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Resumo

GOMES, Paulo Alberto Paes, Aplicacdo de Técnicas de Engenharia no Estudo de
Células Cardiacas Isoladas: Medi¢do de [Caz "], e Limiar de Estimulacdo,
Campinas,. Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computagdo, Universidade
Estadual de Campinas, 1997. 155 p. Tese (Doutorado)

Varios eventos fisioldgicos importantes sdo governados por variagSes na
concentracio intracelular de calcio, [Ca®'].. Na célula cardiaca, variagdes na [Ca*';
sdo responsaveis pelo disparo e controle da forga e curso temporal da contragdo.
Neste trabalho estudamos a teoria que fundamenta o uso do Método da Razfo, na
quantificagio de [Ca®"], a partir da medigio de fluorescéncia emitida por
indicadorescomo indo-1 e fura-2. Um sistema de microscopia de fluorescéncia
completo, para ser utilizado com o indo-1, foi projetado e construido. O sistema foi
utilizado no estudo dos transientes de calcio em midcitos cardiacos isolados de ratos
durante o desenvolvimento pos-natal (idades: 3 - 6; 13 - 16; 28 - 35 e 180 dias).
Apesar dos pardmetros de calibragio nfo se manterem constantes nos diversos
grupos, as caracteristicas dos transientes nio mostraram diferencas estatisticamente
significativas ([Ca®] diastélico ~180nM; [Ca®] pico ~1uM e fwhm ~ 0.35ms).
Estudando o limiar de estimulagdo elétrica pudemos comprovar experimentalmente
que ele diminui com o desenvolvimento do animal, devido a modificagdo da geometria

das células, como previsto pela teoria.

Palavras Chave - Calcio, Fluorescéncia, Método da Razdo, Midcito Cardiaco,

Estimulac&o por Campo.



Abstract

GOMES, Paulo Alberto Paes, Application of Engencering T echniques to Study
Isolated Cardiac Myocyres: Measuring [Ca’],  and Stimulation Threshold,
Campinas,: Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computagio, Universidade
Estadual de Campinas, 1997. 120 p. Tese (Doutorado)

Important physiological events are governed by changes in intracellular Ca
concentration ( [Ca®}; ). In cardiac cells, [Ca®T; changes are resposible for triggering
and controlling the strength and timecourse of contractions. In this work, we studied
the fundamental theory for the ratio method, a method to quantitate [Ca*] from the
ratio of fluorescence emitted by a ratiometric Ca®" indicator, such as indo-1 and fura-
2. Additionally, a complete microscopic system for measuring indo-1 fluorescence
was designed and constructed. This system was applied for measuring Ca*" transients
in cardiac myocytes isolated from rats during post-natal development (ages: 3-6; 13-
16; 28-35 and 180 days). Although the calibration parameters were not the same for
all ages, diastolic and peak [Ca®]; and duration of the Ca®" transients were not
significantly different ( ~180 nM » 1uM and 0.35 s, respectively). To explain the field
stimulation process of the cells at different ages we developed a simple model based
on the eletromagnetic theory. Measured threshold for field eletrical stimulation was
age-dependent and was found to be related to the cell geometry, as predicted by the

model.

Keywords: calcium, fluorescence, ratio method, cardiac myocytes, field eletric
stimulation.



Capitulo 1

Introducio

O ion calcio (Ca?") desempenha diversas fungBes nas células de organismos
vivos, sendo o mensageiro intracelular de varios agentes externos (Bers, 1991).
Dentre os inimeros processos nos quais Ca?" participa podemos citar: divisio
celular, expressio genética, liberagdo de neurotransmissores, atividade elétrica em
células excitaveis, respira¢io celular e contracdo em musculo esquelético, cardiaco e
liso.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa Cardiovascular
(LPCv), Departamento de Engenharia Biomédica (DEB), Faculdade de Engenharia
Elétrica e de Computagio (FEEC) e Centro de Engenharia Biomédica (CEB),
UNICAMP, onde o tema central de estudo é o coragio. Assim, dentre todas as
fungdes do fon calcio, estamos especialmente interessados naquelas relacionadas &
atividade contratil deste érgdo pois, para compreendermos o seu funcionamento, é
fundamental conhecer a dindmica das variagbes da concentragio intracelular de Ca?+
([Ca?"];) durante a atividade celular. Além disso, varias doengas sdo consequeéncias de
disfuncdes de um ou mais mecanismos de transporte de Ca** (Gomez et al., 1997) e

varias intervengdes terapéuticas atuam diretamente sobre estes mecanismos. O estudo



das vartagbes de [CaZ]; esta, portanto, fortemente ligado ao desenvolvimento dos
métodos de tratamento da doenca cardiaca,

O coragio ¢ um 6rgdo muscular cuja fungdo principal é bombear o sangue
pelos vasos, de modo que um suprimento adequado de nutrientes, horménios, calor e
oxigénio seja distribuido, pelo sistema circulatorio, a todas as células do organismo.
A circulagdo, promovida pela a¢io bombeadora do coracdo, se encarrega ainda de
transportar para 0s érgaos de excregio os produtos do catabolismo celular, e para a
pele, o calor a ser dissipado. Assim, o sistema cardiovascular é uma grande via de
transporte no organismo, e o cora¢do, o principal elemento ativo deste sistema.

A bomba cardiaca ¢ formada basicamente por quatro cdmaras, dois atrios e
dois ventriculos, separadas por septos. Entre atrios e ventriculos encontram-se
valvulas que se abrem e fecham de acordo com o gradiente de pressdo entre seus dois

lados (fig. 1.1).

Nédulo S-A

Nodulg A

Adria Diroits —i

v

Vantricuio Direltn —i" —

fig 1.1 - desenho esquematico do coragio.



A agdo bombeadora do coragio depende da contragio ritmica e coordenada
dos atrios e ventriculos e do funcionamento adequado das valvulas. A habilidade de
se contrair ritmicamente € uma propriedade intrinseca do coragdo. O orgdo pode ser
completamente isolado do organismo e continuar "batendo" por periodos indefinidos,
desde que os nutrientes apropriados sejam supridos. J4 em 1628 William Harvey
demonstrou que o coracgdo isolado podia ser cortado em vérios pedagos e cada um
continuaria a se contrair ritmicamente.

A atividade contrétil do coracdo ¢ iniciada por uma onda de ativacio elétrica
que, como em outras células excitaveis, constitui-se em vanac#o rapida do potencial
de membrana (V,, ) a partir do valor de repouso (condi¢do polarizada em ~ -85 mV)
até niveis acima de zero mV, decaindo posteriormente, de modo caracteristico, aos
niveis basais. Esta variagfio caracteristica do potencial de membrana ¢ denominada de
potencial de agio (PA).

O PA cardiaco (fig. 1.2) difere substancialmente daquele observado no nervo
ou no musculo esquelético, e sua forma varia também nas diversas regides da
musculatura cardiaca. No tecido de trabalho (musculos atrial e ventricular) do
coragdo, o PA inclui todas as particularidades tipicas do PA cardiaco. Pma
despolarizagdo inicial, rapida, com reversio de potencial (como observado nos outros
tipos celulares) é seguida por um declinio inicialmente rapido para proximo de zero,
valor este que ¢ mantido por 200 a 300 ms antes que ocorra a repolarizagio para o
valor de repouso. Pode-se distinguir uma fase inicial (fase 0) de aumento de
condutincia idnica e variagio rapida do potencial. A seguir, observa-se uma fase de
queda (retorno ao zero) rapida de Vi (fase 1), seguida de um platd em torno de zero

mV (fase 2), durante o qual a impedéncia da célula volta aos seus niveis de TE€pOUso.



Apos o platd, segue-se uma fase de queda abrupta de Vy, (fase 3) para o nivel de
repouso, sucedida pela chamada fase "diastolica” (fase 4) do potencial de acio, que
ira durar até a ocorréncia de novo PA. No chamado marcapasso natural do coracio, o
PA nao apresenta platd, sendo portanto ausente a fase 2.

Uma vez disparado, o PA se propaga de uma extremidade a outra em uma
celula, por meio de acoplamento espacial de corrente elétrica (teoria dos circuitos
locais para a propagacio do potencial de agdo, Aidley, 1989). O musculo cardiaco é
composto de células independentes, mas interconectadas por estruturas juncionais
altamente sofisticadas nos chamados discos intercalados, onde em geral se encontram
conexoes especializadas, de baixa resisténcia, os chamados gap junctions (Spray &
Burt, 1990). Assim, pelo mesmo principio de acoplamento espacial de corrente, um

PA originado em uma célula pode se propagar rapidamente por todo o miocardio.

¥m 1
Imy L\Z

200 ms

fig 1.2 esquema de um potencial de acio cardiaco tipico.

No coragio normal, o nédulo sinusal (NSA) constitui 0 marcapasso natural
primério. Trata-se de uma colegio de células especializadas, localizada no atrio

direito, proximo 4 entrada da veia cava superior. Os PA sdo iniciados



espontaneamente nestas células ¢ se espraiam por todo o coragdo. Neurdnios
simpéticos e parassimpaticos inervam esta regido e podem modular a descarga dos PA
pelo NSA, controlando assim a frequéncia cardiaca.

Os PAs sdo entdo conduzidos através dos atrios (fig 1.1) com velocidade
tipica de 1m/s. A ativagdo atinge a unica ponte de ligacdo elétrica entre atrios e
ventriculos, o nodulo atrio-ventricular (NAV). Neste local, a conducio dos PAs ¢
reduzida drasticamente (velocidade cai a 0,05 a 0,1 m/s). De fato, um atraso de 70-
80 ms ¢ introduzido, permitindo a completa contra¢do atrial antes que se inicie a
contragdo ventricular. Apés a passagem pelo NAV, a atividade elétrica atinge o feixe
de His € os seus ramos esquerdo e direito. PAs sio rapidamente conduzidos para as
células ventriculares pelo sistema especializado de condu¢do de His-Purkinje
(velocidade 2 mv/s). Finalmente, nos ventriculos, a ativagio propaga-se para todas as
celulas (velocidade de 1 m/s). O processo de ativacio ventricular dura cerca de 0.3 s e
constitui-se no disparador da atividade contratil, fase do ciclo de ativagiio do coragio
(ciclo cardiaco) que se denomina sistole (contragio).

Acredita-se que o tempo que as células levam para repolarizacio dependa da
pressdo, temperatura e outros fatores. De modo geral, parece que a repolarizacio
ndo € sincronizada célula-a-célula, como acontece na despolarizacdo. Durante a
repolarizagdo, inicia-se o periodo de relaxamento ou didstole, que termina com o
inicio de outro ciclo de ativagio elétrica e contragdo das células.

Para que o bombeamento seja otimizado, a musculatura em torno de cada
cavidade contrai-se a seu tempo, fazendo um movimento ordenado e aumentando a
eficiéncia de trabalho. Na verdade, mesmo em uma Gnica camara, as células cardiacas

ndo se contraem simultaneamente. No ventriculo esquerdo, por exemplo, a contragdo



comeca no apice do coragio, progredindo para a base, sincronizadamente, de modo
que este musculo realize um movimento de ordenha e consiga aparentemente bombear
O sangue com maior eficiéncia. Assim, para que uma célula possa se contrair em um
dado instante, cada célula do coragao deve ser capaz de exercer atividade contratil
Deste modo, cada célula é equipada com o seu proprio aparato contratil e sistema
para seu controle. O conjunto de eventos desde a ativagio elétrica das células até o
desencadeamento da atividade contratil ¢ denominado de acoplamento excitagdo-

contragdo (AEC).

L1 - Estruturas celulares envolvidas no AEC

O miécito cardiaco de mamiferos adultos tem a forma aproximada de um
paralelepipedo, com angulos definidos, sendo que, no rato adulto, o comprimento é
da ordem de 100 a 150 um, a largura de 202 40 yme a profundidade em torno de 10

um (fig 1.3).

1

fig L3 - célula cardiaca de rato adulto como vista ao microscopio.



Ao longo do desenvolvimento pos-natal, contudo, estas dimensdes e muitas
estruturas basicas sio marcantemente diferentes (Nakanishi et al.,1988), e isto pode
ter reflexos importantes na fungio celular, em especial no processo de AEC. Embora
muitas diferengas estruturais e funcionais possam ser identificadas, a majoria das
estruturas basicas esta presente, em maior ou menor grau de expressio, nas diversas
fases do desenvolvimento ontogenético. A seguir, vamos descrever as estruturas
celulares hasicas envolvidas no AEC do miocito cardiaco de mamifero adulto.

Na figura 1.4 esta ilustrado um esquema da célula cardiaca com as estruturas

que estdo mais diretamente ligadas a0 AEC.

fig 1.4 - Célula cardiaca de mamifero com suas estruturas principais. Podemos ver as
miofibrilas, o reticulo sarcoplasmatico, as mitocOndrias, sarcolema e tabulos T
(modificado de Fawcett & McNutt,1969)



Sarcolema e tiitbulos transversos

A membrana celular, ou sarcolema, ¢ uma estrutura formada por uma bj-
camada de fosfolipides que aparentemente tem, como fungdo principal, criar uma
barreira de difusdo entre o citosol e 0 meio externo. Distribuidas pela membrana, ha
diversas proteinas responsaveis pelo transporte de fons (por meio de canais,
trocadores e bombas), entre eles o ion calcio. E também a membrana a sede da
atividade elétrica da célula, onde o PA, evento que dispara o acoplamento excitacio-
contragdo, se origina e se propaga. O sarcolema é continuo nos tibulos T, que se
constituem em invaginaces da membrana, permitindo que a interface entre os meios
extra e intracelular ndo seja restrita a superficie da célula, mas também ocorra em seu
interior. Em certos pontos do sarcolema, predominantemente nos tibulos T, este faz
contato estreito com vesiculas do reticulo sarcoplasmatico (principal sitio de estoque
intracelular de Ca?*). Estas regides de contato sdo conhecidas como jungdes diadicas

€830 sitios criticos na iniciagio do processo de AEC,

Reticule Sarcoplasmatico (RS)

O reticulo sarcoplasmatico (RS) é um compartimento intracelular delimitado
por membrana, mas ndo contiguo ao sarcolema. O RS constitui-se na principal fonte
de Ca** para a contragio do musculo cardiaco. O ion & compartimentalizado no RS
por meio de bombeamento ativo feito por uma ATPase de Ca?* ¢ ligagdo parcial, no
interior da organela, & proteina calsequestrina (Campbel et al., 1983). Em steady-
state, a quantidade total de Ca?* armazenada no RS é cerca de duas vezes aquela
liberada pela organela em uma contragdo eletricamente estimulada (Bassani et al,

1993a). O percentual do volume celular ocupado pelo RS depende da espécie e idade



do animal e aparentemente determina a importincia desta organela no processo de
contragdo (Bers, 1991).

As jungdes do RS com o sarcolema se fazem por estruturas altamente
especializadas, formando pontes entre as membranas do RS e plasmatica, os
chamados pés, foot process, que aparentemente seriam parte dos canais de liberagio
de calcio do RS, também conhecidos por receptores de rianodina por sua alia

afinidade de ligagio com este alcaldide (Meissner, 1986).

Mitocondria

Do volume total dos midcitos ventriculares de mamiferos, aproximadamente
35% s@o ocupados por mitocondrias, que se distribuem de forma paralela aos
miofilamentos, por toda a célula. A mitocoéndria é a sede do ciclo dos acidos tri-
carboxilicos e da fosforilagio oxidativa (respiragio celular com producio de ATP). O
grande volume ocupado por estas organelas no miécito cardiaco indica uma alta
demanda de energia por parte destas células (Bers, 1991).

A membrana mitocondrial interna é o lfocal de controle de transporte de
metabdlitos e ions (e.g. Ca?"). A 4rea superficial de membrana mitocondrial é
extremamente grande (mais de 10 vezes a area total de RS mais sarcolema), de modo
que, em principio, um pequeno transporte de Ca?* por esta organela pode afetar o

balango total do ion nas células.



Sarcémero

Os sarcomeros sdo as unidades contrateis fundamentais. Eles correspondem a
estrutura protéica limitada por duas linhas Z (fig. 1.5). Os sarcdmeros sio formados
por miofilamentos grossos, compostos principalmente por miosina, e finos, compostos
principalmente por actina, mas contendo também troponinas e tropomiosina. A partir
das linhas Z, miofilamentos finos a elas ancorados projetam-se em direcdio ao centro
do sarcomero. Os filamentos grossos, com cerca de 1.6 um de comprimento, sio
centrados na linha M, onde sdo conectados uns aos outros em arranjo hexagonal por

ligagdes radiais.
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fig 1.5 - desenho esquematico de um sarcémero e miofibrila.

Cada cadeia de miosina tem uma cauda helicoidal longa e uma cabeca
globular. As caudas do conjunto de moléculas de miosina formam o eixo principal do
filamento grosso. As cabegas, que contém sitios de ligagdo e hidrolise de ATP,
formam as pontes cruzadas, que projetam-se para fora do filamento e interagem com
o filamento fino. A maquina contratil elementar da célula muscular é o sarcomero, que
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se constitui no efetor final responsavel pela transdugdo de energia quimica em energia
mecanica e trabalho (Bers, 1991). Chamamos de miofibrila a estrutura formada por
uma sequéncia de sarcomeros ligados em série. No mi6cito adulto, as miofibrilas
apresentam disposicdo paralela ao eixo maior da célula. Cada célula cardiaca possui
diversas miofibrilas (fig. 1.4), sendo que o volume ocupado por estas estruturas pode
chegar a 50% do volume celular. Parece estar claro na literatura (Zot & Potter, 1987)
que o aumento da [Ca*'}; é o evento que ativa os miofilamentos, Ca?* liga-se &
troponina C, proteina presente no filamento fino, causando modificagio da
conformagio do conjunto troponina-tropomiosina. Esta modificdo causa liberagdo da
inibi¢do que esta Gltima exerce sobre a interagdo entre actina e miosina. Isto permite
ativacdo das pontes cruzadas, caracterizada por ciclos de ligagdo actina-miosina, os
quais resultam em deslisamento dos miofilamentos e produgio de encurtamento

celular,

O Citosol

O citosol ¢ o meio no qual estio imersas as organelas e no qual difundem-se
substéncias e ions entre organelas, e entre organelas e a membrana. Além disso, é sitio
de inimeras reagdes bioquimicas. Os miofilamentos estio imersos no citosol sem
serem separados dele por membrana, logo ¢ a concentragdo de calcio no citosol que
determina a probabilidade de ligacdo do jon com a troponina C. Por esta razdo, a
concentragdo citosolica de Ca?* ([Ca?+];) ¢ a variavel cuja monitoragdo ¢é importante,
apesar de todo o célcio presente no RS e nas mitocéndrias. O citosol constitui o

volume de mistura do Ca?+ dentro da célula.
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1.2 - Mecanismos de controle de [Ca? ]

A cada contragio do masculo cardiaco, um aumento rapido de [Ca?t];,
seguido do retorno ao nivel basal, & verificado. Chamamos esta variagfo transitoria de
[Ca?"]; de transiente de calcio. Para efetuar estas variagdes em midcitos cardiacos de
mamiferos, ha pelo menos quatro mecanismos para reducdo e quatro para aumento de

[Ca?];. Os mecanismos de reduggo de [Ca?*]; estdo apresentados a seguir:

i) ATPase de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS): esta enzima, presente na
membrana do RS, promove o transporte ativo (acoplado a hidrélise de ATP) de Ca?*
do citosol para o interior da organela. O sistema de captagio de Ca?* do representa o
mais potente dos mecanismos de reducio de [Ca®']i no coragfio de mamiferos (Bers
& Bridge, 1989; Bassani et al., 1992;1994a.b; Negretti ef al., 1993) e contribui para o

reestabelecimento do principal estoque intracelular de calcio.

1) Troca sodio-calcio (Na/CaT): este sistema de contra-transporte, localizado no

sarcolema, ¢ bidirecional e opera 4as custas do gradiente de concentracio
+ . :

transmembrana de Na . O sentido do transporte depende do potencial de membrana e

dos potenciais eletroquimicos dos dois ions envolvidos. No modo direto, este

. . +

mecanismo transporta Ca?* para o meio extracelular em troca da entrada de Na ; o
: . + . . . +

modo reverso, o Ca?* entra na célula e o Na~ sai. A estequiometria ¢ de 3 Na  para

1 Ca?', sendo, portanto, uma troca eletrogénica (Mullins, 1981),
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i) ATPase de Ca?* do sarcolema: o ion Ca?* ¢ bombeado ativamente para fora da
célula por esta ATPase. Trata-se de um sistema de transporte com alta afinidade por
Ca**, mas velocidade méxima de transporte relativamente baixa quando comparada a

da extrusdo de Ca*" pela Na/CaT (Carafoli, 1991).

iv) Uniporter mitocondrial de Ca?"; localizado na membrana mitocondrial interna, o
uniporter possibilita o transporte de Ca?* do citosol para o interior da mitocéndria &
custa principalmente de enorme gradiente de potencial elétrico (~-150 mV) gerado
pelo transporte de protons (Gunter & Pfeiffer, 1990). As caracteristicas cinéticas
deste mecanismo, os valores de [Ca?*}; e o curso temporal do transiente de calcio
ndo permitem que estas organelas possam participar de modo significativo durante

uma unica contragio, ou seja, "batimento-a-batimento” do coragdo (Crompton,1985).

