, ocorreu aumento significativo (p<0,05) da
amplitude das contracdes do vaso dorsal com o aumento de [Ca®'],.

Tabela 4 - Amplitude de contracbes (um, média + EPM) e porcentagem de reducao do
diametro luminal em relacdo ao diametro diastélico do vaso dorsal quando submetido a
diferentes [Ca**]..

Amplitude de Contracoes (um) Porcentagem de reducao
[Ca**], (mM) Média + EPM n Média + EPM n
0,5 61,00 + 4,21 7 43,23 + 2,51 7
2,0 72,05+ 11,60 7 56,52 + 6,15 7
8,0 87,62+6,89 " 7 66,60 + 3,31 * 7

Teste de Bonferroni:#p<0,05 vs 0,5 mM.
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Figura 20 - (A) Resposta inotrépica positiva do vaso dorsal para diferentes [Ca*].. (B) Os
dados foram submetidos a andlise de varidncia monofatorial. O teste de comparagao
multipla de Bonferroni revelou diferenga significativa entre as porcentagens de redugao do
diametro luminal em relagdo ao diametro diastélico em [Ca**], de 0,5 e 8,0 mM (p<0,05).
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4.7- Resposta inotrépica negativa a cafeina

A Figura 21 ilustra a frequéncia e amplitude de contracdes do vaso dorsal ao longo
de todo protocolo experimental aplicado para estudar o efeito de Caff-10 em sua atividade

contratil.
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Figura 21 — Amplitude de contragbes do vaso dorsal ao longo de todo protocolo
experimental para estudo do efeito inotropico da cafeina. (A)- amplitude de contragbes
espontaneas, (B)- sob estimulacdo de 1,0 Hz e (C)- ilustra, sob estimulagdo de 1,0 Hz, a
amplitude sob influéncia de Caff-10.

Na presenca de [Ca®'], de 4,0 Mm e Caff-10 a frequéncia espontanea do vaso
dorsal foi de 0,50 + 0,06 Hz (n=7). As amplitudes de contra¢des, quando o vaso dorsal foi
estimulado a 1,0 Hz, na presenga e na auséncia de Caff-10, foram significativamente
diferentes (p<0,05, Tabela 5). A Figura 22 A ilustra a amplitude de contragdes na
presenca e na auséncia de Caff-10 e a Figura 22 B apresenta a porcentagem de redugao
do diametro luminal em relacdo ao diametro diastolico, sob estimulagédo de 1,0 Hz, com e

sem cafeina no meio de perfusao.
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Tabela 5 - Amplitude de contragcbes (um, média * erro padrao), diametro diastélico (um,
média * erro padrdo), porcentagem de reducdo do didmetro luminal em relacdo ao
diametro diastélico do vaso dorsal e ty5 de relaxamento (s, média * erro padrdao) quando
submetidos a frequéncias estimulatérias de 1,0 Hz sem (controle) e com a presenca de
Caff-10 (cafeina)

Controle Caff-10
Média + EPM Média + EPM
Amplitude de contragdes 100,80 £ 10,68 67,6 + 8,20#
Diametro diastélico 178,00 + 11,38 193,60 + 15,80
% do reducéo 56,32 + 4,85 3505 + 3,86"
Tosde relaxamento 0,12 +0,01 0,18 +0,01%
n 7 7
Teste t—student:#p<0,05 vs Controle
(A)
, 1259 Controle
S 1001
g’é 75 Cafeina
2 = 504
%. 25+
2
| |
250 ms
B)
2 80+
§§
= ‘.% 60
% é 40+ *
s5
g3 20
Controle Caff-10

Figura 22 - (A) apresenta a resposta inotrépica negativa do vaso dorsal, quando
estimulado em 1,0 Hz, frente a Caff-10. (B) ilustra a diferenga significativa entre
porcentagem de reducao do didmetro luminal em relagcdo ao didmetro luminal diastélico
do vaso dorsal na condigao controle e nos coragées perfundidos com cafeina.
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CAPIiTULO 5- DIscussAo