O aumento citosolico da concentragio de calcio se da também por quatro
mecanismos principais;
i) Abertura dos canais de Ca?* do sarcolema: a abertura destes canais, causada pela
despolarizacdo da membrana durante o potencial de acfo, faz com que Ca?* entre
rapidamente na célula a favor de seu gradiente de concentragdo. Parte do Ca?" que
entra participa diretamente da ativagio dos miofilamentos e parte dispara a liberagio

de Ca?* do RS.

i1} Liberagdo de Ca?* pelo RS: célcio armazenado no RS é liberado quando os canais
de Ca** do RS (receptores de rianodina) se abrem, ativados pelo aumento da

concentragdo de calcio em sua proximidade. Este fenémeno é chamado de liberacdo
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de calcio induzida por cdlcio (Fabiato, 1983). O RS ¢ a maior fonte do Ca?* ativador

da contragio no coracfio de mamiferos.

ui} A Na/CaT operando no modo reverso: dependendo das concentragdes de Ca? e
Na' dentro ¢ fora da célula e do potencial de membrana, Na/CaT pode operar no
modo reverso (e.g. durante o pico do PA) contribuindo para o aumento da [CaZ*]

(Leblanc & Hume , 1990).

iv) Efluxo de Ca?* do RS e mitocondrias: vazamento de Ca?* do RS gera um fluxo
aparentemente continuo de Ca?* para o citosol. Este vazamento estd associado a
abertura aleatria de canais de Ca?* , gerando eventos "unitarios” de liberagdo do ion.
Estas liberagdes de Ca?* sio chamadas de sparks. Acredita-se que a sincronizagio da
liberagdo de grande niimero de canais pela entrada de Ca** durante o PA dé origem
a0 transiente de Ca** (Cheng et al., 1996). Ca®* também pode ser extruido das
mitocondrias em contra-transporte com Na' ou por outro mecanismo (troca Ca?* /H")
Na'-independente (Gunter & Pfeiffer, 1990). No entanto, o efluxo de Ca?* destas
organelas, em condi¢Bes normais, parece ser bastante baixo, no caso do RS (Bassani
& Bers, 1995), ou lento, no caso das mitocdndrias (Bassani et al., 1993b) para que

possa ter um papel importante durante transientes de calcio individuais.

A figura 1.6 ilustra um esquema dos fluxos de CaZ* em midcitos cardiacos de

mamiferos,
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fig 1.6 - Esquema dos fluxos do ion calcio em midcito cardiaco de mamifero. SL,
sarcolema; Ic, , corrente de Ca?* pelos canais da membrana; NaCaT , troca Na/Ca;
SR reticulo sarcoplasmatico; MF, miofilamentos; MITO, mitocondria. A ATPase de
Ca?* da membrana estd representada na face horizontal , indicada por transporte
dependente de ATP. O uniporter mitocondrial esta representado como uma via de
transporte de Ca?* do citosol para o interior da mitocdndria (modificado de
Bers,1991).

Tanto para o aumento quanto para a redugdo da {Ca?"]; durante o ciclo
cardiaco, a célula conta com mecanismos de transporte que geram fluxos de Ca?*, nio
SO entre 0 meio externo ¢ o citosol, mas também entre este Gltimo e o interior das
organelas. Em regime estaciondrio, a quantidade de Ca?* que entra na célula a cada
contragdo deve ser igual aquela extruida durante o relaxamento. De outro modo, a
manuten¢do de um equilibrio dindmico dos fluxos de Ca?* seria impossivel, com

progressiva sobrecarga seguida de morte celular, caso o influxo excedesse o efluxo,
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Ou ao contrario, o continuo esvaziamento dos estoques intracelulares de Ca?t e

consequente reducdo da funcio contratil.

abertura des canais de €a

da memhrana
entrada de Ca

/sl/nai elelrscn pm Vdnﬁn&emragao
diastele [Ca]= =0.ImM abertura dos canais do SR
\ / -
decaimenta maxima concentracdo
[Ca] = imM

figl.7 - esquema simplificado do curso temporal de um transiente de Ca.

A figura 1.7 ilustra a sequéncia temporal dos eventos envolvidos na geragio
de um transiente de Ca?*. Na diastole, [Ca?*]; normalmente é mantida por volta de
100 nM. A propagacio de um PA e despolarizagio da membrana induzem a abertura
de canais de Ca**. H4 entdo um influxo de Ca?* a favor do gradiente de concentragio
transmembrana (a concentragdo externa é da ordem de 1-2 mM). Parte do célcio que
entra vai ativar diretamente os miofilamentos, ¢ parte dispara a liberaciio de Ca?* pelo
RS. A [Ca?]; é entio aumentada para valores proximos de 1 uM. A acdo dos
mecanismos de redugio de [Ca?*]j faz com que esta seja diminuida, em seguida, para
os seus valores de repouso. Como consequéncia da redugio de [Ca2*]j, Ca2*
dissocia-se da troponina C, cessa a interacdo actina-miosina, e ocorre o relaxamento

mecanico da célula.
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1.3 - Como medir {Ca®'|;

Uma das primeiras tentativas de medi¢do de [Ca?']; foi realizada utilizando-se
uma proteina foto-luminescente chamada aequorina ( Ridgway & Ashley, 1967 ).
Esta proteina possui uma taxa de relaxagdo com emissio de luz que depende da
concentra¢do de Ca** do meio. Assim, medindo-se variagdes desta taxa consegue-se
estimar a variagdo de [Ca?'};.

Durante a década de 70 foram introduzidas duas outras técnicas, uma dptica e
outra elétrica. A primeira utilizava o arzenazo T, substincia que tem sua
absorbincia dependente da concentragio de Ca?" do meio. A segunda foi o
desenvolvimento dos microeletrodos seletivos a Ca?" (Ashley & Campbell, 1979).
Apesar de uteis, nenhuma destas técnicas alcangou grande popularidade, ou por seu
uso ser restrito a células grandes (aequorin e arzenazo III), ou pelas dificuldades
teécnicas de manipulacdo, como € o caso dos microeletrodos.

No comego da década de 80, surgiu a primeira geragdo de indicadores
fluorescentes de cdlcio, incluindo o quin2 (Tsien ef al, 1982). Estes indicadores
traziam duas caracteristicas que aumentaram a area de aplica¢do da microscopia de
fluorescéncia e a acuracia na quantificagdo das varidveis de interesse. A primeira, a
possibilidade de se introduzir o indicador em células de qualquer tamanho, de maneira
ndo lesiva (Tsien,1981) . A segunda, a possibilidade de se aplicar o chamado método
da razdo na conversdo da variavel medida para a variavel fisiolégica (Grynkiewicz ef
al., 1985; Moore ef al., 1990; Kao, 1994). Uma outra geracdo de indicadores
fluorescentes, principalmente indo-1 e fura-2, (Grynkiewicz et al, 1985) com

eficiéncia quantica ainda maior do que a dos indicadores de primeira geragio,
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consolidou definitivamente a microscopia de fluorescéncia como uma das técnicas
mais utilizadas para medigdo de [Ca?*);.

A microscopia de fluorescéncia traz diversas vantagens com relagdo a outros
métodos: permite o trabalho com células quase intactas, alta sensibilidade, resolugio

temporal da ordem de milissegundos e custo relativamente baixo.

Como medir {Ca?']j por fluorescéncia ?

Varios artigos na literatura descrevem detalhadamente como medir-se [Ca®'};
utilizando-se indicadores fluorescentes ( Sipido & Callewaert, 1995, Wahl ez al,
1990, Tsien ef al.,1985). Os indicadores fluorescentes de calcio tipicamente tém seu
espectro de emissdo ou de excitagdo modificado quando ligados ao ion. Em geral, os
passos para a medicdo de [Ca?']; incluem: carregar a célula com o indicador
fluorescente, excitar o indicador com luz ( normalmente U.V.), coletar a luz emitida e
estimar as variagdes da [Ca?" ]; a partir de variacdes na intensidade de luz
coletada.

O Projeto Tematico FAPESP (95/0355-3) que vem sendo desenvolvido no
LPCv-UNICAMP tem como objetivo a compreensio da dindmica do Ca?*
intracelular em midcitos cardiacos durante o desenvolvimento pos-natal de ratos. Um
dos objetivos especificos deste projeto ¢ a determinagiio das faixas de variagio de
[Ca?]; durante uma contragdo, ao longo do desenvolvimento do animal.

Para que uma anilise quantitativa seja feita, ¢ fundamental que se obtenha a
calibragdo in vivo do indicador fluorescente utilizado. Os pardmetros de calibragdo
para o indicador dependem da composicdo do meio no qual ele se encontra (Konishi

et al 1988, Hove-Madsen & Bers, 1992; Bassani ef o, 1995). Assim, como as
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células cardiacas se modificam muito durante o desenvolvimento (Nakanishi et
al.,1988), assumimos que os pardmetros de calibragio pudessem nio ser os mesmos
em idades diferentes. A calibra¢gio ¢ fundamental para que obtenhamos valores
confidveis para a faixa de variagio e curso temporal do transiente de calcio em idades
diferentes, e estas informagdes trazem indicagdes sobre a regulagio do Ca?*, sendo
entdo um trabalho de base para outros relacionados ao tema.

Para que a célula seja estudada na situagio mais fisiologica possivel, deve-se
evitar 0 uso de eletrodos invasivos para a estimulagio, sendo mais apropriada a
estimulagdo por campo elétrico. Embora estimular um célula cardiaca com eletrodos
externos possa parecer trivial, ha na literatura (Klee & Plonsey, 1976; Ranjan &
Thakor,1995) indicagdes de que o limiar de estimulagio depende fortemente da
geometria da célula. Como a célula cardiaca muda tanto em tamanho quanto em
forma durante o desenvolvimento, ndo ha meotivos para que o limiar se mantenha
constante. Em trabalhos preliminares, j4 observamos que as células de um animal
neonato ndo sdo facilmente estimulaveis, ou seja, possuem um limiar muito alto
comparado ao da célula de animais adultos. Isto, além de trazer um problema pratico
(como estimula-las sem o uso de tensdes exageradamente altas), levanta questdes
interessantes s obre como o animal recém-nascido produz os campos necessarios
para disparar o potencial de agdo, primeiro passo do acoplamento excitagdo-
contracio.

No presente trabalho, nés abordamos o problema de estimular adequadamente
células de animais de diversas idades e estudamos a dinimica de [Ca?*]; destes
animais, passando pela determinagdo dos parimetros envolvidos na calibragio do

indicador indo-1 para medi¢do de [Ca?'];. Como parte inicial deste trabalho, nos
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estudamos detalhadamente o fendmeno da fluorescéncia, estabelecemos condi¢bes
para entendimento das condi¢des mais adequadas para medicio de [Ca¥);, e
construimos um sistema de microscopia de fluorescéncia que permite, além do
monitoramento e registro da morfologia das células, a medi¢io simultinea de

transientes de Ca?" em midcitos isolados.
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Objetivos

Aprofundar os conhecimentos sobre os fendmenos envolvidos na medigio

quantitativa de [Ca?*]; por microscopia de fluorescéncia.

Projetar e construir um sistema de microscopia de fluorescéncia de baixo

custo, versitil e de bom desempenho.

Estudar o processo de estimulagio por campo elétrico, obter os pardmetros de

calibragdio para medigdo de Ca®" por fluorescéncia e registrar transientes de calcio em

miocitos isolados de ratos durante o desenvolvimento pds-natal.
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Capitulo 2

Bases Teoricas

2.1 - O Fenomeno da Fluorescéncia

Quando um f6ton de luz atinge um atomo ele pode ser absorvido, adicionando
sua propria energia a energia de equilibrio do 4tomo. Para retornar ao seu estado de
menor energia (estatisticamente o mais provavel) o dtomo relaxa, podendo emitir, por
sua vez, um foton de luz. A emissio de fotons por atomos ou moléculas
energeticamente excitadas ¢ chamada de Juminescéncia. Microscopicamente,
absor¢do de um foton por um atomo implica em redistribuigdio espacial eletronica.
Elétrons deixam sua configuragio de menor energia, mudando o estado energético do
atomo, de seu estado fundamental para um novo estado eletronico excitado. E
amplamente conhecido da Mecanica Quéntica que os possiveis estados eletrénicos sio
quantizados (Rendel, 1987), ou seja, ndo é permitido ao atomo ter qualquer energia e
sim um conjunto discreto de valores.

A luminescéncia pode ser dividida em dois fendémenos separados, dependendo
de como a luz ¢ emitida por um 4tomo ao retornar para o estado fundamental: se a

emissdo de luz resulta de uma transigio quanticamente permitida (tipicamente em 10
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s) ela € chamada de fluorescéncia. Se, por outro lado, a emissio ocorre em tempos da
ordem de segundos, devido a uma transicdo desfavoravel ou proibida do atomo ao
seu estado fundamental, o fendmeno é chamado de Josforescéncia, que niio sera
analisado neste trabalho.

Além dos seus estados eletrénicos, moléculas possuem outros estados
energeticos associados a rotagio e vibracdo. Estes também sdo estados quantizados,
mas com energias sempre menores que aquelas dos estados eletronicos. Como
consequéncia, estes estados vibracionais e rotacionais modificam o diagrama de
energia ( diagrama de Jablonski ), introduzindo estruturas a cada estado eletrdnico

(fig 2.1).

A 33
52

SN

31 :  —

¥
K

So —

fig 2.1 - Diagrama de Jablonski para uma molécula em solugdo. A primeira linha
representa a absorcdo de um foton levando o atomo do estado fundamental (So) ao
segundo estado eletronico excitado (S2). Depois temos relaxagiio de S2 a S1 sem
emissdo de féton. Representamos em seguida a relaxacio de S1 até dois dos possiveis
niveis rotacionais e vibracionais do estado fundamental. Temos depois a absor¢io de

um foton levando a molécula de So a S1, seguida de relaxagdo sem emisssdo.

Na maioria dos casos, moléculas no estado condensado ou em solugio

rapidamente relaxam para os seus estados vibracionais e rotacionais de menor energia
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do primeiro estado eletronico excitado. Este processo ¢ denominado de conversio
interna e ocorre na faixa de 10 s. Somente a partir dai que uma mudanga para algum
estado rotacional ou vibracional do estado eletrénico fundamental, ira ocorrer. Esta
transigdo pode ou ndo ser acompanhada de emissdo de um foton,

O espectro de emissio de uma molécula em solucdo se apresenta com
contorno liso e sem estruturas finas (fig 2.2). Isto se deve a varios fatores, mas
principalmente ao fato que, em solugéo, a interagdo das moléculas com o solvente faz
com que ela tenha seus niveis energéticos ligeiramente alterados. Assim, duas
moléculas da mesma substdncia podem emitir fotons com diferentes quantidades de
energia associadas a4 mesma transigdo energética. A composicdo de todas estas
emissdes ird resultar em um espectro aparentemente continuo.

A transigio do primeiro estado eletrbnico excitado ao estado fundamental
pode ou ndo ser acompanhada de emissdo de luz. A probabilidade de relaxacdo com
emissdo de um foton ¢ denominada de quantum yield, O, e é uma caracteristica
basica da molécula estudada. Esta probabilidade ¢ numericamente igual ao nimero de
fotons emitidos por uma amostra dividido pelo nimero de fotons efetivamente
absorvidos por ela.

Nos indicadores de [CaZ*}; de ultima geracio () pode atingir valores ao redor
de 0.5, o que os caracteriza como indicadores altamente fluorescentes.

Para saber a probabilidade de emissdio em uma certa faixa entre & e A + di
devemos normalizar o espectro de emissio da substincia de modo que a integral da
curva Intensidade vs. A, seja igual a O. A probabilidade P() )dA de emissio entre A

e A+ dA serd a area sob a curva entre estes dois pontos (fig 2.2).
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X A+3A comprimento de onda

fig 2.2 - Espectro de Emisséo tipico para molécula em solu¢do, normalizado de modo
que a integral da curva seja numericamente igual a Q. A probabilidade de emissdo
entre os comprimentos de onda A e A+dA ¢ dada pela area da curva entre estes dois

pontos.

Mostramos que  relaciona o nimero de fotons absorvidos com ¢ niimero de
fotons emitidos pela substincia fluorescente. A figura 2.3 ilustra a absor¢do de luz por
uma amostra de espessura J e drea 4 exposta ao feixe de luz de densidade p A
expressdo para a intensidade de luz ao longo do eixo x é (Lakowicz, 1991; Lotian,

1949):

I(x) =1I; -10 € €x (2.1)

onde Ij € a intensidade da luz incidente (& A);, x € uma certa distincia dentro da

amostra; I(x) € a intensidade de luz em x; c é a concentra¢do molar da substincia

absorvedora e & € o seu coeficiente de extingdo.
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fig. 2.3 -Variagdo da intensidade de luz passando por uma amostra: p ¢ a densidade
de luz; A e § sdo respectivamente a area e a espessura da amostra; I; ¢ a intensidade
de luz incidente sobre ela e I(x) é a intensidade de luz que chega a um plano a

distdncia x da face da amostra.

O coeficiente de extingio de uma substincia depende das propriedades

intrinsecas de suas moléculas ¢ do comprimento de onda da luz de excitacio. Em

outras palavras, € representa a capacidade de absor¢do de luz para um certo

comprimento de onda de excitagdo. Para condicdes nas quais a absorgdo € pequena, a

equagdo 2.1 pode ser expandida em série de Taylor:

X))~ (l-g ¢ x) (2.2)

Se a espessura da amostra ¢ §, a expressio da intensidade total de Juz absorvida é:

Iasb = 1i-1{8) ~ Liecd=p-A-8-gc¢ (2.3)
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Nesta expressdo, o produto A ¢ § & igual ao niimero de moléculas da substincia
fluorescente presente na amostra.

O total de luz emitida e a intensidade de luz na faixa entre A e A+da serio:

Iv=p-A-3-gcPQ)dr (2.5)

Estas expressdes serio utilizadas mais a frente quando analisarmos o
significado microscopico das constantes que aparecem na equagdo fundamental do

método da razio.

2.2 - O Método da Razio

O Método da Razdo ¢ uma técnica utilizada para se determinar a
concentragdo de uma substdncia que, ao reagit com um indicador fluorescente,
modifica de alguma forma sey espectro de excitagdo ou emissdo. No desenvolvimento
que segue vamos tomar um exemplo especifico, a determinagdo de [Ca] com o uso do
indicador indo-1. Este indicador, além de ser amplamente utilizado em
microfluorimetros, vem cada dia mais se firmando em microscopia confocal
(Minamikawa et al., 1993; 1995; Niggli et al, 1994; Schild, 1996).

Para o desenvolvimento inicial vamos simplificar a equagio 2.5 de modo a

ficarmos com a expressio:

L=pASeP(M\)dhc=Sc 2.6)
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Ou seja, a intensidade emitida em uma faixa di em torno de A depende de uma
certa constante S e € proporcional & concentracio ¢ do indicador.

Em amostras carregadas com o indicador indo-1, este se apresenta em duas
formas fluorescentes com espectros de emissio distintos: o indicador livre de Ca* e o

complexo indo-1+Ca’" (fig 2.4). Chamemos as respectivas concentragdes de ¢r e cp.

Espectros do Indo-1 livre e
ligado ao Ca

150+
ligado

E) <

o 1004 fivre

g r'4

B

7]

|

o 50
E

0 T ¥ i
400 500 600

comprimento de onda (nm)

fig. 2.4 - espectro de indo-1 livie e ligado ao calcio.

O Método da Razio baseia-se na medicio de intensidades de luz em dois

comprimentos de onda diferentes, A, e A, . Temos entio as seguintes equagdes:

Ii = Sq ¢r+ Sp1 (27)
12 = 8¢2 ¢ + S Ch (2.8)
& = cr [Ca] /Ky (2.9
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As equagdes 2.7 e 2.8 descrevem, respectivamente, as intensidades de luz
emitidas nos dois comprimentos de luz A, ¢ A, Nestas equagoes S; e S,  sdo
constantes de proporcionalidade para, respectivamente, as duas formas do indicador,
livre e ligada. A equaciio 9 relaciona as concentrages de indo-1 livre e ligado. Kq é a
constante de dissociagio aparente do indicador, que deve ser determinada
experimentalmente.

Dividindo a equagdo 2.7 pela equagdo 2.8 e substituindo c, pelo lado direito
da equagdo 2.9, nés relacionamos a raziio I; / I a [Ca® ]. Resolvendo para [Ca’] e

substituindo I; /I, por & :

[Ca] = Kq (Sf2/Sp2) {[ B-(Sg1/S) VI (Sp1 7/ Spp) - 1} (2.10)

A constante Sg)/Sgy sera chamada de Zmin , pois ela € equivalente a 14/ I na

condi¢do especifica na qual o indicador esta livre de Ca%* ( ver equagdes 2.7 e 2.8).

Por analogia, a razdo Sy,1/Sp; sera chamada de Bnax no caso em que o indicador

esté saturado de Ca”" .

Vamos chamar a constante Spp / Sp2 de B. Esta constante pode ser
determinada a partir de I, com as concentragdes de Ca”” colocadas no minimo e no
maximo, desde que o niimero de moléculas do indicador (A 3 ¢) e a densidade da luz
de excitagio {p) sejam mantidos constantes.

Com as definigdes acima, [Ca™"] pode ser calculada como sendo:

[Cal=Kq A {( &R - Bmin )} / ( Bmax -®) } (2.11)
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A equagdo 2.11, relacionando [Ca®] a &, é a equagdo fundamental do

método da razdo. Assim, [Ca’’] pode ser calculada com esta equagio desde que os
p q

parametros de calibracio Rmin, Fmax, S e Kg sejam conhecidos,

Interpretacio Microscépica de 2, , Boyax € B
Para melhor compreendermos o método da razio, é necessario dar significado
fisico aos parmetros encontrados na equacdo 2.11. Com base nas definigdes prévias

¢ na equacdo 2.5 pode-se escrever:

Roin = Pr(M,) dA,/ Pr (%) di, (2.12)
Buax = Py(1,) d1, / P(R)) dA., (2.13)
B=(®; () dA, g, )/ (P,(A,) dh, - g, ), com (A-8-c) and p constante (2.14)

As expressdes acima mostram que Boy, € Lo dependem das propriedades de
ambas as formas do indicador indo-1, livre ¢ ligada, dos comprimentos de onda, e das
bandas passantes escolhidas para a luz emitida. Zmin € @ razdo das probabilidades de
uma molécula de indo-1 livre de Ca®" emitir luz nos comprimentos de onda A € A;.
Rmas € 8 razio das probabilidades de emissdo nos comprimentos de onda A; ¢ A, para

uma molécula de indo-1 ligada a Ca?".
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Para compreender 3, temos que examinar a expressio no numerador da
equagdo 2.14. O coeficiente de extingdo, &, ¢ a capacidade da molécula de indo-1
livre absorver fotons. P (},) di, € a probabilidade desta molécula emitir em A;. Em
outras palavras, a expressdo P_(},) dA, &r pode ser interpretada como a capacidade
da molécula de indo-1 ndo ligada a Ca®” absorver luz de comprimento de onda A e
converté-la em luz em de comprimento de onda . Por analogia, P, (A,) dA, €, seria o
mesmo tipo de eficiéncia de conversio da molécula de indo-1 em sua forma ligada. f

€ a razdo entre estas duas eficiéncias de conversdo, contanto que o produto pA4-8-c

seja constante.

O Ponto Isosbéstico

Indicadores como o indo-1 apresentam desvios do espectro quando ligados ao
Ca®*. No entanto, em um comprimento de onda particular, ha intersec¢do dos
espectros das duas formas do indicador (fig 2.4). Neste ponto, a intensidade da
emissdo ndo depende das participagGes relativas de ¢, e ¢,. Este comprimento de onda
¢ chamado de ponto isosbéstico. Para este ponto particular, é possivel definir a

constante ligo como:

Liso= Sg-¢+ 8- ¢

=p-A-8-5-Plhiso)dh.c, +p-A-5-g - P(Aso) dh - ¢, (2.15)

Na equagdo 2.15, ¢, pode ser eliminada se considerarmos a concentragéo total

do indicador constante, ou:
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¢, t e =,

Rearranjando a equagdo 2.15 para liso , temos que:

liso= p- A-8-dhiso {[ P{hiso) & - Py(hiso) &,] ¢ - [P(i) 5,1}

Por defini¢do, liso ¢ independente de ¢, e ¢, no ponto isosbéstico, e o segundo
termo entre colchetes € uma constante. Deste modo, P(%iso} &; - P(Aiso) &, deve ser

igual a zero para manter [igg independente de ¢, Neste caso,

P{Aiso) dAiso - & = Py(Riso) dhiso - &,

A interpretagdo microscopica da expressio acima indica que, no ponto
isosbéstico, as eficiéncias de conversio de ambas as formas de indo-1, livre e ligada,

$80 numericamente iguais.

Interpretaciio Grafica do Método da Raziio

Até agora, o método da razio foi analisado de modo independente das
caracteristicas do sistema de fluorescéncia a ser usado. Para melhor compreender
alguns eventos que ocorrem trabalhando-se com um simples fluorimetro ou com um
microscopio confocal, foi desenvolvido, neste trabalho, um diagrama para o método

da razdo. Com este diagrama, serdo discutidos agora alguns dos eventos comuns
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durante a medicdo de [Ca®] em células isoladas. Apresenta-se a seguir uma
formulagdo para definir as condigdes para determinagio de B com maior acuracia.

Seja 1, a quantidade total de luz emitida pela amostra, numa faixa de
comprimento de onda entre A, e A, + dA,, e I,, a emissdo entre A, e A, + dA, . Pode
ser definido o vetor I, cujas componentes (Inin, Imin1) 880 as intensidades de luz
emitida pela amostra em cada faixa quando a [Ca®"] ¢ muito pequena ([Ca*] << Kd B
). Por analogia, define-se L., com seus componentes (Imuz, Imai) para uma [Ca®']
saturante, na qual todas as moléculas do indicador encontram-se ligadas ao ion.

Os nlimeros de fotons emitidos com comprimento de onda X, e A, podem ser
representados num plano cartesiano, nas abscissas e ordenadas, respectivamente (fig.
2.5). Se, neste grafico, os vetores I, e I forem representados, e os angulos que
estes vetores formam com o eixo das abscissas forem chamados, respectivamente,

CGmin € Olmax, @8 tangentes destes dngulos serfo, por construgdo, iguais a Bpin € Bpax ,

respectivamente. A constante 3 para a amostra em estudo pode ser obtida a partir da
razdo das projegdes dos vetores I, e Imax N0 €ixo das abscissas.

Durante um experimento no qual a [Ca™] se altera dentro da amostra, a
trajetoria descrita pelos pontos I = (I, I,) sera a reta que conecta os dois vetores I,

€ Lnim. Pode ser demonstrado que (ver Anexo, pag. 45):

Il = (Sfl - Sbl)/(sﬂ - sz) Iz + C{(Sm‘sm - Sfi'Sb»/(Sﬂ - sz)} (2. 16)

A tangente do angulo «, entre a reta que conecta qualquer ponto I (I,,1,) &
origem e a0 eixo das abscissas, é numericamente igual (em analogia a Gy € Omax) &

razio 2
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fig. 2.5 - Diagrama do Método da Razio. Os vetores | representam as intensidades de
luz totais emitidas pela amostra. Os vetores F as intensidades medidas pelos

fotosensores

N&o ha um instrumento ideal, capaz de coletar 100% da luz emitida. Qualquer
equipamento com uma objetiva de fluorescéncia tipica tem sua eficiéncia limitada em
cerca de 50% quando, no melhor caso, a distincia entre a objetiva e amostra é
proxima de zero. Se forem levados em conta os outros componentes ¢ detectores, a
eficiéncia Optica total (Y) cai para menos de 30 a 40%.

Considerando-se agora um sistema nio ideal para medicdo de fluorescéncia
com eficiéncia Optica Y, os vetores Fuin, Fuex € F podem ser definidos com
componentes que sao efetivamente as contagens de fotons, ie, F = (F, F)) = (Y1,

Y-1, ). Para poder distinguir entre a razio das intensidades emitidas (%) e a razio das

intensidades medidas, define-se esta ultima como R =F,/F,. Neste caso:

R=Y.L/Y-1,=® (2.17)
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Se o equipamento coleta luz com 40% de eficiéncia (ie, Y = 04) em ambos
0s canais, pode-se ver que, mesmo que nem toda a luz emitida pela amostra seja
coletada, R , Rmjn . Rmax € £ sdo numericamente iguais a 2, By, Bomax and B,
Portanto, niio ha erro na estimativa de [Ca™] apesar de ndo medirmos toda a luz
emitida.

A situacio na qual a eficiéncia de um canal é maior que a do outro esta
mostrada na figura 2.6. Neste caso, Y; =033 e Y, =0.5. Podemos ver que Ruin, Ruax

¢ R ndo 330 iguais a B, Ly © 2, mas a estes valores multiplicados por Y;/Y,. Q
valor de B n3o se altera.

fotonsjs T

—

fétensfs em 7\2

fig. 2.6 - Diagrama para um sistema com eficiéncia de transmissdo diferente para os

dois comprimentos de onda. Canal 1 = 33 % ,canal 2 =509% .

Analisando a equagdio 2.11 conchiimos no entanto que, por estes fatores
estarem sendo muitiplicados pela mesma constante, o valor da [Ca®"] calculada ndo se
altera. Portanto, a diferenca na eficiéncia dos canais nio parece ser um fator relevante

A fluorescéncia de fundo (background) estd sempre presente nos

experimentos do dia-a-dia. Usando o diagrama do método da razdo, é possivel
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analisar o efeito de uma fluorescéncia de fundo nio corrigida simplesmente pela

adi¢do do vetor B, = (B_. B,,) a F. Fica claro (fig 2.7 a) que a faixa de trabalho ser4

Gr

reduzida se ¢ty < Oy, < Omax. Neste caso, R nunca alcangard Ry, ou Ry Se O <

Olmin OU Oy > Omax , R podera ser anomalamente maior que R 0u menor que Ry

(fig 2.7 b), 0 que tornaria impossivel a conversdo de R para [Ca®'].

fétonsfs 1 a} fotons)s 1 b)
I
em 7\1 y.ima em ‘,\1 max

___...Bg

fotonsls em }2 fétonsis em ?\2

fig 2.7 - Representagdo para sinal sem subtragdo correta do background: a) Qlmn <

Olbg < Olmas € D) Olmin > Ol .

Medindo B com Maior Acuricia

Para medir B, normalmente € necessario que Fum € Fua Sejam obtidas em
condi¢des tais que a concentra¢do do indicador seja mantida constante na amostra.
Infelizmente, isto ndo é ficil quando se trabalha com amostras biologicas,
particularmente células cardiacas isoladas. Especialmente durante a determinagio de

Rumax , € frequente que parte do indicador seja perdida devido a lesdo da membrana
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celular. Pode-se observar, por exemplo, que, embora os valores de Ru. sejam
razoavelmente constantes em diferentes células, a intensidade de fluorescéncia emitida
pode diminuir durante o experimento para diferentes niveis num dado conjunto de
células.

A seguir, descreve-se um procedimento simples que permite a determinacdo
de B pelo uso do diagrama do método da razdo. Neste procedimento, Ruin € Ruay 530
usados, mas o valor de fluorescéncia em A, (F2) ndio € necessario. No nosso entender
este procedimento permite que f seja determinado com maior acuracia.

Suponha que transientes de Ca®" sejam medidos em uma dada condi¢do
experimental. Inicialmente, tragamos os pontos F = (F,, F;) obtidos 4 medida que R
varia nos transientes de Ca’". No necessariamente no mesmo grupo de células, Ry €
Rumax 880 determinados de modo presumivelmente acurado. Definimos entdo duas
retas que s3o suportes para os vetores Fu, ¢ Fuae € plotamos estes vetores no

diagrama (fig. 2.8), de modo que:

Y = Ry - X (2.18)

Y = Rpae - X (2.19)

A linha ajustada aos pontos F( F, , F, ) ¢é uma reta definida por (ver
apéndice):

Y=a.-X+b (2.20)

A intersecgdo das retas dadas pelas equagdes 2.18 e 2.20 tem abcissa X i

b/ ( Ruax - a ). Analogamente, usando as equagGes 2.19 e 2.20, X o = D/ (Rain - 2).
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Do diagrama da figura 2.8, o pardmetro B (para esta célula em particular) é calculado

como X .- /X ., 0w
P=(Raux-2)/(Run-2) (2.21)

Fy=aF, th

{itonsls em p= sz/ xmuz
M
*
dsar o},g
16 '
xmz xmz dtons/s

em Ap

fig. 2.8 - Determinagio de B a partir do Diagrama do Método .

Se A1 e A2 sdo escolhidos, dos lados opostos do ponto isosbéstico, como ¢

usual, a € sempre negativo. Assim o valor de B ¢é limitado a faixa:

I < B < Raux/ Ruin (2.22)

Em resumo, com este procedimento, ndés simplificamos a tarefa da

determinac&o experimental de B e ainda estabelecemos limites tedricos para seu valor.
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Sensibilidade do Método da Razdo
O método da razdo nido é igualmente sensivel para todos os valores de [Ca*'].
Vamos caracterizar sensibilidade, S ([Cal) , como a fungdo que relaciona a variagio

percentual de [Ca] com a variagéio percentual de R.

dR/R = §( [Ca’'] } - d [Ca>]/ [Ca®] (2.23)

Sabemos que a curva que relaciona R com Kd P € uma sigmoide. Deste modo
a primeira impressdo é de que a maior sensibilidade esteja localizada na faixa "reta” da

curva, ou seja, em torno de uma unidade de Kd.B. Contudo uma inspecio cuidadosa
da equagdo 2.11 mostra que isto nio é o que acontece.

Evidenciando R na equagio 2.11:

R = {( Runax [Ca™] / Kd'B) + Ruin }/{( [Ca®']/ Kg:P) + 1} (2.24)

que apos derivagio com relagdo a [Ca®'], resulta:

dR/R={KdB[Ca” JRuaxRuin /([Ca™ T+K & BY[Ca> Romac FKGPR i)} d[Ca']/ [Ca™]

A funcdo sensibilidade fica entio:

S(ICa™ 1) = KB [C2* T (Ruax-Rmin)/( [Ca®"] + KB ( [Ca® | Ryt Kd-B Ruia)

(2.25)
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O maximo de S ([Ca]) esta localizado em:

[Ca™] = Kd'B (Ruin/Ronss ) (2.26)

Neste ponto a fungdo sensibilidade é:

S max = [I = (Rmianmax)] / [1 + (Rmin/Rmax )1/2]2 ( 227)

A figura 2.9 ilustra curvas de sensibilidade para trés valores (0,3 , 0.1 , e
0,03) de Rui/Rmax. A fungdo S pode representar uma ajuda efetiva para aqueles
interessados em definir um indicador de Ca®* ou decidir a respeito da compra de um
equipamento em particular. Verificamos que o maximo de sensibilidade esta sempre

em um valor de Ca®’ abaixo de uma unidade de K .

curvas de sensibilidade para
diversos R, IR

max

075 4

o 0.03

8 030

£ 050

= 0.1

2

2

& 0251 03
Q.00 Y . T —ii

EE] §.10 100 10.00 160 60

[Ca] emunid. de Kd*beta

fig.2.9 - Curvas de sensibilidade para trés valores diferentes de Ry, /Ruax . Observar

que 0 maximo ocorre em valores de [Ca] menores que K4 B .
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Propagacio de Erro

Ao lado de erros introduzidos pela flutuacio estatistica de R, hi erros
sistematicos na determinacdo de [Ca’"] devido a falta de acuracia nos parametros de
calibragdo utilizados. Uma vez que K e B sdo fatores muitiplicativos na equagdo 11,
os erros introduzidos por eles sdo lineares. Deste modo, 10% de desvio em qualquer
destes parametros ira implicar em 10% de desvio na {Ca®'], para qualquer nivel de
[Ca**] considerado.

O mesmo nido ¢ verdade para Ry, € Ruae. Da teoria basica dos erros (Beers,

1957), € possivel determinar que o erro relativo em [Ca®"], €q, , é relacionado ao erro

relativo em Ruin, €, . , pelas seguintes equagdes:

€¢, = - Renin /(R- Riwin) - € (2.28)
onde

€= ([Ca”] medido - [C2”] real) / ([C4> Tmedido) (2.29)
Eamin = Fomia = Runin ) / Regin (2.30)

Aqui, Rinn € 0 pardmetro de calibragdo usado € Ry é 0 valor real do parametro.

€;, pode ser escrito como uma fungdo de €, € R/ Ryuin’

€p, = SRmin/(SRmi.a + 1+ R/ Rain) (231
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A figura 2.10 ilustra o comportamento da fungio €y, para seis valores de € __ .

fig 2.10 - €;, em fun¢do de R / R, . Podemos ver que €., ndo é simétrico com

relagdo ao sinalde € .

O valor da [Ca"] real pode ser obtida de €, por meio da seguinte expressio:

[Ca™real = {(1 - €5)) [Ca® Imedido} (2.32)

E possivel observar que a magnitude do erro introduzido ¢ altamente
dependente do sinal de €,___, de modo que o erro introduzido por desvios positivos

ou negativos ¢ assimétrico. Embora valores médios sejam normalmente usados para
reduzir o erro global das medigdes, neste caso, por causa da assimetria mencionada
acima, o valor médio ndo ¢ a melhor escolha para estes pardmetros. Se medirmos
valores muito baixos de [Ca™], os valores de R serdo provavelmente proximos de
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Rmin. Se 0 valor médio de Rumin € usado para calibracdo, as amostras com R, abaixo
deste valor teriam de ser descartadas (cerca de 50% dos casos), pois a conversdo de
R para [Ca”"] resultaria em valores negativos. Uma solugdo mais adequada para evitar
uma perda significativa de dados importantes seria aceitar como Ruin © limite inferior
do intervalo de confianga para 95% dos valores de Ruin medidos para a determinagio
do parimetro. Analogamente para Rume, um critério seria o limite superior deste

intervalo.

Anexol - demostracio de que pontos 1 = (I, , I;) descrevem uma reta no

diagrama do método da razio.

Pondo ¢, em evidéncia na equagio 2.9 e substituindo em 2.7 e 2.8 temos ;

Li=(Sa - Ser ) e+ Spi e

L=(Sp - Sr ) cr+ Sz ¢

Isolando cr nas duas equagdes acima temos:

(Ii =Spic)/(Sn-Sp)=cs

(L-Sewc)/ (S -Sw)=c

Igualando as expresses & esquerda e isolando I; chegamos finalmente a -
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Li=(Sq-Sp1 )/ (sz-sbz)Iz"?‘C{(Smez“Sﬂ Sp2)/ (S -Su2)} (24)

Ouseja, I=aL+b _com

- a dependendo dos coeficientes de extingdo (v € &¢) , e das probabilidades de emissdo
para as duas formas do indicador, nos dois comprimentos de onda e bandas
escolhidos : Pr (&, ) dd;, Py (Ay) diy, Pe( A2 ) dhz e Py (A5 ) ds.

- b dependendo, além destes valores, da concentracio total do indicador (c) , da

intensidade de luz de excitagdo (I} e da espessura da amostra ()
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Capitulo 3

O Sistema de Microscopia de Fluorescéncia

Ao projetarmos a instrumentacdo tinhamos em mente alguns pontos
fundamentais a satisfazer -
- deverfamos ser capazes de movimentar uma cimara de perfusfio com células
isoladas, em frente a uma objetiva de microscopio.
- a célula, iluminada por uma iz vermetha monocromatica, deveria ter sua imagem
formada em uma cimera de TV para ser vizualizada em um monitor.
- a célula, devidamente carregada com o indicador fluorescente indo-1 , deveria ser
excitada por luz de comprimento de onda em torno de 350 nm ¢ banda inferior a
20nm.
- a fluorescéncia emitida pela célula seria entdo coletada e guiada até algum tipo de
fotosensor. Para que o método da razio pudesse ser aplicado, pelo menos dois
comprimentos de onda deveriam ser monitorados
- 0s dois sinais obtidos deveriam ser processados, filtrados e registrados de modo que
pudessemos monitorar o experimento em tempo real e posteriormente tratar e analisar
os dados coletados.

Baseados nestes pontos desenvolvemos a montagem descrita a seguir.
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3.1 - O Sistema Optico

A estabilidade mecdnica de um instrumento que visa coletar sinais de
fluorescéncia de células isoladas ¢ uma de suas caracteristicas fundamentais.
Comegamos a montagem pelo projeto e construgio de uma bancada metalica
bastante rigida apoiada em pés tipo VibraStop ( fig. 3.1 ). Sobre esta bancada

posicionamos um bloco de granito ( ~ 50 Kg ) apoiado sobre bolas de ténis.

fig. 3.1 - bancada anti-vibragdo: 1- estrutura metalica; 2 - pedra de granito; 3 -
dispositivo regulavel com bolas de ténis; 4 - pes vibrastop; 5 - mesa com dispositivo

de movimentagdo da objetiva.

Este aparato mostrou-se capaz de reduzir satisfatoriamente a vibragio
presente no ambiente, principalmente as vibracdes de alta frequéncia causadas por
bombas, motores e aparelhos de ar condicionado.

Sobre o granito aparafusamos uma pequena mesa onde foi fixado um estagio
de microscopio ¢ um dispositivo capaz de movimentar com precisdo uma lente

objetiva. Na direcdo do eixo 6ptico da objetiva fizemos, no granito, um furo de 30
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mm de didmetro por onde passamos a tubulacio do sistema optico. Esta tubulacio
terminava dentro do dispositivo de movimentagdo da objetiva, mas sem tocar em suas
paredes, de modo que ndo houvesse acoplamento mecanico entre a parte optica € o
sistema granito-estagio-objetiva.

O sistema Optico envolve uma série de componentes, desde a lampada até os

detetores. Para facilitar sua descrigio vamos dividi-lo em partes.

Optica de Excitacio

A fungdo principal desta parte do sistema optico € iluminar a amostra com a
maior quantidade possivel de luz de A ~ 355 nm.

Normalmente a fonte de luz utilizada em sistemas de fluorescéncia ¢ uma
ldémpada de Merciirio (ou Xenénio), com poténcias variando de 70 a 400 W. Optamos
por testar uma lampada comum, de farol de automével, do tipo Halon-Tungsténio, e
esta se mostrou bastante satisfatéria. Trabalhando a 70 Watts esta lampada produz ~
2.0 W de luz com & entre 350 e 370 nm, como ilustrado na figura 3.2

A utilizagdo deste tipo de lampada apresenta diversas vantagens com relagio
as outras:

- custo baixo: ~ 20 vézes menor que a lampada de Xendnio (70 W),

- maior robustez,

- alimentag¢do DC, nio produzindo ruido na eletrdnica;

- disponivel em qualquer lojs de auto-pegas;

- ndo coloca em risco a instrumentagdo eletrnica, como acontece na igni¢do das

lampadas de arco.
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fig. 3.2 - distribuigio de poténcia para a limpada Halon-Tungsténio a 70W.

Por outro lado, deve-se verificar que, além de emitir menos em 360 nm do que
uma ldmpada de mercurio de mesma poténcia, a lampada Halon tem a desvantagem
de possuir uma area luminosa mais extensa, cerca de 1 x 5 mm , o que nos obrigou a
projetar um sistema éptico com muitos componentes.