5.1 — Instrumentacao

O presente trabalho mostrou a possibilidade de se construir instrumentacéo para
visualizagao do vaso dorsal in situ, no inseto T. molitor e estimar o encurtamento do érgao
sob controle de frequéncia estimulatéria para que se pudesse testar a sua atividade
contratil. A alternativa foi estimar o encurtamento a partir de imagens de video obtidas
com montagem experimental e tecnologia disponivel no mercado e de baixo custo
relativo. Nao € do nosso conhecimento a existéncia de um sistema como este, disponivel
no mercado, para uso por pesquisadores interessados na fisiologia de insetos. O sistema
desenvolvido pode ser utilizado para estudo de outras espécies, desde que o processo de
isolamento e dissec¢ao, bem como espessura do tecido cardiaco permitam transparéncia
suficiente para a iluminacdo com luz branca. Estudos que envolvam a atividade
espontanea do coragao ja foram desenvolvidos no nosso laboratério (Feliciano et al.,
2011). O presente aparato e preparagao deixam clara a possibilidade de estudo de
agentes inotropicos e portanto constitui técnica complementar.

A instrumentacdo mostrou-se suficientemente robusta e de facil utilizacdo, tendo
apresentado resultados satisfatérios, para duas estratégias (ou métodos) de medigao
diferentes. Uma bem simplificada que consistiu em avaliar a “quantidade de luz” pela
contagem de pixels de um conjunto no centro do vaso dorsal (como um sensor de luz) e
outra mais trabalhosa sob o ponto de vista de processamento que possibilita medir a
distancia entre as bordas das paredes paralelas da imagem do vaso dorsal. Os métodos
mostraram-se aplicaveis, mas quantitativamente a detecg¢ao das bordas foi mais confiavel.
O método do sensor ndo parece ser uma boa alternativa quando se considera as
diferencas que podem ocorrer entre prepara¢des quanto a sua transparéncia.

Feita a calibracdo (pixels vs. encurtamento), os valores diastélicos, que indicam o
maior didmetro do vaso, encontrados (148,70 + 5,09 um) ficaram mais proximos, mas
ainda superiores, aos apresentados por Markou & Theophilidis (2000) que mostrou que a
largura do vaso dorsal do T. molitor estaria em uma faixa de 80 a 130 um, e superiores
aos obtidos anteriormente em nosso laboratorio (Feliciano et al.,, 2011), que estimaram
um diametro de 64,40 = 5,80 um (animais escolhidos na faixa de 10 a 15 dias de idade).
Esse valor acima dos encontrados da literatura pode ser devido ao uso de preparagdes
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diferentes (tamanhos e idade dos animais) bem como diferencas no processo de
disseccao (se os musculos alares sdo removidos o coragdo tende a um comprimento de

repouso menor).

5.2 — Experimentacao fisiologica

O vaso dorsal do inseto € miogénico (Mc Cann, 1963; Markou & Theophilidis,
2000; Johnson et al, 2002; Feliciano et al., 2011). Desta forma, para estudar a atividade
inotrépica é preciso controlar a frequéncia de contracées da preparacao. A Unica forma de
fazer isso é pela aplicacdo de estimulacdo supralimiar em frequéncia ligeiramente
superior a frequéncia espontdnea. Antes porém, € necessario que se conheca a
excitabilidade da preparacao. Os eletrodos de estimulacdo foram colocados de modo a
estimular as células ao longo do seu eixo maior, considerando que as células estariam
dispostas de modo helicoidal ao longo do vaso (Nation, 2008), otimizando a estimulagao
(Gomes et al., 2001; Bassani et al., 2006).

Uma vez estimulada, caracterizamos a excitabilidade da preparagdo pela curva
intensidade-duracdo. Para cada duragcdo, foi medida a tensdo elétrica limiar de
estimulacdo, e pela equagdo de Weiss-Lapicque foi estimada a cronaxia. O valor
calculado (0,55 = 0,07 ms) ficou muito préximo do encontrado no coragdo de alguns
mamiferos, quando estimulados com pulsos monopolares, como o miocardio de porco
(0,15 a 0,23 ms, Thomas Lawo et al., 2009) e o epicardio do coragao humano (0,60 a 1,10
ms, Davies & Sowton, 1966). Em outras espécies a cronaxia tem sido encontrada maior
(e.g. ratos adultos, 3,20 + 0,20 ms, Gomes et al., 2002). A causa destas diferencas ainda
nao esta esclarecida, mas pode estar ligada, além de outros fatores, a diferengas nos
protocolos experimentais.