Como ja mencionado, o projeto foi efetuado levando-se em consideragio
varias limita¢des, dentre elas de espago. Além disso, adotamos a posicdo de tentar
aproveitar ao maximo alguns componentes opticos ja disponiveis, como algumas
lentes, filtros e Aolders. Os principais requisitos de projeto que tentamos satisfazer
foram:

- facilidade de colocar e retirar o filtro de interferéncia do eixo optico de modo a
possibilitar iluminagdo do campo com luz branca;

- inclusdo de sistema de resfriamento e ventilagdo para redugio de calor e dispersar o
0zdnio gerado pela luz ultra-violeta;

- capacidade de diminuicio do campo iluminado, através de uma iris manual;

- capacidade de obstrugio de toda a luz, através de um obturador.
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Uma proposta para o sistema Optico que julgamos razoavel (mas nio otima),
dadas as condi¢Ses de contorno, esta apresentada na figura 3.3. A lampada
tungsténio-halogénio se encontra em um tubo acondicionador de aluminio com uma
tampa traseira com espagamento para passagem de ar. Por um pequeno tubo, 4 frente
da lampada ar comprimido é admitido para refrigeracdo do sistema e dissipacdo do
ozonio. Fechando o cilindro acondicionador, pela frente, encontra-se um filtro
calorico que evita que radiacio infra-vermelha atinja os componentes Opticos
seguintes. Em torno de 360 nm a transmitdncia deste filtro ¢ de 85%. O tubo
acondicionador € separado do restante do sistema por um disco de nylon que atua
como isolante térmico.

O préximo componente é um condensador (fig. 3.3, item 3), formado por um
dubleto de lentes com disténcia focal de 32 mm e didmetro de 24 mm, espagadas por
13 mm. A fungdo deste condensador ¢ formar uma imagem reduzida do filamento,
que posteriormente sera levada até 4 objetiva.

Para um dubleto com lentes iguais, de distancias focais fe espacamento enire
lentes d, a magnificacio M e a distincia da imagem a segunda lente s° estio
relactonadas a distincia do objeto 4 primeira lente, s , por (Jenkin & White, 1985):

S=[d(s-f)-sf1f1(d-f)(s-f)-sf

M=f*/(d-f)(s-f)-s]

A distancia entre o filamento e a primeira lente ¢ de 64 mm o que resulta: M =
-0.38 € 5’=19.6. O sinal negativo de M indica que a imagem ¢ formada invertida, o

que € irrelevante no presente caso.
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fig. 3.3 - optica de excitagdo: 1- lampada, 2 - filtro calérico; 3 - dubleto condensador;
4 - lente; 5 - filtro de interferéncia A = 365nm em suporte removivel; 6 - obturador
(shutter) e iris manual; 7 - tampa traseira com espacamento para passagem de ar; 8 -
entrada de ar; 9 - espelho dicréico A = 385nm; 10 - dispositivo para movimentacio

da objetiva; 11 - estagio de microscopio; 12 - objetiva 40x ; 13 - porta amostra.

Acoplado ao condensador hi um tubo longo onde esta posicionada uma lente
de /= 90mm e didmetro 42mm. Esta lente tem como fungdo coletar a luz da imagem
do filamento formada pelo condensador ( novo objeto ) e formar uma nova imagem
no plano da objetiva.

As relagdes entre a magnificagio M . a distdncia da imagem s’ e a distincia do
objeto s para uma lente simples sio dadas por:

s’ =sf/(s-f)

M=fAf-s)

Nosso objetivo, como ja foi dito acima, € iluminar a amostra com a maior
quantidade possivel de luz. Queremos no entanto uma iluminagio uniforme, ou seja,
ndo devemos formar a imagem do filamento no campo. Projetamos o sistema baseado

em observagdes feitas em microscopios de fluorescéncia comerciais, onde a imagem
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do filamento ¢ formada no lugar onde a amostra é colocada mas sem a presenca da
objetiva. Para termos um certo ajuste fizemos com que o tubo que suporta a lente
pudesse se movimentar dentro do condensador ( £10mm ) de modo a aumentar ou
diminuir s , variando também s’. Na posicdo central, s =120 mm o que nos da s’= 360
mm ¢ M = -3. O ajuste final foi feito empiricamente.

Apos a lente encontra-se o suporte do filtro de excitagio. Este filtro tem a
fungdo de reduzir a banda passante da luz que vai 3 amostra para uma faixa de 20nm
em torno de 360 nm. Projetamos este componente de modo a poder retirar facilmente
o filtro do eixo 6ptico da montagem, aumentando significativamente a luz que chega a
amostra, manobra atil no alinhamento do sistema. Em seguida ha um obturador
manual que obstrui completamente o feixe de luz e uma iris, também manual, que nos
permite controlar a quantidade de Iuz de excitagio. Temos entfo uma pega que acopla
a inis ao cubo do dicréico.

O espelho dicrdico é um componente que, sendo posicionado a 45° com
relagdo ao eixo 6ptico, funciona como espetho para luz com A < A. e como uma janela
para A > A, . Assim, com um dicréico com A, = 390 nm podemos refletir a luz de
excitagdo da ldmpada a amostra e simultaneamente transmitir a luz de emissdo da
amostra aos detetores. Para facilitar o alinhamento do dicroico este foi posicionado
sobre um dispositivo ajustavel com relagio a dois angulos. Acima do cubo do
dicréico foi colocado um tubo que chega até o interior do dispositivo manipulador da
objetiva, sem contato com o mesmo, evitando a transmissio de vibragBes da estrutura

da bancada até o granito.
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A seguir estio apresentados os espectros de transmitdncia de todos os
elementos utilizados, exceto das lentes. Estas sdo feitas de vidro BK7 que tem
transmitdncia constante em torno de 95% até A ~340nm.

Na figura 3.4 ilustra-se o espectro de transmitincia do filtro calorico. A
fungo deste filtro ¢ evitar que os elementos Opticos seguintes se aquegam

demasiadamente. A sua transmitdncia em torno de 360 nm éde ~75 %.

173,08

':'Lw?cti:ﬂ
k4N

fig. 3.4 - espectro de transmitancia do filtro calético.

Existem disponiveis dois filtros diferentes que podem ser utilizados como filtro
de excitagdo (fig. 3.5aeb ) o primeiro, de interferéncia, com banda passante de ~20
nm e pico de transmitincia de 22% em 353 nm;, 0 segundo, com banda passante de
~50 nm ¢ pico de transmitancia de 60% em 360 nm. A escolha de qual filtro utilizar
sera feita de acordo com o experimento a ser realizado,

Na figura 3.6 ilustra-se o espectro de transmitdncia a 45° do espelho dicroico

de A = 390nm. Como a absorcfio deste tipo de filtro é minima, podemos considerar
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que toda luz que ndo ¢ transmitida ¢ refletida, de modo que o espectro de reflexdo é

simplesmente o complemento do espectro apresentado.
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fig, 3.5 - transmitancia dos filtros de excitagio:a) interferéncia; b) absorcio

O espectro da luz que efetivamente chega a objetiva ¢ dado pela multiplicagio

do espectro da ldmpada pelos espectros de transmitancia dos filtros calorico e de

emissio e reflexdo do espelho dicroico.

680, B8 T T T A 3R
j £y
wefedod B
{
Funetion S
&l . z ..... ] B
9.0
5,09 R O N N X
e Em9 TRl @

fig. 3.6 - espectro de transmitincia a 45° do espetho dicréico de A, = 390nm
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Optica de Monitoracio

Para selecionar, posicionar ¢ posteriormente monitorar a contracdo da célula,
deve-se fazer com que sua imagem chegue a uma cimara de televisio. Como a
emissdo de fluorescéncia da célula tem baixa mtensidade, € usual iluminar a célula
comt luz de outro comprimento de onda e separar esta luz da luz de emissio em algum
ponto proximo a cimera.

No nosso sistema optamos por iluminar a célula com um LED (light emitting
diode) de alta luminosidade ( 75 mW em 660 nm ) colocado acima do estagio de
microscopio. Este LED, alimentado por uma bateria de 9 V, foi colocado em um
suporte movel e tem sua luz condensada e focalizada por uma lente. A intensidade
desta luz pode ainda ser controlada por um potencidmetro.

A posicio e tamanho da imagem formada por uma objetiva depende de
algumas de suas caracteristicas como distincia focal (£ ), e magnificacio ( M),
mas podem ser alterados pela distancia de trabalho utilizada (w.d. ). Isto nos permite
obter diferentes campos de visio com a mesma objetiva, modificando-se a w.d. e as
outras distancias opticas envolvidas. Esta possibilidade nos pareceu bastante atraente
pois, além de podermos monitorar células de animais adultos (~120pum de
comprimento ) havia a possibilidade de observarmos células de animais neonatos
(~20pm de comprimento ). A opcdo por fazer um sistema mais versatil que os
comerciais trouxe algumas dificuldades adicionais para o projeto optico, que se

encontra esquematizado na figura 3.7.
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fig. 3.7- optica de monitoragdo: 9 - espetho dicroico A = 385nm; 10 - dispositivo para
movimentagdo da objetiva; 11 - estagio de microscopio; 12 - objetiva 40x ; 13 - porta
amostra ; 14 chave liga desliga; 15 - potencibmetro; 16 - LED com lente
focalizadora; - 17 - fendas ajustaveis; 18 - lente convergente; 19 - espeltho refletor de
vermelho, RRM; 20 - camera de T.V. tipo CCD.

Basicamente a monitoragio ¢ feita da seguinte forma: ajustando a w.d. da
objetiva fazemos com que a imagem da amostra iluminada com a luz do LED seja
formada a aproximadamente 300mm do porta amostras, no plano onde se encontram
as fendas ajustveis. Estas fendas tem abertura maxima de 12 mm, podendo ser
controladas manualmente, formando campos quadrados ou retangulares até a

obstrugdo total do feixe. E importante que a imagem seja formada no plano das fendas
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para que se possa limpar a imagem obtida, bloqueando a luz vinda de outras células,
da cAmara de perfusio e da solucdo.

Com as fendas totalmente abertas o campo de visio ¢ , nesta posigdo, de
aproximadamente 150um x 110um. Este campo € suficiente para que se possa
enxergar integralmente a grande maioria das células cardiacas de mamiferos adultos,

A imagem formada pela objetiva ¢ entdo usada como objeto para uma outra
lente posicionada abaixo das fendas. Esta tltima, forma sua imagem sobre o sensor de
uma camara tipo CCD de 1/3” ( area sensivel de 4.2 x 3.1 mm). Pode-se determinar o
campo visto no monitor de video por:

campo de visdo = dimensdes do sensor / magnificagio total

Entre a lente € o sensor esta colocado um espelho refletor de vermelho ( RRM
) que, além de refletir mais de 99% da luz com A ~ 660nm, transmite em média 75%
da luz na faixa entre 400 e 420 nm e 85% da luz na faixa entre 480 e 500 nm (fig. 3.8
), possibilitando assim que a fluorescéncia chegue aos detetores sem grande

atenuacdo.
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fig. 3.8- espectro de transmitancia a 45° do espelho refletor de vermelho.
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Para se obter magnificagdo maior, ou seja | diminuigdo do campo de visdo,
fazemos o seguinte procedimento: aproximamos a objetiva da amostra, fazendo com
que a sua imagem se forme a uma distancia maior que 300mm. Rosqueando o tubo
que se encontra acima das fendas aumentamos a distincia entre a fenda e a objetiva de
modo que a imagem continue sendo formada no plano daquelas. Rosqueando o tubo
que se encontra abaixo das fendas diminuimos a distincia entre esta e a lente,
aumentando ainda mais a magnificagio. Finalmente deslocamos a camara CCD para

tras conseguindo uma imagem em foco.

Optica de Detecgiio

A funcio deste sub-sistema é coletar a luz emitida pelo indicador fluorescente
que se¢ encontra dentro da célula e leva-la, com a menor perda possivel até os
fotodetetores. Grande parte dos componentes Opticos utilizados para tal sio também
utilizados na parte de monitoragio. Assim, fomos obrigados a trabalhar com a
imagem formada nas fendas. A figura 3.9 mostra esquematicamente como a luz de
emissio ¢ dirigida até os fotodetetores.

A imagem formada pela objetiva no plano das fendas é composta por luz
vermelha, vinda do LED, e luz na faixa entre 400 e 500 nm, emitida pelo indicador
fluorescente que se encontra dentro da célula. O RRM separa estas duas faixas

refletindo A = 660nm para a cimara CCD e transmitindo a luz de 400 e 500 nm.
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fig. 3.9 - optica de deteccdo: 17 - fendas ajustaveis; 18 - lente convergente; 19 -
espelho refletor de vermelho RRM; 20 - cimera de T.V. tipo CCD; 21 - espelho
dicréico A = 445 nm; 22 - PMT com filtro A = 405; 23 - PMT com filtro A = 485.

Para que se possa utilizar o método da razdo a luz de emissio deve ser
dividida de modo que os sinais em dois comprimentos de onda diferentes possam ser
registrados, de preferéncia um de cada lado do ponto isosbéstico. Isto é conseguido
com o espelho dicroico A = 450 nm ( figura 3.10 ), que tem refletividade em torno de
95% para luz na faixa entre 380 e 430 nm e transmitincia média de 70% entre
475 e 500nm . Na entrada de cada fotomultiplicadora (PMT, fig. 3.9, itens 22 ¢ 23)
encontra-se um filtro para minimizar sinais esparios e estreitar a banda passante do
sinal luminoso. Na entrada da PMT que recebe o sinal transmitido pelo dicréico
450nm, encontra-se instalado um filtro de interferéncia com A igual a 495+10 nm. Na
outra PMT o filtro, também de interferéncia, possui A de 410+20 nm ( figs. 3.11 ¢

3.12).
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Um desenho completo do sistema éptico, integrando os sub-sistemas descritos
anteriormente, ¢ apresentado na figura 3.13.

fig. 3.13 - vista global do sistema 6ptico: 1- lampada; 2 - filtro calorico: 3 - dubleto
condensador; 4 - lente; 5 - filtro de interferéncia A = 365nm em suporte removivel; 6 -
shutter rapido e iris manual; 7 - tampa traseira com espagamento para passagem de
ar; 8 - entrada de ar; 9 - espelho dicréico A = 385nm; 10 - dispositivo para
movimentagdo da objetiva; 11 - estagio de microscépio; 12 - objetiva 40x ; 13 - porta
amostra. 14 - chave liga-desliga, 15 - potencidmetro; 16 - LED com lente
focalizadora; - 17 - fendas ajustaveis; 18 - lente convergente; 19 - espelho refletor de
vermelho; 20 - cdmera de T.V. tipo CCD; 21 - espelho dicréico A = 445 nm; 22 -

foto-multiplicadora com filtro A = 405; 23 - foto-multiplicadora com filtro A = 485.
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3.2 - Eletronica

Os fotosensores

Dentre os possiveis dispositivos fotosensiveis existentes no mercado optamos

por trabalhar com fotomultiplicadoras ( PMT’s ), por serem tradicionalmente os

dispositivos mais empregados na area de microscopia de fluorescéncia. Um tubo

fotomultiplicador tipico consiste de um catodo foto-emissivo, seguido por eletrodos

de focalizacdo, um multiplicador de elétrons e um anodo coletor de elétrons, todos os

elementos envolvidos em um tubo a vacuo ( fig. 3.14).

PMT tipo side-on fotocatodo de reflexido

REFLECTION MODE

PHOTOCATHODE
_ THOTOGATHODE
PHOTO- )
SENSITIVE
AREA DIRECTION OF LIGHT tZs

PHOTOELECTRON

fig. 3.14 - tubo foto multiplicador tipo side-on e foto-catodo de reflexdo.

Quando a luz atinge o fotocatodo, este emite elétrons no vacuo por efeito

fotoelétrico classico. Estes fotoelétrons sio entdio dirigidos pelos eletrodos de

focalizagdo até o multiplicador de elétrons, onde ocorre o processo de emissio

secundaria. Os elétrons secundarios sio coletados pelo anodo, gerando o sinal de

saida da PMT.
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Por causa da multiplicacio dos elétrons causada pelo fenémeno da emissdo
secundaria, as PMT’s exibem alta sensibilidade e, tomando-se as precau¢des corretas,
baixo ruido na faixa do ultra-violeta, visivel e infra-vermelho proximo.

Existem diversos fabricantes de PMT’s e cada um deles produz virios
modelos diferentes. Optamos pelo modelo R4220 fabricado pela Hamamatsu
Photonics. Esta ¢ uma PMT do tipo side-on, de alta sensibilidade, custo relativo baixo
e frequentemente utilizada em microscopia de fluorescéncia. Este dispositivo possul
um fotocatodo opaco de material bialcalino que trabalha no modo de reflexio e um
multiplicador de elétrons com estrutura tipo circular-cage com 9 estigios de
eletrodos ( chamados dinodos).

O fotocatodo de uma PMT utiliza a energia da luz nela incidente para hiberar
fotoelétrons. A eficiéncia de conversdo, ou photocathode sensitivity, ¢ uma fungio do
comprimento de onda da luz incidente, funcdo esta normalmente chamada de
resposta espectral. A curva de resposta espectral é dominada no lado de
comprimentos de onda grandes pelas caracteristicas de material do catodo. No outro
extremo, comprimentos de onda curtos, o determinante é o envolucro de vidro da
PMT. O modelo escolhido possui catodo de material bi-alcalino e janela de vidro que
transmite UV fazendo com que a curva de resposta espectral se estenda do ultra
violeta ao visivel com cortes em 185 e 710 nm (fig. 3.15).

A resposta espectral é expressa em termos da sensibilidade radiante ( S ) em
fun¢do do comprimento de onda, sendo S (Ampere/Watt, A/W) a corrente de
fotoelétrons que sai do catodo, dividida pela poténcia radiante incidente na PMT, em

um dado A .
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fig. 3.15 - resposta espectral da PMT modelo R4220 (Modificado da especificacio

fornecida por Hamamatsu Photonics, Japdo).

Os foto-elétrons emitidos do catodo sdo acelerados por um campo elétrico até
colidirem com o primeiro dinodo do multiplicador de elétrons. Ao se chocarem ao
dinodo estes produzem elétrons secundarios. Estes elétrons secundarios sio entdo
acelerados até o proximo dinodo e repetindo o mesmo processo varias vézes obtemos
uma alta amplificago de corrente. Uma pequena corrente de fotoelétrons no catodo
pode ser observada como uma alta corrente de saida da PMT.

A amplificagdo de corrente € simplesmente a razdo entre a corrente de saida,
ou corrente do anodo, e a corrente de fotoelétrons do catodo. Para a PMT escothida
o valor tipico de amplificagio de corrente é 1.2 x 10’ . A emissio de elétrons
secundarios por um dinodo depende fortemente do campo elétrico presente entre eles,
ou seja, em Ultima instdncia, da tensdo de alimentacio da PMT. Assim, o sinal de
saida da PMT ¢ extremamente sensivel a flutuagdes na fonte de alta tensdo. Assim,

esta fonte deve ser o mais estavel possivel.
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Uma das caracteristicas principais de uma PMT ¢ sua “corrente escura” (dark
current). Esta € a corrente que flui pelo anodo quando a PMT est4 sendo operada em
completa escuridio. A corrente escura e o ruido por ela introduzido sio fatores
criticos na determinagio da aplicabilidade de uma PMT em um certo experimento. As
principais fontes de corrente escura s3o: emissio termoibnica de elétrons; ionizagdo
de gases residuais da PMT; corrente de fuga pelos isolantes; emissdo de elétrons
devido ao campo. Seja qual for a origem desta corrente o seu efeito serd maior
quanto maior for a tensio de alimentagio. Assim os fabricantes aconselham a se

trabalhar em uma tensdo 20 a 30 % menor que a tensio méaxima,

Eletrénica associada as PMT’s.

A alimentagdo de uma PMT deve ser feita com uma fonte de alta tensio
(~1000 volts) e um divisor que distribui esta tensio pelos dinodos. Optamos por
adquirir junto com as duas PMT’s os socketes acoplados com divisores de tensio
(modelo E717-21) e as fontes de HV ( modelo C6260 ), também fabricados pela
Hamamatsu .

A alimentaciio da fonte de HV ¢ feita simplesmente com uma tensdo de 15
volts. A tensdo gerada por ela pode ser variada de 0 a 1250 Volts ajustando-se um
potencidmetro externo como ¢ mostrado na figura 3.16.

A saida de uma PMT € um sinal de corrente que dentro de determinada faixa é
linear com a intensidade de luz nela incidente. Como as PMT’s sio normalmente
acopladas a dispositivos que usam tensdo como sinal de entrada (registradores,
poligrafos, microcomputadores) é necessario fazer a conversio corrente/tensdo antes

de qualquer ligagio.
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fig. 3.16 - esquema de alimentagio da PMT.

A principio uma PMT ¢ uma fonte de corrente ideal, logo esta conversio
poderia ser feita simplesmente com uma resisténcia de carga. Com uma fonte ideal
podemos obter qualquer tensdo de saida aumentando-se a resisténcia. Na pratica, o
que se observa € que, se utilizarmos resisténcias acima de um certo valor,
deterioramos a linearidade do sinal de saida com relacdo & corrente.

Uma maneira simples de fazer a conversio corrente/tensio evitando o
problema acima ¢ utilizar-se de um amplificador operacional como no circuito

mostrado na figura 3.17. Para este circuito temos a tensio de saida © Vo= - L xRs .

[ PMT 3 Eﬂ -

|
+ I";rua _Ipfo
| 2

fig. 3.17 - circuito do conversor corrente / tensio.
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No nosso caso estamos interessados em detectar correntes entre 0.1 nA
(corrente no escuro das PMT’s) e 1 u A | que inclui com folga, a faixa de corrente
tipica correspondente a transientes de calcio em células cardiacas, estimada a partir
de dados obtidos em outros equipamentos. Pensando em um futuro sistema
computadorizado de aquisi¢io de dados definimos que o valor méximo de tensio de
saida para o nosso sistema deveria ser de 5 Volts, valor normalmente utilizado em
conversores analogico/digitais. Para obtermos uma tensdo de saida de 5 Volts em
1uA devemos utilizar uma resisténcia Ry = 5 MQ. O amplificador operacional
utilizado foi o LF 351 com entrada com transistor FET.

O circuito final com a eletrbnica associada s PMT’s ¢ apresentado na figura

3.18.
e 17 e 13
P73 ]
f473 M Qrann| ﬂ;l{
4 L LF351
%5’- p + G 1
7 ]
Eslern e WA % gﬁww 60n2
conl ] ! | ] e
purple—_| L~ signal
/ shield
1800V bhlack
260
¢6 PMT
R4220

fig. 3.18 - circuito eletrdnico associado as PMT’s.
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Filtros
O sinal de interesse (transiente de célcio, R) possui tipicamente a forma de
onda apresentada na figura 3.19. A figura 3.20 ilustra o espectro de frequéncia deste

sinal, obtido a partir da transformada de Fourier.

fig 3.19 - R medido durante um transiente tipico estimulado por campo (modificado

de Spurgeon et al., 1990).

transformada de fourrier do transiente da fig3.19

u.a.

12
10

i~ L A

fig 3.20 - transformada de Fourier do transiente mostrado na figura 3.19.
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Podemos observar que, para este transiente, as componentes com frequéncias
acima de 20Hz tem amplitudes muito pequenas comparadas com aquelas de
frequéncia abaixo de 12Hz . Desta forma desenvolvemos filtros com frequéncia de
corte em 25Hz, Butterworth, com oito polos, de modo a cortar agudamente todas as
frequéncias que nio nos interessam (Horowitz, 1994).

A curva de resposta em frequéncia do filtro ¢ apresentada na figura 3.21 .

Resposta do filtro Butterworth
1.000+

0.100+

ganho

G.010+

0.001 T ; T 1 T 1
0 10 20 30 40 50 60

freq. ( Hz )

fig. 3.21. - curva de resposta em frequéncia para os filtros construidos.

Aquisiciio do sinal

Uma vez filtrado o sinal das PMT tinhamos que decidir como registra-los de
maneira adequada para processamento e analise. Optamos por adquirir no mercado
nacional uma placa de conversio A/D (CAD 12/36, Lynx Tecnologia Eletronica Ltda,
Sdo Paulo, SP) e um software para aquisicio de dados (AgDados, Lynx Tecnologia

Eletronica Ltda, Sdo Paulo, SP).
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As caracteristicas principais da placa de conversio CADI12/36 sio listadas
abaixo:
- conversor A/D de 12 bits de resolugio,
- 16 entradas analogicas simples ou 8 diferenciais multiplexadas;
- 16 entradas digitais;
- 16 saidas digitais;
- suporte para interrupgdes;,
- base de tempo interna de 2MHz;

- suporte para DMA.

Divisor de sinal

Como o software de aquisicdio de dados ndo permitia que fizessemos
operag0es simples como a divisdo de um sinal por um outro, resolvemos construir um
circuito eletrbnico que fizesse esta operacio com os sinais analdgicos e adquirir sua
saida no canal zero.

O Divisor de sinais ¢ um circuito cuja fungio é realizar a divisio entre dois
sinais positivos, variaveis ou ndo (E1 e E3) e multiplicar o resultado por um terceiro
sinal positivo, E2.

O principio de funcionamento do circuito baseia-se na seguinte propriedade da
fungdo logaritmica: log a + log b - log ¢ = log a*b/c =k

Fazendo-se o antilog de k, obtem-se ab/c. Assim, para efetuar ( EIx E2 VE3,
o circuito efetua o logaritmo de E1 (bloco 1), adiciona este resultado ao logaritmo de
E2 (bloco 2), subtrai este valor do logaritmo de E3 (bloco 3) e o antilog deste sinal ¢

efetuado no bloco 4, conforme diagrama em blocos (fig. 3.22).
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fig 3.22 - diagrama de blocos do circuito divisor de sinais.

Os blocos I, 2 e 3 utilizam os chamados amplificadores logaritmicos para
efetuar o logaritmo da tensdo de entrada. Estes circuitos utilizam um transistor na
malha de realimentagdo do amplificador operacional (Amp. Op.). A relagio entre a
corrente de coletor e a tensio base-emissor para um transistor & tipicamente
logaritmica numa faixa que se estende desde alguns picoampéres até alguns
miliamperes,

Quando introduzimos na malha de realimentagio do Amp. Op. um transistor

na configuragio base-comum, obtemos entdo o circuito logaritmico, representado na

figura 3.23.
IC
—
I
IC e
vin Rl
BN
Vout
b
R2

fig 3.23 - circuito logaritmico: Vout = InVin
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O Bloco 4 utiliza um amplificador antilog para fazer o antilog do sinal de
entrada. O amplificador antilog é um circuito semelhante ao amplificador log, com a
unica diferenca de possuir o resistor e o transistor com suas posicdes invertidas. O

circuito antilog pode ser visto na fig. 3.24 -

1C
R1
A
IC
vin o~ »
Yout
T] et}

fig 3.24 - circuito antilog: Vout = ¢

Outros equipamentos que formam o setup

Nesta sec¢io descreveremos outros equipamentos que fazem parte sistema:
- fonte da limpada: fonte estabilizada digital modelo ETB-2248D (Entelbra,
Londrina, PR), tenso de saida ajustavel de 0.1 a 30 Volts e corrente maxima de 6A.
- fonte de alimentagdo dos filtros, divisor e estimulador: igual a anterior.
- camera e monitor de TV: modelo OSL-100 da CCD Observation System, com
sensor CCD de 1/3” | sensibilidade até 1 lux, utilizada em sistemas de seguranga.

- video cassete: modelo VC-1494B (Sharp).
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3.3 - Estimativa dos custos

Fazemos abaixo uma estimativa grosseira dos custos do conjunto experimental

desenvolvido.

itens valor em US$
- PMT’s, soquetes, shields magnéticos e fontes de alta tensdo..... 2,000
- fitros de interferéncia e dicrdicos ... 1,000
- objetiva e estagio de microscopio ... 1,000
- lentes, shutter, fendas e outros componentes opticos de menor valor.......... 1,000
- fontes da lampada e de alimenta¢io da eletronica das PMT’s... . 2,000
-cameraemonitorde TV ... 1,500
- video cassete ... 500
- bancada anti-vibragao ... 500
- tubula¢do e suportes da éptica................... 1,000
- outros circuitos eletrénicos menores................._ 500
-TOTAL e ~ 11,000

Um sistema completo para se fazer microscopia de fluorescéncia em células
isoladas pode ser adquirido por aproximadamente US$ 50,000 ( FOB).
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Capitulo 4

Testes de Bancada

O objetivo deste capitulo ¢ avaliar, do ponto de vista da Engenhania, o sistema
de microscopia construido.

Apds a montagem mecinica comecamos a fazer os ajustes na eletrdnica. O
primeiro problema encontrado foi o excesso de ruido, principalmente em altas
frequéncias. Uma das principais fontes de ruido era a fonte de 1000 Volts das
PMT’s. Minimizamos este problema separando os reguladores de tensio das PMT’s
do regulador de tensdo dos filtros. Houve necessidade de separa-los fisicamente,
alimentando-os com fontes diferentes. Obtivemos ao final das modificages um sinal
de tensdo com a fenda das PMT’s fechada ( corrente escura ) com um ruido menor
que 10 mV. Através do ajuste de offser dos filtros o sinal, nesta condigdo, foi ajustado
em zero volts,

Tipicamente o sistema se estabiliza em um periodo de 10 a 15 minutos devido
principalmente ao iluminador (tempo de aquecimento da ldmpada e das pecas em sua

volta).
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4.1 - Teste do lluminador

Um ponto crucial em um sistema de fluorescéncia ¢ seu iluminador. Este
conjunto de componentes opticos, descrito no item 3.1 (Optica de Excitacio), tem
como fungio fornecer 4 amostra a luz necessiria para a excitagio da molécula
fluorescente. E desejado que o iluminador possua as seguintes caracteristicas:

- Comprimento de onda e banda passante adequada ao indicador usado’ o filtro (ou
monocromador) utilizado deve ser escolhido de forma a minimizar fluorescéncias
espurias e também evitar proximidade com os comprimentos de onda dos filtros de
emissio.

- Estabilidade: a intensidade da luz de excitagdo ndo deve varar nem em altas
frequéncias ( gerando ruido nos sinais coletados pelas PMT) nem em baixas ( fazendo
com que a intensidade média varie). Apesar do método da razio minimizar o efeito da
falta de estabilidade até certo ponto, estas variagdes perturbam o andamento do
trabalho durante a coleta de dados. Como trabalhamos com amostras vivas, qualquer
variagdo nas intensidades registradas pode ser encarada como deteriorarizagio da
condi¢do da célula ou do indicador.

- Poténcia: como células cardiacas isoladas tém espessura da ordem de micrémetros, a
absorg¢do total de luz € muito pequena. A razio entre a luz absorvida e a luz incidente
pode ser deduzida a partir das expressdes encontradas no item 2 (Eq. 2.3):

In/ L= & ¢
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onde ¢ e & sdo respectivamente a concentracdo (— 50 uM, Berlin et al., 1994) e o
coeficiente de extingdio da substncia fluorescente ( ~ 34 x 10° cm™ M, Grynkiewicz
etal, 1985y e & a espessura da amostra (10 um, Hiroshi et al., 1996):

Le/To ~1,7x10%

Assim, € necessario que o iluminador forneca luz suficiente para que a pequena
parcela de luz absorvida resulte em intensidade emitida detectavel pelas PMT’s.

Para teste dos dois tltimos pontos foi necessario um fotdmetro sensivel 4 luz
com comprimento de onda da ordem de 350nm. Nio foi possivel encontrar no
mercado um fotdmetro apropriado e portanto resolvemos construir um prototipo, a
partir de um fotodiodo com resposta a radiacio ultra-violeta.

O corpo do sensor foi projetado de maneira a facilitar seu posicionamento no
estagio, sobre a objetiva, sendo facilmente alinhado no eixo optico do sistema.
Infelizmente, devido a um espagamento existente entre a superficie ativa do sensor ¢ a
sua janela de protecio ndo foi possivel fazer com que toda a luz transmitida pela
objetiva chegasse ao sensor. Contudo, tanto para se observar a estabilidade do
iluminador quanto para se comparar a intensidade de luz fornecida pelo sistema com a
de um sistema comercial este fato ndo se apresenta relevante. Para se estimar a
quantidade de luz total fornecida devemos usar os valores apresentados na figura 4.1.

Assim, a area iluminada pela luz UV que vem da objetiva é:
A ~ T0(4xtg40.5) ~36mm>

Como a area do sensor é de apenas 5.1 mm? multiplica-se o valor medido por 7

(~36mm’/ 5.1 mm’ ) para se obter a intensidade total de luz incidente.
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~ 4mm

MN.A.= 0.65

fig. 4.1 - Geometria da montagem para medicio da intensidade da luz de excitago.

A figura 4.2 ilustra a tensdo de saida do fotémetro para diversas poténcias da
lampada do iluminador. Podemos observar que para a poténcia maxima o ruido é de ~
2%. Como o ruido se mantem independente da poténcia da ldmpada provavelmente

parte dele ¢ gerado nio pelo iluminador em si mas sim pelo fotémetro utilizado.

Potencia (M)
300.0= 7 100 W

Ak,

290.0m 7

200.0m 1

150.0m 7
50 W

100.0m ¥

50.0n + | 20w

0.0y - et M

g 10 7 0 40 s

fig 4.2 - intensidade de luz ultra-violeta medida em funcdo da poténcia da lampada.
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Segundo as equagdes desenvolvidas neste trabalho (capitulo 2) a razdo das
fluorescéncias medidas, nos dois canais, independe da intensidade da luz de excitacio,
Para testarmos esta afirmac@o foi colocada sobre a objetiva uma amostra fluorescente,
a agua tonica comercial (que contém quinino, substincia usada como padrio de
fluorescéncia), e variamos a poténcia do iluminador registrando simultaneamente a
razdo. O resultado ¢ ilustrado na figura 4.3, Pode-se observar que apesar da relagio
sinal ruido ficar cada vez menor, o valor médio da razio se mantém constante até
intensidades de luz de excitagio da ordem de 30% do valor maximo. Ou seja, como
esperavamos, a diminui¢do da intensidade de luz diminui a precisdo das medidas mas

nfo sua acuracia.
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fig 4.3- razdo de fluorescéncia (F1/F2) para diferentes intensidades de luz de

excitagdo. Em t = 40s a poténcia da limpada é aproximadamente 30% da inicial.
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4.2 - Linearidade do Sistema de Deteccio

O objetivo deste teste foi determinar se cada conjunto PMT, Conversor I/V e
Filtro de Sinal tinha uma resposta linear em relacdio a intensidade de luz incidente nas
PMT’s. Utilizamos entfo uma série de filtros opticos de espectros conhecidos para
atenuar a luz gerada por uma fonte fixa e registramos o sinal de saida do conjunto. O

espectro de cada um destes filtros é mostrado na figura 4.4 abaixo.
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fig 4.4 - curvas de transmitancia dos filtros de densidade. Valores de transmitancias

nominais: a)e b) 50 % para ambos; ¢)12% e d) 3 %.
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Posicionamos uma fonte de luz no eixo dptico do sistema, acima da objetiva,
usando um pé pesado para sustenta-la. Ajustamos a posicdo desta fonte e a abertura
das fendas de modo a obter uma luminosidade tal que para cada canal (canal-1, A=
410nm, azul; canal-2, & = 495nm, verde) tivéssemos um sinal de ~5 Volts. Colocando
os filtros sequencialmente (conforme coluna 1 da tabela 4.1) obtivemos registros
como os mostrados na figura 4.5 . Para cada canal obtivemos 10 registros abrangendo

uma faixa dindmica de ~ 10°.
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fig 4.5 - Intensidade de Iuz para diversas combinag¢des dos filtros de densidade. a) -
canal-1 e b) - canal-2. Nivel superior do sinal: intensidade de luz sem filtro. Niveis
inferiores: cada nivel corresponde a uma combinagio de filtros conforme coluna 1 da
tabela 4.1,

Dividindo o sinal obtido com cada conjunto de filtros pelo sinal imediatamente
anterior conseguimos os valores de transmiténcia apresentados na tabela 4.1.
Nas tabela 4.2 encontram-se os resultados da regressio linear de cada conjunto

de dados. Na figura 4.6 podemos ver a correlagdo existente entre a intensidade de luz
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incidente e o sinal de saida. As retas apresentadas (fig.4.6) sdo resultantes da

regressdo linear dos dados obtidos.

Tabela 4.1 - Dados de transmitancia obtidos para os canais azul e verde

Filtros Canal-1 Canal-2
transm. nominal |transm. medida | transm. nominal | transm. medida

5 0.480 0.528 0.490 0.500
5x.5 0.230 0.262 0.230 0.267
12 0.104 0.120 0.110 0.126
12x.5 0.050 0.068 0.054 0.060
.03 0.026 0.029 0.026 0.032
03x.5 0.012 0.015 0.013 0.016
03x.5x.5 0.006 0.008 0.006 0.008
03x.12 0.003 0.003 0.0028 0.004
03x.12x.5 0.0013 0.0018 0.0014 0.0019
03x.12x.5x.5 0.0006 0.0008 0.0007 0.0009
Pode-se observar que a relagio entre as intensidades relativas medidas e a

transmitdncia dos filtros € linear (parametros da regressdo mostrados na tabela) e que

a inclinacdo da reta vale aproximadamente 1 como esperavamos

Tabela 4.2 - resultados da regressdo linear.

canal Slop r P
azul 1.102 0.9993 <0.000]1
verde 1.038 0.9966 < 0.0001
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Linearidade do sistema de deteccio

canal 1 canal 2
075 0.75-’
0.50 G50
0.25 025 >
trans. meflida trans. medida
g.0o* ¥ T ¥ T 1 0.00" T T T T i —
6C 01 D2 03 04 05 05 08 01 082 03 04 05 08
transmitancia nominal transmitancia nominal

fig. 4.6 - Curvas mostrando a linearidade do sistema de detec¢@io com relagio a luz

incidente.

O desvio obtido na inclinagdo pode ser devido a dois fatores: (a) erro na
determinagdo da transmitdncia nominal para cada filtro. Para determinar esta
transmitancia escolhemos os valores A1 =400nm e A, = 500nm desprezando a banda
passante de cada filtro. (b) erro na composicio dos filtros. Devido a reflexdes
miltiplas, uma vez que associar dois filtros de transmitancia 0.5 nio & equivalente a

um filtro de 0,25 .

4.3 - Alinhamento Optico

O objetivo deste teste foi determinar se havia alinhamento dos eixos Opticos do

sistema, ou seja, certificar de que o objeto visto no monitor de TV era realmente a

fonte da luz que chega as PMT’s. Para isto foi utilizada, como objeto, uma
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microesfera de vidro, fluorescente, de 15 um de diimetro (Molecular Probes,Inc.,
Eugene, OR, EUA) e aplicado o protocolo apresentado a seguir:
- a microesfera foi depositada em uma laminula de vidro e esta foi colocada no estagio
do sistema de fluorescéncia.
- Pela observagiio da microesfera no monitor de TV o foco foi ajustado e as fendas
fechadas de modo que a imagem vista fosse somente da esfera. Neste ponto a esfera
estava sendo iluminada somente pela luz vermelha do LED.
- iluminando a esfera com a luz ultra-violeta obtivemos entioc um sinal de
fluorescéncia no canal-2. Infelizmente a esfera s6 emitia em torno 500 nm que
corresponde ao canal-2 o que nos impossibilitou de verificar o alinhamento do eixo
azul com este protocolo.
- modificando a posi¢o da esfera vista no monitor registramos as intensidades de luz
emitidas. O registro ¢ um desenho esquematico das posigdes sdo apresentados na
figura 4.7.

Como se pode observar, o maximo da emissio ocorre quando a esfera esta
centrada na janela, o que significa que o eixo optico relacionado ao canal-2 (luz

verde) esta alinhado com o eixo dptico relacionado i monitoragio ( luz vermetha),
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fig 4.7- teste do alinhamento do sistema: a) registro da intensidade de luz medida no
canal 2 quando a posigdo da esfera fluorescente ¢ modificada. b) esquema das

posi¢des da esfera.
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Para teste do alinhamento do eixo azul foi necessario utilizar outra metodologia.
Para este teste foi utilizada a dgua tbnica como amostra. A agua ténica emite luz
verde e azul em uma propor¢io bem definida e € bastante estivel com relacio a
fotodegradagdio. O protocolo utilizado foi o seguinte:
- a agua tdnica foi colocada em uma cimara de perfusio preenchendo todo seu
volume.
- as fendas foram posicionadas de modo que a janela ocupasse todo o monitor de TV.
- A intensidade de luz ultra-violeta foi aumentada até que o sinal no canal azul se
aproximasse de 5V.
- A fenda superior foi entdo fechada, registrando a razdo entre as duas intensidades.

- em seguida foi feito o mesmo para a fenda inferior.

Pode-se observar na figura 4.8a que, ao fecharmos a fenda, a raziio média se
mantem constante, indicando que com relagio a esta diregiio, o eixo azul esta
alinhado com o verde. Ha diminui¢io da relagdo sinal/ruido pois a cada passo é
reduzida a intensidade de luz em cada canal. Ao fecharmos a fenda na outra diregio
(figura 4.8b) uma flutuagdo da razio ¢ observada. Provavelmente esta flutuagio ndo ¢
causada por desalinhamento, pois se assim fosse, a razio deveria ir monotonicamente
a zero durante o fechamento. Esta flutuagdo deve ser provocada por algum tipo de
reflexdo espiria dentro das tubulagBes. Nio nos preocupamos em resolver este
problema pois ele ocorre para aberturas de fenda inferiores as utilizadas durante

experimentos.
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fig 4.8 - Razdo versus abertura da fenda, na presenga de agua tonica como amostra.

De 10 em 10 segundos a fenda era reduzida até que em ~50 segundos a abertura era

de ~10um. a) fenda superior; b) fenda inferior
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Capitulo 5

Testes Biologicos

O objetivo deste capitulo é averiguar se o sistema de microscopia construido
tem sensibilidade para detectar as variagdes da concentragio de calcio que ocorrem
dentro da célula cardiaca durante uma contragio. Vamos descrever o material
utilizado nos testes, o sistema e o protocolo de isolagdo de células e finalmente os

testes que fizemos utilizando o sistema de microscopia.

5.1 - Material Utilizado nos Testes Biolégicos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando de 300 a 400 gramas,
provenientes do biotério do Centro de Engenharia Biomédica ( CEB ) da UNICAMP.
Os animais foram alojados em gaiolas coletivas recebendo agua e ragio “ad libitum”

e ndo sofreram qualquer manipulagdo experimental até o dia de serem utilizados.
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Solucdes

Durante os testes com células foi utilizada a solu¢do de Krebs-Henseleit (KH)
com a seguinte composicio ( mM ): NaCl 126,4; KCI 4,6; KH.PO 1.2; MgSO, 1,2;
NaHCO; 13.6; CaCl; 1,0 ; GLICOSE 11,11 ;pH 7,4 2 22 °C | saturado com 95% de
0., 5% de CO,.

Para isolagio de células foram utilizadas trés solugdes: a solugio de Krebs-
Henseleit modificada (KH-isol) em mM: NaCl 131,4; KCl 4.6; KH>PO 1.2; NaHCO;
8,5, MgS80, 2,4; GLICOSE 11,11; pH 7,4 a 22 °C , saturado com 95% de 0, 5% de
CO:. A solugio de Tyrode (Ty) em mM: NaCl 140; KCl 6; MgCl; 1,5; CaCl; 1,0;
Hepes 5 ; GLICOSE 11,11; pH 7.4 a 22 °C ¢ a solugdo de Tyrode modificada (Ty-
isol) em mM: NaCl 140, KCl 4,5; MgCl; 2,4; Hepes 5; GLICOSE 11,1; pH 7,2 a 22

°C, ajustado com NaOH.