Outro problema enfrentado para se estudar a atividade contratil foi o fato do
agente inotropico utilizado ([Ca®],) apresentar também atividade cronotrépica. Se a
frequéncia espontanea aumenta com o aumento da [Ca®], fica dificil o controle de
frequéncia. Isto limita o estudo, mas com base no efeito da [Ca®], sobre a atividade
cronotropica (Feliciano et al, 2011) e nos experimentos efetuados neste trabalho, foi
possivel estabelecer uma condicéo de adequada de estimulagdo. Sob [Ca®*],de 4,0 MM a
frequéncia espontanea do vaso dorsal foi de 78,50 + 5,51 bpm, o que nos sugeriu

estimular o tecido com uma frequéncia ligeiramente acima (1,5 Hz ou 90 bpm) nesta
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[Ca®*],. Deste modo, foi possivel caracterizar a resposta contratil do vaso dorsal do inseto
ao aumento da [Ca®*], e mostrar um efeito inotropico positivo.

A reducgao da [Ca®'], gera prolongamento do potencial de acdo medido in situ no
vaso dorsal do T. molitor (Markou & Theophilidis, 2000). Este fato parece estar ligado,
segundo estes autores, a reducdo da concentracao intracelular do ion e consequente
reducdo da atividade de canais de potassio calcio-dependentes, importantes no processo
de repolarizagdo. Assim, assume-se que Ca®* entre na célula provavelmente através de
canais de Ca?" dependentes de tensdo. E possivel que a entrada de Ca? ative a
liberagdo de Ca®* do RS pelo mecanismo de liberacdo de Ca®* induzida por Ca?* (Fabiato,
1983). Os dois mecanismos tenderiam a aumentar a concentragdo intracelular do ion e
consequentemente a atividade contratil do tecido (aqui observada pelo encurtamento do
vaso). A existéncia de RS ja esta confirmada em algumas espécies (Hagopian & Spiro,
1967; Mc Cann, 1970; Takekura & Armstrong, 2002; Nation, 2008) e funcionalmente no T.
molitor controlando a atividade marcapasso (Feliciano et al,, 2011) e agora contracao,
tendo em vista os dados apresentados neste trabalho, que mostram que a cafeina,
composto conhecido por ser capaz de depletar o Ca®* do RS. A cafeina é lipofilica, pode
facilmente atravessar a membrana celular. Uma vez dentro da célula se liga aos canais de
liberagao de Ca** do RS (também referidos por receptores de rianodina) e os sensibilizam
ao Ca™. Isto significa que a concentragao intracelular do ion (150 nM) torna-se suficiente
(enquanto a cafeina é apresentada as células) para liberar o Ca®* reticular. Na presenca
de cafeina, portanto, acaba ocorrendo um fluxo de Ca®* resultante para fora do RS (Bers,
2002).

Com a metodologia que permite estimar a amplitude de contragbes, a atividade
cronotrépica foi controlada com aplicagao de estimulos elétricos com duragdes proximas a
cronaxia (a partir da determinagdo da curva intensidade-duragdo). Ha muito tempo se
sabe que a RFF difere entre as espécies (Koch-Weser & Blinks, 1963). Estudar a relagdo
RFF & importante para o entendimento da fisiologia, uma vez que a frequéncia € um
determinante direto (embora n&o unico) do débito cardiaco (volume de sangue bombeado
pelo coragdo por minuto).

Os mecanismos envolvidos na RFF sdo complexos. A maioria das espécies de
mamiferos testadas apresenta RFF positiva em pelo menos parte do intervalo de
frequéncias estudado. A grande excec¢ao € o rato cuja RFF é em principio negativa.
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A explicagdo para a RFF positiva é mais uniforme na literatura. E possivel que o
aumento da frequéncia acabe por levar a um aumento da concentracao intrareticular de
Ca?*, o que levaria a aumento da liberagéo do ion para a contracdo (Bassani et al., 1995).