Estimulader Elétrico

Para estimular eletricamente as células cardiacas foi utilizado um estimulador
construido no CEB ( projeto do Dr. C.M. de Godoy) com as seguintes
caracteristicas:
- tensdo maxima: 15V,
- corrente maxima : 100mA;
- frequéncia regulavel: 0,1 a 10 Hz;

- durag@o do pulso bipolar: 0,5 a 18ms.
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5.2 - Isolacio de Células Cardiacas

O Sistema de Isolacio

Este sistema consiste basicamente de um aparato tipo Langendorff modificado
para permitir a troca da solugdo de perfusio. O aparato é mostrado de maneira
esquematica na figura 5.1.

Apoiado em uma base feita de granito com hastes de latdo temos trés frascos de
vidro com camisa externa por onde passamos agua a temperatura controlada. Esta
agua € bombeada em circuito fechado por um equipamento que contem também uma
resisténcia de aquecimento controlada por um circuito eletrénico. Chamamos este
equipamento simplesmente de “controlador de temperatura” (construido no Centro de

Engenharia Biomédica da Unicamp).

controlador
de
Temperatural -

fig 5.1 - desenho esquematico do sistema de isolacio de células: 1 e 2, frascos para as
diferentes solugdes, 3, frascos para recolhimento da solugiio apds a perfusdo

coronariana; 4, bequer para recirculagio.
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A temperatura dos frascos e das solugdes neles contidas pode ser variada e
estabilizada em qualquer ponto entre temperatura ambiente e 50 °C. Durante o
isolamento de células a temperatura do perfusato € mantida a 37 °C. A recirculacdo da
solugdo ¢ feita manualmente e o frasco 3 tem a funcdo de manter constante a
temperatura da solugdo que ja perfundiu o coracdo, até que ela seja colocada de volta

em um dos frascos superiores. Para esta operagio utilizamos um bequer comum.

O Protocolo de Isolacao de Células

- O animal ¢ sacrificado por concussio cerebral 15 a 20 minutos apos a injegdo de
heparina, substancia anti-coagulante ( 2000-5000 UL, ip. )

- 0 coragdo € dissecado e imerso em solugio KH-isol;

- a aorta ¢ canulada e o coragdio é perfundido retrogradamente com KH-isol por3as
min ( preparagdo de Langendorff). Esta perfusdo 6 feita para se remover o sangue das
cdmaras cardiacas e vasos coronarianos;

- a solugdo de perfusdo ¢ trocada para a KH-isol contendo colagenase ( 0.7 - Img/ml,
Worthington,USA) ¢ protease (0.04 - 0.08 mg/ml, Dispase, Boehringer-
Mannheim, USA);

- apos 3 a 10 minutos na presenga das enzimas, o coracdo é novamente perfundido
por KH-isol durante 2 minutos e entdio removido do aparato;

- 0s ventriculos sdo cortados em pequenos pedacos que sdo agitados levemente em
temperatura ambiente em Ty-isol por 5 minutos. Em seguida o tecido ¢ fragmentado
em pedagos ainda menores e novamente agitado por mais 5 minutos;

- as suspensdes de células sdo filtradas e deixadas sedimentar por 15 min;



- em 4 lavagens sucessivas, 0 sobrenadante é removido e substituido por Ty-isol

contendo concentragdes crescentes de CaCls, até atingir ImM.

5.3 - Carregando as células com o indicador.

Uma vez obtidas as células, o passo seguinte é carrega-las com o indicador
fluorescente (Bassani et al., 1994). Por este procedimento ser bem discutido na
literatura (Moore, et al., 1990) vamos descrevé-lo aqui bem resumidamente:

- células isoladas sdo colocadas em uma camara de perfusio. O fundo desta cimara,
formado por uma laminula de vidro, ¢ tratado com colageno, para aumentar a adesdo
celular;

- 0 excesso de células e as células que ndo aderiram a laminula sdo lavados com KH.

- 200 microlitros de solugdo contendo 10uM de indo-1 e pluronic (Molecular Probe,
USA) sdo colocados na camara;

- as celulas sdo incubadas por 20 min a temperatura ambiente (22°C);

- as células sdo entdo perfundidas com KH por 40 min para que haja a remocio do
indicador que ficou fora das células. Apos este periodo a fluorescéncia aumenta um
fator ~ 4 com relagfo & autofluorescéncia da célula.

A tabela 5.1 contem o valor da fluorescéncia em cada canal para 8 células, antes
do processo de carregamento (auto-fluorescéncia), durante a incubagdo (20 min apos
seu comego) e depois do periodo de deesterificacdo (ap6s os 20 min de incubagio e

40 min de lavagem).
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Tabela 5.1 - Fluorescéncias antes, durante e depois do processo de carregamento.

Todos os valores sio dados em milivolts,

auto-fluorescéncia | 20 min de carregamento apos deesterificagiio
celula canal 1 | canal 2 canal 1 canal 2 canal 1 canal 2
1 41 28 I 82 125 71
2 53 28 219 143 156 87
3 47 25 315 242 131 86
4 83 49 502 359 529 321
5 50 35 400 241 289 171
6 110 42 295 213 157 97
7 29 15 163 136 220 123
8 50 28 198 133 130 73

A figura 52 ilustra um registro tipico realizado durante o processo de

carregamento.
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fig 5.2 - sinal registrado (V) em cada um dos canais durante o carregamento: 1-
autofluorescéncia da célula; 2- sinal de fundo, sem a célula na janela; 3- fluorescéncia
da célula com indo-1, 20 min apos carregamento; 4 - sinal de fundo com solugio
contendo indo-1 AM ; S - fluorescénecia da célula carregada em repouso, apos

lavagem do indicador ndo deesterificado; 6- sinal de fundo, sem a célula na janela.
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5.4 - Transientes de calcio e o tratamento de dados escolhide

Uma vez que tinhamos em mios células cardiacas isoladas e carregadas com ©
indicador indo-1, o passo seguinte seria estimular estas células e tentar medir as
variagOes de R (razdo de fluorescéncia) durante uma contracgio.

A figura 5.3 ilustra os registros ( dados sem processamento ) obtidos durante

uma sequéncia de estimulos a frequéncia de ~ 0,6 Hz.
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fig 5.3 - fluorescéncias medidas nos canais 1 e 2 (registros inferior e central) e raziio
entre elas (registro superior). Taxa de aquisicio 1000Hz e filtragem eletronica em

25Hz. Estimulagio elétrica da célula em ~ 0.6Hz.
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Podemos observar que, apesar do sinal estar completamente mascarado pelo
ruido no canal 1 e pouco nitido no 2, o transiente se mostra mais evidente na razio
entre estes dois sinais.

Para melhorar a qualidade do sinal, o primeiro passo foi reduzir a posteriori a
taxa de amostragem de 1000 para 50Hz, substituindo cada 20 pontos pela sua média
(fig 5.4). Este procedimento diminui o ruido dos sinais sem atenuar significativamente
as componentes do sinal abaixo de 25Hz, que mais nos interessam. A redugdo da taxa

pela média ¢ feita pelo proprio programa de aquisicéo.

FIfF2 7
2900
2000 1
1.500
1000

g

fig 5.4 - razdo entre sinal F1 ¢ F2 com taxa de amostragem reduzida de 1000 para

50Hz substituindo cada 20 pontos pela média.

Apos a redugdo optamos por fazer o alisamento dos dados (smoothing) em um
outro programa. Os resultados obtidos apds este tratamento estio apresentados nas

figuras 55e 5.6.
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fig 5.5 - razdo com taxa de amostragem reduzida de 1000 para 50Hz e alisamento

com 6 vizinhos (smth7).

reducdo p/ 50 Hz - st 5

rado

fig 5.6 - razio com taxa de amostragem reduzida de 1000 para 50Hz ¢ alizamento

com 14 vizinhos (smth15).

Optamos por tratar todos os dados como na figura 5.5 pois, a nosso ver, este

tratamento possibilita a determinagiio do valor de pico do transiente com precisio

maior do que o obtido com o tratamento da figura 5.4 e ndo deforma tanto o

transiente quanto o tratamento mostrado na figura 5.6 .
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5.4 - Potenciaciio Pos-Pausa

O primeiro transiente apos uma pausa da estimulacio tem amplitude diferente
do transiente em regime (SS) em varias espécies animais. Em ratos, tanto a resposta
contratil como o transiente de calcio pos-pausa tem suas intensidades aumentadas, a
chamada potenciagio pos-pausa. A figura 5.7, obtida em nosso sistema, ilustra este
fenémeno como tipicamente observado em midcitos ventriculares de ratos (Bassani &

Bers, 1994).

Pausa 165

B t{s]

fig 5.7 - transientes (da razio de fluorescéncias) pds-pausa estimulatoria de 15s.

O resultado observado serve como ilustrativo da capacidade do sistema
desenvolvido de detectar pequenas variagdes da razio de fluorescéncias. Além disso,
a resposta dentro do resultado esperado ¢ indicativa da boa condicio das amostras

utilizadas,
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5.5 - O transiente em resposta i cafeina

A aplicagdo rapida de cafeina causa um transiente de Ca?* de amplitude e
duragdo maiores que os obtidos por estimulagio elétrica, acompanhado de uma
contratura da célula causada pela liberagio de todo o contetido de Ca®* do RS,
induzida pela cafeina ( Bers, 1991 ),

A figura 5.8 ilustra um transiente de R devido a aplicacdo rapida de cafeina
(10mM). A indugdo de transientes de Ca** por aplicagdo de cafeina constitui-se em
técnica amplamente utilizada para avaliagio do conteudo de Ca® do RS ( Bassani et

al., 1992; Varro et al., 1993).
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fig 5.8 - transiente de calcio (razdio) em midcito isolado de rato, induzido por

aplicagdio rapida de cafeina,

A célula, neste caso, exibe uma potente contratura ( observada no monitor de
TV) retornando posteriormente ao seu comprimento inicial. A amplitude da razio de
fluorescéncia e da contracio (esta ultima ndo registrada neste trabalho) sdo maiores
que aquelas observadas durante estimulacio elétrica regular.
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Resultados e Discussdo

Bases Tedricas

Apresentamos os aspectos basicos do fendmeno da fluorescéncia e obtivemos
as expressoes para as quantidades de luz absorvida (Eq. 2.3) e emitida (Eq. 2.4) por
uma amostra de baixa absor¢iio. Vamos agora focalizar nossa atenc¢do ao estudo de

[Ca’']; em midcitos cardiacos isolados, usando o indicador indo-1. Considerando que
3, a espessura da célula, ¢ tipicamente ~10 um (Hiroshi et al., 1996), ¢ ~50 uM
(Berfin et al., 1994) e £ ~ 34 x 103 cm~1 M- (Grynkiewicz, et al., 1985), a fragdo da
luz de excitagdo que é realmente absorvida é Iap/ I; ~ 1,7 x 10°. Qs valores de O
para o indo-1 sdo 0,38 e 0,50 nas condigdes livre e ligado, respectivamente
(Grynkiewicz, et al., 1985). Se a banda passante ¢ + 10 nm, entio P(A)dA no pico

do espectro sera cerca de 15% de Q. Assim a razio luz emitida para luz incidente sera

ITj~ 10" Este ja é um resultado til, tanto para o projeto de instrumentagdo, quanto

para propositos experimentais, especialmente se lembrarmos que ha necessidade de se
efetuar as medigSes em uma condi¢do na qual a relacio sinal-ruido seja aceitavel E

facil imaginar que, para um nivel de sinal da ordem do apresentado acima, qualquer
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[uz espuria, no ambiente ou ndo filtrada adequadamente, podera ser um grande

problema ¢ inviabilizar as medicdes.

Da equagdo 2.11, é possivel calcular [Ca™], desde que os pardmetros de

calibragdio e & sejam conhecidos. A partir das equagdes 2.5, 2.7 e 2.8, podemos

obter:

Em [ CfEf Pf (}ul) dll + Cp €1 Pb(l;) d?\.;] / [ Cr &¢ 'Pf(?\.z) d?\.z + Cy 8y Pb(;\.z) dlz ]
Este resultado nos permite concluir que & e, consequentemente [Ca”’], sdo

independentes da 4rea e da espessura da amostra. Esta informagio é muito importante
quando trabalhamos com amostras que podem, por exemplo, contrair-se, produzindo

quantidade suficientemente grande de artefato de movimento, como € o caso das

células musculares cardiacas. Da equacfio acima, pode-se verificar também que & ¢

independente da luz de excitagdo.

Ao analisarmos o significado microscopico de Znin € Brax . VEMOS que estes
parAmetros sdo altamente dependentes dos espectros de emissdo das moléculas do
indo-1 nos estados livre e ligado, bem como dos comprimentos de onda de emissdo e
da largura das bandas passantes do sistema de detecgdio. Como o espectro do indo-1
depende da composi¢io do meio no qual ele se encontra (Hove-Madsen & Bers,
1992) deve-se ter a cautela, ao trabalhar com amostras biolégicas, de determinar estes
pardmetros na amostra e preferencialmente em cada experimento. Os pardmetros de
calibragio Rpi, € Rmex dependem ainda das caracteristicas oOpticas de cada canal de
medigdo. A consequéncia destas observagdes € que, gqualquer modificagio dos

componentes Opticos, como, por exemplo, substituicdo de filtros de interferéncia,
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alinhamentos opticos, ou mesmo mudangas no didmetro da iris em microscopios
confocais, torna necessaria uma nova calibragao.

E importante notar que B, pardmetro frequentemente considerado como
dependente do equipamento de medigio (setup dependent), na realidade ¢ altamente
dependente das caracteristicas de absor¢iio e emissio do indicador. O valor deste
parametro de calibragdo determinado para um dado tipo celular, por exemplo, nio
serd necessariamente o mesmo para outros tipos de célula. Ao contrario de Ry e R
. B depende fortemente do comprimento de onda da Juz de excitagdo, sendo que uma
mudanga de 355nm para 365nm pode mudar este pardmetro por um fator 2.

O pardmetro Kq ¢ um fator multiplicativo (Eq. 2.11), o que implica que
modificagdes neste parimetro afetam de modo linear a [Ca™"] estimada. A condigdo
ideal seria determinar K4 em cada condi¢io experimental particular. Infelizmente,
devido a dificuldades técnicas, observa-se frequentemente na literatura o uso de
valores de K¢ determinados in vitro para a calibragio de sinais obtidos em

experimentos com células intactas. Vérios fatores podem afetar Kq. Por exemplo, K

¢ afetado significativamente pela temperatura. A 23 °C, o K4 do indo-1 obtido in
vitro chega a 440 nM (Bassani & Bers, 1995), o que é quase o dobro do valor mais
comumente usado, de 250 nM a 37 °C (Grynkiewicz et al., 1985). Talvez o fator que
mais dramaticamente afete K seja a presenca de proteina, cuja concentragio é alta no

ambiente intracelular. Ha relatos de que proteina, além de mudar o espectro de

emissdo, também aumenta o Kg do indo-1 e do fura-2 (Konishi et al., 1988; Hove-

Madsen & Bers, 1992, mas veja também Westerblad & Allen, 1996). Um valor de K

de 0.84 uM para indo-1 foi recentemente estimado em midcitos cardiacos isolados
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intactos (Bassani et al., 1995). Estas observagdes apontam para os riscos do uso de

valores de Kd obtidos in vitro para experimentos i1 vivo. Embora a determinacio de
Kd in vivo ndo seja teoricamente necessaria para cada experimento, mas apenas para

cada tipo celular estudado, o procedimento € complicado e demorado. Ainda ha a
necessidade do desenvolvimento de métodos mais simples para a determingiio do K¢
in vivo.

Um modo de simplificar a calibragio seria o uso de A; no ponto isosbéstico.
Uma vez que este comprimento de onda de emissdo ¢ independente da {Ca®'], B seria
igual a I e, portanto, Kd-B = K{ (veja equagdo 2.11). Porém, deve-se ter cuidado
com as condicdo experimentais, uma vez que Hove-Madsen & Bers (1992)
mostraram que o ponto isosbéstico do indo-1 encontra-se desviado em midcitos
permeabilizados, com relagio ao obtido em solugdo aquosa (compare as figs. 3A e 3C
do trabalho supra-citado).

Ao analisarmos o efeito de se medir as razdes com um equipamento nio ideal,
pudemos verificar que [Ca”'] estimado ndo se altera mesmo quando as eficiéncias
opticas de cada canal sdo diferentes (fig 2.6). Este resultado deve ser analisado com
cuidado, pois ele 50 € valido se as constantes de calibracio e os valores de R forem
obtidos com as mesmas eficiéncias. Caso Y em um dos canais seja alterado depois da
determinagdo dos paridmetros, por exemplo alterando-se a tensio da PMT, estes
pardmetros ndo sdo mais validos.

No anexo do capitulo 2 mostramos que a trajetoria dos pontos F = (F, , F; )
para uma dada amostra ¢ descrita por uma reta, se a quantidade de indicador, a luz de
excitagdo e a area da amostra se mantém constantes. A inclinacio desta reta é

determinada apenas por constantes relacionadas a absorgiio e emissio de luz pelo
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indicador. Assim, este resultado pode ser usado de maneira interessante na
determinagio do efeito de um dado composto quimico sobre o indicador. Uma
mudanga na inclinagio da reta apos a aplicagdo do composto indica claramente que B
foi alterado (equagdo 2.21), invalidando a calibragio feita anteriormente.

Analisando as figuras 2.7a e b, podemos concluir que a subtragio incorreta de
um background pode gerar duas consequéncias bastante diversas. Em um dos casos,
0o < Obg < O , teémos a diminuicio da faixa dindmica de R |, no outro, o > Olyg OU
Oy > Ol , temos uma situagdo onde a conversdo de R para [Ca®'] pode se tornar
impossivel.

Obtivemos a equagdo 2.21 que nos permite chegar ao valor de B utilizando
somente razdes de fluorescéncias, ou seja, sem a necessidade de medirmos
fluorescéncias absolutas, como ¢é feito nos métodos tradicionais. Como trabalhamos
com células que se contraem, esta possibilidade tem grande importancia pois, na
maior parte dos casos, ha perda do indicador entre a situagdo de baixo e alto calcio, o
que interfere nos resultados. Obtivemos também um limite tedrico para o valor de f,
0 que pode auxiliar na analise dos dados obtidos.

Ao determinarmos um experimento a ser feito, ¢ fundamental determinarmos
se 0 equipamento utilizado tem sensibilidade na faixa de variacio de [Ca®’) que
pretendemos medir. Determinamos a fungdo S (equacgio 2.25) com o objetivo de
ajudar nesta analise. Verificamos que o maximo de sensibilidade (equagdo 2.26) esta

sempre em um valor de Ca®" abaixo de uma unidade de K B (tipicamente 0.5*KdB), e
ndo em KdB, como poderiamos supor a partir da curva sigméide que descreve a

relagio entre R e pCa. Vemos também (equagio 2.27) que o valor de S é sempre
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menor que 1. A consequéncia imediata deste fato € que o curso temporal do
transiente de Ca ¢ sempre mais rapido do que do transiente de R.

Ao analisarmos o erro sistematico introduzido na estimativa de [Ca®’] causado
por um erro na determinagio de Ry, , mostramos que este erro ndo € simétrico
(equagdo 2.28), ou seja, um erro de 10% em Ry, introduz na estimativa de [Ca®’]
um erro maior que um erro de -10%. Assim, argumentamos que a utilizac3o da média
de Ruin de uma populagdo como parimetro de calibracio ndo minimiza o erro global
do experimento. Propusemos entdo que fosse utilizado como Rus ¢ extremo inferior
do intervalo de confianga para 95%, de modo que a grande maioria das células
estudadas tivessem seu R, maior do que o pardmetro utilizado. E dificil avaliar o
quanto este procedimento contribui para a diminui¢io do erro global, entretanto
pode-se garantir que, pelo menos ao se trabalhar em uma faixa de baixo célcio, o
numero de experimentos perdidos devido a impossibilidade de conversio de R para

[Ca®"] deve diminuir de um fator 10 (de 50% para 5%).

O sistema de fluorescéncia
Conseguimos satisfazer todos os requisitos estabelecidos construindo o
sistema descrito no capitulo 3, que conta ainda com as seguintes movagdes:

- 0 sistema, ao contrario dos sistemas comerciais, nio é montado em torno de um
microscopio invertido. Isto, além de minimizar os custos, possibilita o trabalho em um
ambiente com maior espago e diminui a necessidade de manutengio;

- 0 iluminador tem como fonte uma lampada halogénica, de baixo custo e alimentagdo
simples. Esta ldmpada pode ser ligada e desligada durante o experimento, em periodos

em que ndo esta se medindo fluorescéncia, diminuindo o aquecimento, consumo de
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energia e producdo de ozonio. Esta limpada ndo emite tanta luz UV como as
lampadas de arco, mas como o indicador indo-1 pode ser foto-degradado por excesso
de luz, o uso de altas intensidades pode prejudicar os experimentos. A intensidade de
luz emitida pela 1dmpada halogénica se mostrou suficiente.

- trabalhamos com uma objetiva de fluorescéncia seca, que, além de menos onerosa,
exige menor cuidado no dia a dia. Esta objetiva coleta a luz em um 4ngulo inferior ao
da objetiva de imersdo, mas a eficiéncia Optica global do sistema se mostrou
satisfatoria.

- a optica ¢ ajustavel, de modo que podemos aumentar a magnificagio da imagem
aumentando a quantidade de luz coletada (modificando a w.d.). Esta caracteristica é
interessante quando se trabalha com amostras pequenas, com sinal baixo.

Apesar do custo do sistema ser muitas vezes inferior ao de sistemas
comerciais, ha ainda a possibilidade dele ser diminuido com modificacdes simples,
como a substituicdo de fontes varidveis de tensdo por fontes fixas. Ha também
modificagdes que melhorariam o sistema como um todo, como o uso de lampadas
frias de UV, que baixam o consumo de energia e diminuem o calor dissipado. Uma
modificagdo mecanica simples que afeta diretamente a acuracia das medicdes é a
substituicdo das fendas que se fecham sempre em um sentido por fendas que
pudessem ser giradas. Este tipo de dispositivo possibilitaria que trabalhassemos
sempre com a c€lula ocupando toda a janela, o que diminuiria o ruido de fundo nas

medidas.
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Testes de bancada

O teste do iluminador mostra que este gera pouco ruido em alta frequéncia
(fig. 4.2) e tem intensidade de luz constante apés um periodo de estabilizacdo térmica.
Utilizando uma amostra fluorescente, pudemos constatar que a razdo medida ¢
realmente independente da intensidade de luz de excitagdo (fig. 4.3). No entanto,
observamos uma diminuigio severa da razdo sinal-ruido quando a luz de excitacdo é
muito pequena.

Um requisito fundamental para que os valores de R possam ser corretamente
convertidos para [Ca’" | é que haja relagdo linear entre a luz que incide sobre as
PMTs e o sinal registrado. O teste de linearidade mostrou que, em uma faixa dindmica
de 10°, esta relagao se mantinha, sendo que para o canal 1 o valor de r° foi 0.9993 e
para o canal 2, 0.9966. Os valores da inclinagio da reta foram 1.102 para o canal
azul € 1.038 para o verde. Este desvio de 10 e 4% do valor esperado pode ser
explicado por dois fatores: primeiro, é dificil determinar-se o valor real do
comprimento de onda maximo da banda passante de cada canal , pois esta faixa é
dada por uma composicio dos espectros de transmitincia de cada um dos
componentes opticos do sistema, segundo, a composicio de dois filtros de densidade
ndo € equivalente a um filtro com transmitancia igual ao produto das transmitancias
dos dois filtros. Isto porque, quando sobrepomos dois ou mais filtros, aumentamos o
numero de interfaces, causando reflexdes multiplas que diminuem a transmitincia
total.

O teste de alinhamento tinha como objetivo determinar se havia um
alinhamento dos eixos épticos do sistema. Ou seja, queriamos nos certificar de que o

objeto visto no monitor de TV ¢ realmente a fonte da luz que chega as PMTs. Este
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teste foi feito em duas etapas, pois a microesfera fluorescente que usamos como
fonte nfo emitia em comprimentos de onda proximos ao detectavel pela PMT do
canal azul. Na primeira etapa, certificamo-nos de que a fonte de luz verde que
chegava a PMT do canal dois era realmente o objeto visto no monitor (fig 4.7). Na
segunda etapa, mostramos que a razdio entre as fluorescéncias dos dois canais se
mantinha constante quando as fendas permaneciam fechadas ( fig 2.8) , indicando o

alinhamento do eixo relativo ao canal 1.

Testes biologicos

Células cardiacas de ratos adultos foram isoladas e carregadas com o
indicador indo-1 AM (fig. 5.2). Ao estimularmos as células carregadas, obtivemos os
transientes esperados (fig 5.5), enquanto podiamos ver a contracdo das células no
monitor. Quando a célula monitorada nio apresentava contragio, mesmo sendo
estimulada, ndo observavamos modificagdo do sinal, indicando que este ndo se tratava
de artefato devido a estimulagéo.

Foi possivel induzir, nos mioécitos carregados com indo-1, alguns
comportamentos que levam a respostas previsiveis e que podem ser avaliados do
ponto de vista qualitativo.

O fendémeno da potenciagdo pos-pausa, bem descrito na literatura (Bassani &
Bers, 1994c), ¢ uma caracteristica que esta presente nos miocitos cardiacos de ratos.
A obtengéio deste resultado (fig 5.7) é uma indicacdo de que tanto as células, quanto o
sistema estavam se comportando da maneira esperada.

Outra indicagio de que estavamos com amostras de qualidade adequada e

com um sistema pronto para o trabalho foi a obten¢dio do transiente em resposta a
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um pulso rapido de cafeina ( fig 5.8). Este transiente, acompanhado de uma forte
contratura da célula seguida de relaxamento (observada no monitor de TV), é devido
a liberagdo de todo o contetdo de Ca* do RS ( Bers, 1991). Podemos observar na
figura 5.8 que os primeiros transientes induzidos por estimulo elétrico, apos a
aplicagdo da cafeina, tém amplitude menor que os transientes anteriores durante a
estimulagdo, indicando que o RS foi realmente depletado de Ca?" pela cafeina. Apos
alguns estimulos, o amplitude do transiente aumenta, mostrando que o RS comeca a
ter seu conteudo reestabelecido.

Encerramos a primeira parte deste trabalho, “Desenvolvimento da
Instrumentaciio”, convencidos de que tinhamos em maos um sistema de microscopia
que correspondia as nossas necessidades e que as células cardiacas isoladas de ratos
adultos se comportavam de maneira satisfatoria. Passamos entdo 3 segunda parte

deste trabalho, Estudo de Células Cardiacas Isoladas, que ¢ apresentada a seguir.
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Segunda Parte:

Estudo de Células Cardiacas Isoladas

Capitulo 6 - “Estimula¢io por campo de midcitos

cardiacos: Experimentacio versus Modelo Teorico”

Capitulo 7 - “Transiente de Ca®** em miocitos cardiacos
isolados de ratos durante o desenvolvimento pés natal:
Paridmetros de Calibracio e Caracteristicas dos

Transientes.”
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O Projeto Tematico FAPESP (95/0355-3) que vem sendo desenvolvido no
LPCy tem como objetivo a compreensio da dindmica do Ca’" intracelular durante o
desenvolvimento pos-natal de ratos. Em trabalhos preliminares com células de animais
neonatos haviamos levantado dois problemas que deveriam ser esclarecidos antes que
fosse atacado o problema central, o estudo do transporte e regulagio de Ca™. O
primeiro destes problemas era um desvio muito grande dos valores medidos de R de
repouso, Ry , em células de animais jovens com relaciio aos dos adultos. Como nio
tinhamos motivos para acreditar que [Ca®; em repouso deveria variar muito com o
desenvolvimento, levantamos a hipdtese de que os parametros de calibragio ndo se
mantinham constantes em diferentes idades.

O segundo problema era a enorme dificuldade de se estimular células de animais
neonatos. Para que a célula seja estudada na situagio mais fisiologica possivel, deve-
se evitar o uso de eletrodos invasivos para a estimulagio, sendo mais apropriada a
estimulagio por campo. Embora possa parecer trivial estimular uma célula cardiaca
com eletrodos externos, como € o caso com animais adultos, nfo obtivemos sucesso
com as células de animais mais jovens. Utilizando tanto estimuladores construidos por
nos como estimuladores comerciais, obtivemos, apos muito esforgo, pouco sucesso:
éramos capazes de estimular menos que 1% das células aparentemente viaveis. Varias
perguntas entdo foram colocadas: - qual o verdadeiro mecanismo da estimulagio por
campo? - por que as células de neonatos nio sio facilmente estimulaveis? -
precisamos de campos mais intensos? - em caso positivo, como o animal recém-
nascido produz os campos necessarios para disparar o potencial de ago?

Para tentarmos responder a algumas destas perguntas, bem como para

determinar a faixa de variagdo de [Ca®"}; durante um transiente em diversas idades,
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realizamos o0s experimentos que serdo descritos a seguir. Apesar destes experimentos
terem sido realizados simultaneamente, nés os dividimos em dois trabalhos
independentes, de modo a facilitar a exposicio dos métodos e resultados.
Apresentaremos primeiro o trabalho relacionado a estimulagdo por campo, pois o
dominio desta técnica foi fundamental para que o estudo sobre o transiente de calcio

em diversas idades fosse feito.
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Capitulo 6

“ Estimulacio por campo de mi6citos cardiacos durante o

desenvolvimento pos-natal:

Experimentacio vs Modelo Teorico”

6.1 - Introdugiio

A estimulagdo por campo (EC) é uma técnica amplamente utilizada no estudo
de celulas excitaveis, principalmente por tratar-se de um procedimento nio invasivo.
No caso das celulas cardiacas, a EC ¢é utilizada para disparar o potencial de agdo
(PA), primeiro evento do acoplamento excitagio-contra¢io. Pode-se entdo induzir
uma contra¢do celular sem a necessidade de lesar a membrana da célula, ou seja, da

maneira mais fisiologica possivel.

Além de ser usada como ferramenta para estudos da fisiologia da célula
cardiaca, a EC pode trazer uma série de informagdes sobre questdes de importancia
pratica, como a otimizagdo de marcapassos ¢ desfibriladores para uso médico. Um
dos objetivos daqueles que projetam e constroem desfibriladores &, por exemplo,
reduzir a quantidade de energia depositada no tecido durante a desfibrilagfo,

minimizando o dano causado pela aplicagio de campos muito elevados. Um dos
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caminhos para se avancar no entendimento da resposta do coragdo a estimulos
elétricos € estudar a resposta de células isoladas a estes estimulos.

Ha na literatura (Klee & Plonsey, 1976, Ranjan & Thakor, 1995) indicagdes de
que o limiar de estimulagfo dependa fortemente da geometria da célula, bem como da
orientagdo relativa entre o campo e a célula. Como a célula cardiaca muda tanto em
tamanho quanto em forma durante o desenvolvimento, ndo haveria motivos para que
o limiar se mantivesse constante.

Este capitulo tem como objetivo estudar a estimulagio por campo em miocitos
cardiacos durante o desenvolvimento pods-natal. Para tanto, descrevemos o modelo
eletromagnético mais aceito para a EC (Tung et al, 1991) e apresentamos suas
equagbes. Construimos um aparato experimental (cdmara de perfusdo e estimulador)
que permite a producio dos campos necessarios para se estimular células de animais
de qualquer idade. Medimos o limiar de estimulacdo para 112 células em cinco grupos
de idades diferentes (5, 14, 21, 30 dias e adultos). Para cada uma das células,
medimos também o comprimento dos eixos maior e menor, ¢ 0 angulo entre o eixo
maior e a dire¢do do campo.

Finalmente, comparamos os dados experimentais com resultados obtidos com o

modelo tedrico.

6.2. Bases Teoricas

O Modelo da Estimulacio por Campo: A casca esférica

Ao passarmos uma corrente elétrica em um volume condutor de condutividade

G, nele é gerado um campo elétrico E=j /o onde j é a densidade da corrente.
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Se este volume condutor ¢ uma solugio fisiologica e nele se encontra uma
célula, o campo E produz um potencial ao longo de sua superficie externa que varia
em fun¢iio da posigdo. Como o interior da célula é preenchido por uma solugdo
condutora, o citosol, o potencial interno da célula se mantém constante, ou seja, o
volume interno € considerado equipotencial. Assim, o potencial através da membrana
(Vm ) varia com o potencial externo.

Um modelo simples para calculo de Vi, é o da casca dielétrica esférica de raio a
e espessura 6, preenchida por um condutor de condutividade o, , colocado em um
meio condutor infinito de condutividade o, (fig 6.1). No meio externo é impressa uma

corrente que geraria, na auséncia da casca dielétrica, um campo E = E, z uniforme.

!
E:E Z Se r§>a

fig. 6.1 - Casca esférica dielétrica de raio @ em meio condutor infinito comE=F,z

para 2r >> a . S30 mostradas as linhas de campo E .

No volume externo, a fungio potencial elétrico (D) é uma solugido da equagio

de Laplace que satisfaz as duas condi¢des de Contorno, comr =aer=oo
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Vi, =0 equacdo de Laplace (6.1

0P /0r=0 emr=a condico de contorno sobre a casca esférica (6.2)

00, /8z=-E, r D condico de contorno longe da casca (6.3)

A solugdo deste problema ¢é obtida facilmente utilizando-se os Polindmios de

Legendre ( Lorrain & Corson,1988).

D, (r,8) =-E, [r + a'/2r*] cosd (6.4)

Como ja foi dito, o potencial dentro da casca é constante. Definindo esta

constante como zero temos entdo o potencial através da membrana V,, dado por:

Vi (0) = ®;(a-3 , 8) - D.(a, 0) (6.5)

= 3/2E,a cos 6

Vm varia entdo com o angulo 6, sendo positivo de um lado da célula e negativo
de outro.

Em repouso, as células cardiacas ja se encontram com um potencial de
membrana uniforme Vg = - 85mV. O efeito do estimulo externo em uma célula
cardiaca € entdo hiperpolarizar um dos hemisférios e despolarizar o outro. Em todo o
restante deste trabatho utilizaremos V,, como a variagdo do potencial transmembrana
a partir de Vi Assim, V,, positivo significa despolarizagdo da membrana e V,,

negativo, hiperpolarizacio.
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O modelo que adotamos assume que, quando Vy, ultrapassa um certo valor Vi,
potencial limiar, os canais de Na~ se abrem gerando uma corrente de entrada que
despolariza o restante da célula (Tung et al.,1991). A abertura destes canais é entdo o
inicio do PA que leva, em diltima instancia, a contragfo da célula como um todo.

Este modelo traz duas simplificacdes evidentes, mas que podem ser justificadas:

Primeiro: a membrana celular ndo é um dielétrico perfeito, tendo uma certa
condutividade o, relacionada com os canais de potassio retificadores (irwardly
rectifying potassium channels). Utilizando-se um método ndo analitico (diferengas
finitas), ja foi demonstrado que essa condutividade da membrana biologica ndo altera
significativamente o resultado obtido usando-se a casca dielétrica perfeita (Klee and
Plonsey, 1976).
Segundo: utilizamos a aproximagio quasi-estatica, ndo levando em conta as
constantes de tempo associadas & capacitincia da membrana e i relaxag¢do das
solugdes condutoras. Assumindo uma célula com pardmetros elétricos tipicos
(capacitancia especifica = 1uF/cm’; resistividades = 500 Qcm e raio = 10 pm), obtém-
s¢ que a constante de tempo relacionada a polarizagio da célula é da ordem de
microsegundos ( Jeltsch, 1979). Como os estimulos utilizados s3o normalmente de
2ms e o P.A. dura de 50 a 300 ms, dependendo da espécie, podemos considerar que a
membrana ¢ polarizada instantaneamente pelo campo externo.

O modelo da casca dielétrica esférica é bastante util para compreendermos os
mecanismos da EC. Para fazermos previsdes sobre o comportamento das células
cardiacas, precisamos, no entanto, de um modelo que se aproxime mais da geometria

destas células.
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Modelo do esferdide prolato

Durante o desenvolvimento, as células cardiacas modificam sua forma de
aproximadamente esférica (até 5 dias) para a forma de um paralelepipedo (adulto),
passando por diversas fases intermediarias. A geometria mais versatil para um modelo
que ainda permita uma solugfo analitica da equagio de Laplace ¢ a do esferoide
prolato. Representaremos entdo cada célula por um esferéide de equagdo

xXfal + vyt + 2t =1 (6.6)

Onde ¢ e a s@o respectivamente os semi-eixos maior ¢ menor do esferdide.
Um campo E = E, x + Eoy y Eo; 2 produz um potencial transmembrana V,

dado por (Klee & Plonsey, 1976):

Vi (X, ¥, 2) = (Eox X + Eoy y)A + (Bo, 2)C (6.7)
onde,
A={1-05e7 + 025 (1- H*In[(1-e Y (1+e /e’ }" (6.8)
C={e?+05(1-€) * Inf(1-e)/(1+&))/e* } (6.9)
g=(1-a*/c*)"? (6.10)

No ponto onde este potencial induzido € maximo, seu valor €
Vanas = [ (Box” + Eoy’) a* A> + E,,” ¢ C*1? (6.11)
Restringindo o campo E ao plane xz e definindo 6, = arctg (E./ E.y) temos :

Vinax (8o, 2, ¢) = E,[ a® A%sen’ 8, + ¢ C? cos” 0,17 (6.12)

A e C sdo fungbes somente de € que, por sua vez, € fungdo de a e ¢, os semi-

eixos maior ¢ menor do esferdide. Para termos alguma idéia de como se comportam
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estas funcdes, preferimos representa-las em graficos com abcissa igual a c/a, que €

uma variavel mais intuitiva que € (fig 6.2).

Ae Cemfuncdo de c/a

2.0+
A
1.5+
1.0
C
0.5-
OO T T T 1
1 2 3 4 5

cla

fig 6.2 - A e C em fun¢do de c/a , onde ¢ ¢ a sdo os comprimentos dos semi-eiXos

maior e menor da célula, respectivamente.

Podemos ver que as fungdes A e C tendem a 3/2 quando ¢/a tende a 1, 0 que
nos da exatamente o resultado obtido com a esfera dielétrica.

Se o campo E ¢ paralelo a ¢, campo longitudinal, temos:

Vix (0,a,¢)=ECe E longitudinal (6.13)

Se E é perpendicular a ¢ , campo transversal, temos:

Vo (/2 ,a,¢c)=E,Aa E transversal (6.14)
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Analisando a figura 6.2 e as equagdes (6.13) e (6.14), podemos ver que, se E é
paralelo a ¢, entdo V. depende fortemente de ¢ e levemente de a, aumentando
quando ¢ € fixo € a tende a ¢. Se E é perpendicular a ¢ temos, a0 cONMranio, Vi
dependendo fortemente de @ e aumentando quando « € fixo e ¢ aumenta. Assim, em
ambos 05 €asos Ve aumenta com as dimensdes da célula.

Se ndo estamos preocupados com a diregio do campo aplicado, mas
simplesmente com a estimulacdo da célula, o valor que nos interessa é uma média

espacial de Vi, que chamaremos de vy, , dada pela integral de zero a 7/2

Vmax= 2B/ j [a® A®sen’® + ¢* CPcos* 0] d (6.15)

Vmax €, N4 média, o potencial V., gerado pelo campo em uma célula de semi-

eixos a e ¢, se a diregdo do campo ¢ aleatdria com relagio 4 orientacio da célula.
6.3 - Material e Métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, divididos em cinco grupos
das seguintes idades: adultos (4-6 meses); neonatos (3-6 dias); infantes (13-16 dias) e
(20-21 dias) e jovens (28-35 dias). Todos os animais foram provenientes do biotério

do Centro de Engenharia Biomédica (CEB), da UNICAMP. Os animais foram
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alojados em gaiolas coletivas recebendo dgua e racio “ad libium” e ndo sofreram

qualquer manipulagio experimental até o dia de serem utilizados.

Solucgdes
A tnica solugdo utilizada nos experimentos foi a solugdo de Tyrode (140 mM

NaCl, 6 mM KCI; 1,5 mM MgCly, 5 mM HEPES (N-2 Hydroxyethilpiperazine -N°-2

ethanesulfonic acid ), 11 mM glicose, 1 mM CaCly, pH 7,4 2 23 0C).

Isolaciio

O procedimento utilizado em coragdes de animais de idade igual ou superior a
13 dias esta descrito no capitulo 5 (Testes Biologicos). Para ratos neonatos utilizou-
se o seguinte procedimento (Bassani & Bassani, 1997):
- apos sacrificio por decapitagio o coragfio era removido e lavado em solucdo de
Krebs-Henseleit para isolagdo (KH-isol, apresentada no capitulo 5).
- os ventriculos eram cortados em pedagos e estes incubados a 37°C em solucio de
Tyrode para isolagdo (Ty-isol), contendo colagenase (0.7mg/ml, Worthington, USA)
por 5 minutos,
- a seguir, os fragmentos eram transferidos para solugdo sem enzima, onde eram
agitados por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir a dissociagio das
células.
- os fragmentos eram transferidos novamente para a solugdo contendo enzima, e o
procedimento repetido 3 vezes.
- as suspensdes de células resultantes eram reunidas, e a concentracio extracelular de

Ca elevada para 1mM por meio de adigdes sucessivas de CaCl,.
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Cimara de Perfusio

Foi construida uma cimara de perfusdo com algumas caracteristicas peculiares
que devem ser descritas (fig 6.3).
a) Devido ao sistema de entrada da solugio na cdmara e de saida pela linha de vacuo,
o fluxo sobre as células se mantém sempre laminar, o que facilita a adesdo das células
a laminula. Isto ¢ especialmente importante ao trabalharmos com células de animais
Jovens, que se aderem pouco ao fundo da cimara.
b) A cimara possui uma armadilha para bolhas que evita problemas de turbuléncias e
ndo inviabiliza o trabalho caso a solugdo de perfisio acabe momentaneamente no
reservatorio. O sistema de vacuo nio seca o fundo da cAmara no caso da interrup¢do

do fluxo, o que causaria a morte instantinea das células.

vista
superior

eletrodos
armaditha
pf bothas
Lk vaCuo
RN
laminula

visia lateral

fig 6.3 - cAmara de perfusdo.

¢} Os eletrodos de estimulagio (30 mm cada separados por 5 mm) sdo dispostos
paralelos ao fluxo de solugio, na lateral de toda cimara. Isto permite que em toda

faixa central da cdmara a densidade de corrente e, conseqiientemente o campo, sejam
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aproximadamente constantes. A proximidade dos eletrodos permite a obtengdo de
campos altos com pequenas tensdes, dado que o estimulador forneca corrente
suficiente. Aproximando os eletrodos e o volume condutor por um capacitor de

placas paralelas (fig 6.4), o campo elétrico na regido central da cdmara ¢ dado por E =
I/hdo,ondeléacorrente em Ampéres; h é a altura da solugdo (2,5mm); d é o
comprimento dos eletrodos (30 mm) e ¢ ¢ a condutividade da solugdo ( 0,014 Q!

cm™, medida em nosso laboratério). Assim temos E(V/em) = 1 (A ) * 100.

isolantes vista
. lateral

| solugdo

cletrodos

E(Viem)=I(A)*100

fig 6.4 - vista lateral da cimara de perfusiio, mostrando a posigdo dos eletrodos e
nivel da solugdo fisiologica. O campo elétrico no centro da cdmara pode ser

aproximado pela equagdo apresentada na parte inferior da figura.