Pieske et al. (1999) e Maier et al. (2000) utilizaram a técnica de Rapid Cooling
Contracture para investigar mudancas no contetido de Ca®* do RS em musculo cardiaco
isolado de coelhos e coracdo humano, respectivamente. O aumento da frequéncia
estimulatéria, de 0,5 a 3,0 Hz, em coelhos e no coracao humano parece contribuir para
aumento da atividade de SERCA aumentando a carga de Ca®* do RS. Monasky et al.
(2009) demonstraram, em coelhos, que mesmo apds a inibicdo da captagdo de Ca* pelo
bloqueio seletivo da ATPase de Ca®* do RS com o alcaloide rianodina se preserva a RFF
positiva com ligeira reducédo de forca quando comparada com grupo nado tratado com o
blogueador. Um fator que poderia influenciar esta preservacdo de RFF é o aumento do
influxo de Ca®* via canais de Ca? tipo L, de membrana (Ic,) na auséncia da funcdo de
RS, uma vez que coelhos possuem um PA mais longo (Bassani et al., 2004). Em resumo,
qualquer que seja 0 mecanismo (maior entrada de Ca®* ou maior liberacdo durante a
contracao), o aumento de forga pelo aumento de frequéncia estaria relacionado a um
aumento da disponibilidade de Ca®* para a contrac&o.

No rato os mecanismos sdo mais complexos. O contetdo de Ca* do RS é
praticamente inalterado com aumento da frequéncia estimulatéria de 0,5 até 3,0 Hz. Maier
et al. (2000) propds que pudesse ocorrer uma lenta recuperacdao dos RyRs do estado
inativo para o estado ativavel (Gyorke & Fill, 1993; Schieffer et al., 1995) com o aumento
da frequencia estimulatéria, implicando na diminuigdo da quantidade de Ca** disponivel
para contragdo, pois 0s canais de liberagdo ndo teriam se recuperado do estado
refratario. Evidéncias eletrofisiolégicas e medicdes do Ca* intracelular em células
ventriculares isoladas de rato mostraram que a diminui¢cdo da frequéncia reduz lca., O
transiente de Ca* e a liberacdo fracional (FR) de Ca®** do RS (Ricardo, 2010). Estes
resultados sugeriram que a relagado negativa entre FR e a frequéncia, nesta espécie, se
deve principalmente a modificagbes de lca, que € o principal trigger para liberagdo de
Ca** do RS durante o acoplamento excitacdo-contracdo. Reducdo desta corrente de
membrana é capaz de diminuir a fracdo do conteido de Ca®*" do RS liberada a cada
contracao (Bassani et al., 1995).

Nao foi objetivo do presente trabalho dissecar os mecanismos envolvidos na
relacdo negativa entre amplitude de contragbes e frequéncia (indicativa de uma possivel
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RFF negativa) encontrada no coragao do inseto. Este tipo de trabalho podera ser feito
mais adiante quando se tornar possivel isolar células viaveis para estudo. Contudo, uma
abordagem preliminar foi feita pela aplicagéo de cafeina. O farmaco produziu o seu efeito
inotropico negativo tipico e possibilitou confirmar o papel funcional do RS na atividade
inotropica. Sera importante no futuro investigar se ha redugdo do influxo celular de Ca®*
ou se neste caso o RS tem sua carga reduzida.
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CAPITULO 6- CONCLUSOES

O método desenvolvido no presente trabalho permitiu estimar a amplitude de
contragcdes do vaso dorsal, tanto durante contragcbes espontadneas, quanto durante
estimulacao elétrica para controle da frequéncia estimulatéria.

O vaso dorsal do T. molitor responde, sob 0 ponto de vista inotrépico, a agentes de
efeito positivo ([Ca*],) ou negativo (cafeina) de modo a sugerir a existéncia de
participacao funcional do RS na resposta.

Tendo em vista os resultados obtidos, a preparag¢éo do coracao isolado do inseto T.
molitor parece ser uma ferramenta promissora para estudo e ensino de aspectos da

atividade contratil e da fisiologia do coracao.
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