Estimuladores Elétricos

Utilizamos dois tipos de estimuladores, ambos projetados e construidos no
nosso laboratério. O primeiro tipo é um estimulador convencional que alcanga tensdes
da ordem de 30V e limite de corrente em 0,1 Ampére. Este estimulador mostrou-se

util no trabalho com células de animais adultos e de 30 dias, mas nio foi capaz de
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estimular células de animais mais jovens. Construimos entio um estimulador mais
robusto, capaz de realizar esta tarefa. Este estimulador é baseado na descarga de um
capacitor, chaveada por um MOSFET (gentilmente cedido pelo Prof J A. Pomiglio -
FEEC, UNICAMP). O capacitor ¢ alimentado pela saida de um Variac retificado por
uma ponte de diedos. O Mosfet ¢ controlado por um pequeno estimulador alimentado
a pilha. Obtivemos com este estimulador tensdes de até 300V e corrente de 5

Amperes, valores mais que suficientes para estimular células de qualquer idade.

Definicio de Limiar

Optamos por definir o campo limiar, E;, como o maior campo insuficiente para
estimular uma célula quando a intensidade do estimulo & gradualmente reduzida,
durante estimulagdo regular. Este critério de obtencdo do limiar traz resultados mais
reprodutiveis do que os obtidos se definissemos limiar como o Campo necessario para
inciar atividade contratil a partir do repouso. Acreditamos que as condiges de
equilibrio estabelecidas na estimulagio regular deixam o contendo citosélico de Ca,
para uma dada frequéncia, aproximadamente no mesmo valor de célula para célula. O
conteudo intracelular de Ca, por influir na distribuicio de cargas elétricas fixas na
membrana celular (Bers, 1991), pode ser determinante do valor de Campo necessario
para a estimulagdo. Chamamos de potencial limiar (V. ) © valor maximo do potencial

de membrana (V. ) quando o campo elétrico aplicado € Ey, .

Anilise dos dados
Os dados estdo apresentados como médias + erros padrdes ou limite do

intervalo de confianga para 95% (para dados com distribui¢io normal originalmente
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ou apos transformagéo), ou como mediana com o limite do percentil para 75% (para
dados que ndo apresentaram distribuicdo normal). Os dados de limiar, por
apresentarem distribui¢do log-normal, foram convertidos a logaritmos decimais, antes
de serem comparados por analise de varidncia mono e bifatorial. Neste caso, os
contrastes foram comparados post-hoc pelo teste de Student-Newman-Keuls. Para
estes dados estdo apresentados os anti-logs das médias e dos limites dos intervalos de
confianga para 95%. Os mesmos testes foram utilizados para c/a, que apresentaram
distribui¢do normal.

Os dados de V|, e de dimensdes celulares nio apresentaram distribui¢io normal
e foram, portanto, comparados pela analise de varidncia de Kruskal-Wallis (ndo
paramétrica), utilizando-se o teste de Dunn para comparacdo dos contrastes. Valores

de P < 0,05 foram considerados como indicativos de significdncia estatistica.

6.4 - Resultados

Geometria das céluias

A morfologia das células cardiacas modifica-se drasticamente durante o
desenvolvimento pos-natal. As células de animais de 3 a 6 dias sdo, na sua maioria,
estéricas, com difmetros em torno de 8 a 15 Hm, ¢ sem organiza¢do aparente dos
miofilamentos. Podemos, no entanto, encontrar algumas células com razio cia = 2 ou
3 e ja alguma estriacdo, mostrando um esbogo de alinhamento dos sarcdmeros.

Animais em torno de 14 dias de idade tem a maior variedade de tipos de células.
Encontramos células esféricas pequenas, como as dos animais neonatos, células

esféricas grandes, ainda sem organizacdo interna, células com ¢z = 3 com e sem
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estriages definidas e ainda células longas (c/a = 4) com miofilamentos bastante
definidos.

Células de animais de 21 dias sdo na maioria estriadas e longas (c/a = 4), mas
suas extremidades ainda sio arredondadas.

Animais de 30 dias possuem células bastante afinadas (cla ~ 5) com
extremidades em 4ngulos retos e organizacio sarcomérica como a das células de
adultos { ver fig 1.3).

Em geral, parece que, durante o desenvolvimento, a célula cresce na diregdo
longitudinal enquanto seus miofilamentos se organizam, até aproximadamente 20 ou
30 dias. A partir deste ponto ela comega entdio a crescer relativamente mais na sua
diregdo transversal (células de adultos tem em média c¢/a ~ 4).

Estas observagdes foram feitas em células que sofreram um procedimento de
isolagdo agressivo e ndo podemos afirmar que no coracfo intacto elas sejam validas.

A fig 6.5 ilustra os pardmetros 2a, 2c e c/a para as células que efetivamente
foram estimuladas nos experimentos. E importante frisar que nem todas as células
com aparéncia saudavel eram estimulaveis, apesar de podermos obter campos
altissimos com nosso estimulador. Em animais mais jovens, por exemplo, 0 nimero de
células estimulaveis era muito inferior ao namero de células de boa aparéncia (~1 para
10). Nos adultos, esta relagdo subia para aproximadamente 1 para 2.

O teste de Kruskal-Wallis revela que houve influéncia significativa da idade {(P<
0,001) sobre as dimensdes celulares, tanto no eixo maior quanto no eixo menor. No
eixo maior, células de animais jovens apresentaram dimensdo menor ( P < 0,05) do

que as de adultos, exceto aos 30 dias de idade, quando esta diferenca ndo foi
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significativa. O mesmo foi observado com relagio ao eixo menor. Diferenca

significativa (P< 0,05) com a idade também foi observada com relacdo a c/a.

geometria das células
150+ 2c

10* ¢la

100+

2c¢ , 2a (micrometros)
10*cl/a

180

"1
idades

fig 6.5 - Geometria das células estimuladas. Animais: ratos de 5 a 180 dias de idade.
Fatores geométricos: Eixo maior (2¢), eixo menor (2a) e razio entre os eixos {c/a).
Para as duas primeiras variaveis, estfio apresentadas as medianas e as linhas indicam o
limite do percentil para 75%. Para c/a (que apresentou distribuigdo normal), as barras

representam as médias, ¢ as linhas, os erros-padrdes.

Limiar versus Idade

A fig. 6.6 ilustra como o limiar de estimulagio varia com a idade dos animais,
sem levar em conta a geometria de cada célula e da orientagdo relativa do campo.
Podemos observar que, em média, o limiar para o animal recém nascido é
aproximadamente 5 vezes maior que para o adulto. Entre a célula de neonato de
limiar mais alto (~ 45V/cm) e a de adulto de limiar mais baixo (~3V/¢m) temos um

fator 15.
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A analise de varidncia revelou que o limiar ¢ significativamente reduzido ( P <
0.001) com o amadurecimento do animal, até atingir valores estatisticamente nio

diferentes dos adultos, aos 30 dias de idade.

campo limiar x idade

304 T
£ 20-
o
=
w40

0

5 14 21 30 180
idades

fig. 6.6 - Médias do campo limiar ( E;, ) obtido para as células de ratos de diversas
idades (de 5 a 180 dias). As linhas verticais indicam os limites superiores dos

intervalos de confianga para 95%.

Calculo da despolarizacio da membrana no limiar, Vi,

A partir da geometria de cada célula, da intensidade e direcdo do campo nela
aplicado calculamos o seu V. dado pela equaciio (6.12).

O teste de Kruskal-Wallis mostrou que V;, foi significativamente (P <0,001)
afetado pela idade. Este resultado foi causado pela diferenga dos valores obtidos para
a idade de 30 dias que foram significantemente menores que aqueles das idades de 5 a
21 dias. Quando comparados com todos os outros grupos o grupo de 180 dias ndo

apresentou diferenga significativa no teste para comparagio de contrastes.
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fig. 6.7 - medianas dos valores de V; calculados para células de ratos de diversas

idades (entre 5 e 180 dias), a partir da geometria de cada célula, da intensidade e da

direcdo do campo aplicado. As linhas verticais indicam os percentis para 75%.

Obtivemos também os valores de Vi, (Vmex para o campo limiar médio) a partir

da equagdo 6.15 para uma célula ficticia de cada idade. Para tal utilizamos os valores

médios de @, ¢ e E;. de cada grupo. Na tabela 6.1 mostramos estes resultados, bem

como todos 0s outros apresentados nas trés figuras acima.

Tabela 6.1 - resumo dos resultados das 3 figuras acima.

idade (dias) | 2c (um)** 2a (um)** c/a* Ey (Viem)* | VimV)* | vy (mV) | N
5 22 (22-26) 12 (10-15) 2,0£0.2 29+2 38 (31-46) 37 21

14 28 (25-41) 16 (14-18) 2,5+04 21%1 33 (28-40) 35 23

21 67 (62-73) 16 (15-20) 41403 131 39 (21-48) 35 22

30 89 (75-95) 20 (13-28) 52+05 59+04 | 16(10-35) 19 22

180 120 (110-130) | 30 (25-40) 42+04 6,3+£0.5 | 28(1741) 31 24

* média = EPM; ** mediana (percentil 25%-percentil 75%)
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Limiar para os campos longitudinal e transversal ao eixo maior de células em
diferentes grupos etirios

Para cada idade, escolhemos células que estavam alinhadas paralela ou
perpendicularmente ao campo elétrico. Como o nosso aparato experimental nio
permitia a mudanca da orientagdo do campo com relagdo a célula, ndo pudemos testar
0 limiar nas duas dire¢des para a mesma célula. Em cada idade testada, os valores
médios de a e ¢ foram semelhantes nas duas orientacdes de campo.

Na tabela 6.2 estdo apresentados os resultados obtidos, bem como a razdo entre

as medias nas duas dire¢des para cada idade.

Tabela 6.2 - Limiar de estimulagdo com campo longitudinal e transversal.

idade (dias) campao trans campo long long/trans
limiar (V/cm) N limiar (V/cm) N
5 33+4 6 24+3 3 0,72
14 2442 8 17+4 3 0,70
21 1642 5 89+09 4 0,56
30 9,0 +0.2 4 45+03 7 0,50
180 9,0+ .09 6 3,9+04 6 0,43

Podemos ver na fig. 6.8 que em cada idade, o limiar mostrou-se sempre inferior
no campo longitudinal. A analise de varidncia bifatorial revelou que tanto a idade,

quanto a orientagdo do campo afetaram significativamente (P < 0,001) o limiar

128




estimulatorio. No entanto, estes efeitos foram independentes, a julgar pela auséncia de

interacdo significativa ( P > 0,05 ) destes fatores.

comparac¢ao do limiar com
campo nas duas direcoes

campo transversal
i campo longitudinal

21
idades

fig. 6.8 - comparacio do campo limiar ( E; ) longitudinal (paralelo a ¢) e transversal

(perpendicular a ¢) para células de ratos de diversas idades.

Comparagdo da curva teérica obtida a partir das equacgdes 6.13 ¢ 6.14 com
dados experimentais.

Das equagdes (6.13) e (6.14) podemos concluir que no limiar temos:

Er= VL/Cc para campo longitudinal

EL=VL/Aa para campo tranversal
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Cc x limiar

curva teérica

campo limiar (V/cm)

H 1
0 25 50 75 100 125
Cc (micrometro)

Aa x limiar
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curva teorica
10

campo limiar (V/cm)

Aa (micrémetro)

fig 6.9 a) limiar versus Cc para campo longitudinal e b) limiar versus Aa para campo

transversal.

Para cada célula orientada paralela ao campo, calculamos, usando seus valores
deaec, os valores da fun¢io C. Nas figura 6.9a apresentamos E; como funcdo de

Ce para cada uma das células nesta condigdo. Utilizando o valor médio de V; para
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todas as células em qualquer diregiio de campo (33mV), podemos construir uma

curva tedrica mostrada também na figura 6.9a;
EL(V/em)=F *33 (mV)/C ¢ (um)
onde /= 10, é somente um fator de correcio das unidades.

Na figura 6.9a temos também a curva gerada a partir do ajuste dos pontos a
uma funcio hiperbolica. Os resultados do ajuste mostram que, para o primeiro caso,
0s pontos s3o bem descritos por uma hipérbole (R* = 0,80), e que o valor de Vi
meédio para todas as células, 33mV, ¢ semelhante ao aqui obtido (31,8 mV) e
encontra-se dentro do intervalo de confianga 95% (27,7 - 35,9 mV).

O mesmo procedimento foi aplicado as células orientadas perpendicularmente
a0 campo e os resultados apresentados na figura 6.9b. Como pode ser observado na
figura, os resultados ndo s3o tdo bons: R = 0,60 , VL = 28,1 com intervalo de

confianga 24,7 - 315 .

6.5 - Discussiio e conclusdes

Limiar versus idade

O primeiro ponto que gostariamos de discutir esta relacionado a um aspecto
pratico: como estimular células de animais jovens para estudar sua fisiologia? Na
figura 6.6 podemos observar que o campo necessario para estimulagdo de células de
animais neonatos ¢ cerca de 5 a 6 vezes maior do que O necessario para adultos. A
primeira vista, este fator nio deveria representar um grande problema pois,

trabalhando com células de animais adultos, opera-se bem abaixo dos limites maximos
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dos estimuladores. Nio obstante, trabalhamos durante varios meses sem sucesso. A
causa da dificuldade €, na realidade, a relagdo entre poténcia do estimulador e campo
aplicado. Para uma dada geometria de cimara e eletrodos, a poténcia exigida do
estimulador € proporcional ao quadrado do campo ( P o« E*). Assim, para um campo
5 a 6 vezes maior necessitamos de um estimulador aproximadamente 30 vezes mais
potente. Esta talvez seja a raziio da escassez de trabalhos na literatura com células de

animais neonatos submetidas a estimulagdo por campo (Chin et al., 1990).

Despolarizacio da membrana no limiar

Da figura 6.7 podemos ver que, dos cinco Srupos etarios, quatro apresentaram
valores de Vi muito préximos, em torno de 35 mV. Este valor corresponde 3
mudancga do potencial de membrana de -85mV (assumido como potencial de repouso)
para -30mV que esta dentro dos limites para ativacio subméxima dos canais de Na'
dependentes de potencial (pico de ativagdo por volta de -30mV no coragdo humano,
Hille, 1992) ¢ disparo de PA. No grupo de animais de 30 dias, no entanto, Vi foi
significativamente menor do que o obtido nos outros grupos. Esta variagdo
provavelmente se deve, a nosso ver, a inadequagdo do modelo do esferdide prolato
para estas células. Na figura 6.5, podemos observar que ¢ e a crescem
monotonicamente com a idade, mas c/a, a0 contrario, atinge um pico no grupo de 30
dias. Durante os experimentos observamos também que as c€lulas deste grupo tinham
as extremidades mais retas, sendo as que mais se afastavam do modelo adotado. E
sabido da Teoria Eletromagnética (Lorrain & Corson,1988) que em extremidades
anguladas os campos podem assumir valores extremamente elevados, aumentando

com a diminuicdo do raio de curvatura, Acreditamos que estas extremidades com
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cantos bem pronunciados permitem que com um menor campo externo seja gerado o
VL necessario para a abertura dos canais de Na'.

Ao calcularmos vy | queriamos mostrar que este valor, derivado dos valores
médios de E. , ¢ e a obtidos com as células de cada idade, aproxima-se muito ao
valor médio de V. . Podemos entdo utilizar a equagdo 6.15 para estimar o campo que
sera necessario, em meédia, para estimular uma populagdo de células, se conhecermos
suas dimensdes e assumirmos que a despolarizagio de 35mV seja suficiente para

ativar canais de Na’, de modo a atingir o limiar.

Limiar para os campos longitudinal e transversal 2o eixo maior de células em
diferentes grupos etirios

Na figura 6.9 podemos observar um efeito previsto pela teoria, também ja
descrito experimentalmente na literatura para animais adultos (Ranjan & Thakor,
1994). Apesar de ndo termos podido medir o limiar nas duas dire¢Ses na mesma
célula, devido 4as nossas limitacdes experimentais, vé-se claramente que,
independentemente da idade, o limiar com campo paralelo a ¢ é sempre menor que
com o campo perpendicular.

Calculando, a partir dos dados de Ranjan & Thakor (1995), a razdio entre os
campos nas duas diregdes em células cardiacas de cdes adultos, obtemos 0,39 + 0,05
em 7 células. Neste estudo, com células de ratos adultos, obtivemos um valor bastante

proximo, de 0.4 + 0,1 em 6 células.
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Limiar para campo longitadinal e transversal independente da idade

O modelo parece bastante razoavel pelo menos com relagdo a Ce, contudo, ndo
conseguimos estimular nenhuma célula com ¢ < IS¢ m ou a < 9um apesar de
podermos obter campos 10 vezes maiores que o campo maximo utilizado. Uma
questdo que se coloca neste ponto € a respeito da existéncia ou nio de células
efetivamente nfio excitiveis (e.g. células em processo de diferenciagio que
eventualmente ndo tivessem disponivel, ainda, aparelho contratil suficientemente
desenvolvido para produzir contragdo detectavel). Com os nossos dados nio seria
possivel concluir definitivamente sobre este assunto, ja que para isto seria necessario
medir simultaneamente a estimulagio o potencial de agdo. Outra possibilidade seriz a
presenca células cromafins intracardiacas, de morfologia e dimensdes semelhantes
a0s midcitos, presentes desde o periodo fetal (Huang et al., 1996).

Poderia-se especular sobre as implicagdes fisiologicas das diferencas de limiar
dependentes da idade. Por exemplo, até que ponto o alto limiar observado em células
isoladas de animais neonatos poderia dificultar o processo de condugio da excitagio
no tecido cardiaco, especialmente considerando-se z alta frequéncia cardiaca
apresentada por animais neonatos. Se, por um lado, a baixa excitabilidade elétrica da
célula do neonato poderia sugerir dificuldade de excitagdo por miocitos adjacentes,
por outro, poderia haver mecanismos compensatorios no processo de condugio.
Angst et al. (1997) estudaram, durante o desenvolvimento pos-natal, a distribuicio
celular de conexina-43, a principal proteina envolvida na formagdo de canais das
Jjungdes gap no coragiio do rato, através das quais ocorre a comunica¢io elétrica
intercelular no coragio (Bers, 1991). Angst et al. (1997) observaram que, em

neonatos, conexina-43 distribui-se homogeneamente em toda a membrana do miécito,
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enquanto que, no animal adulto, a proteina (e consequentemente, as jungdes) situa-se
apenas nos polos da célula, na regifio dos discos intercalados. Esta ampla distribui¢do
de jungdes gap nos midcitos de neonatos, em tese, permitiria que uma dada célula
pudesse ser excitada por qualquer célula adjacente. Devido as pequenas dimensdes do
midcito do neonato, isto poderia representar a possibilidade de somagio espacial, o

que, certamente, facilitaria a despolarizagfio até o potencial limiar.

Finalmente concluimos que o modelo adotado & capaz de descrever de maneira
bastante razoavel os dados experimentais obtidos. As concordincias entre
experimento e teoria sio surpreendentes e os desvios observados podem ser
explicados de modo satisfatério. Isto nos permite avangar na compreensdo dos
fendmenos biologicos envolvidos no primeiro passo do Acoplamento Excitacdo
Contragdio, apoiados por uma teora solida e poderosa como a Teoria

Eletromagnética.
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Capitulo 7

“Transiente de Ca’* em Miocitos Cardiacos Isolados:
Pardmetros de Calibracdo e Caracteristicas dos

Transientes para Diversas Idades.”

7.1 - Introducio

O primeiro passo no estudo da dinimica do calcio em células cardiacas
durante o desenvolvimento poés-natal é o conhecimento da faixa de variagio da
concentragdo intracelular, [Ca’}; em cada idade. Para que medigdes
quantitativamente confidveis de [Ca’'}; sejam feitas, ¢ fundamental que seja obtida a
calibragdo in vivo do indicador fluorescente utilizado (Morgan et al., 1993; Bassani et
al, 1995). Os pardmetros de calibragio do indicador dependem fortemente da
composi¢do do meio no qual ele se encontra (Westerblad & Allen, 1996; Konishi et
al., 1988; Hove-Madsen & Bers, 1992). Assim, como as células cardiacas se
modificam muito durante o desenvolvimento (Mahony, 1996), é possivel que os
pardmetros de calibragio nfio sejam os mesmos em idades diferentes. A calibragdo €
fundamental para que obtenhamos valores confiaveis para a faixa de variagdo e curso

temporal do transiente em idades diferentes.
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O objetivo deste capitulo foi estudar, em midcitos cardiacos de ratos, a faixa
de variagdo do Ca® intracelular durante a contragcdo ao longo do desenvolvimento
pos-natal dos animais. Para tanto, foi necessaria a isola¢io de células de animais de 4
grupos etarios: 3 a 6 dias, 13 a 16 dias, 28 a 35 dias e animais adultos. Construimos
uma camara de perfusdo e um estimulador que, juntos, possibilitaram a geragio dos
campos necessarios para estimular células de qualquer idade. Foi desenvolvida uma
metodologia para a obtengdo dos pardmetros de calibragdo, utilizando os propios
mecanismos celulares de regulagio do Ca® e, assim, minimizando o uso de firmacos
que poderiam perturbar as medi¢3es. Para cada grupo, determinamos Ry , Riae € B,
comprovando nossa hipotese inicial de que estes parimetros ndo se mantém
constantes durante o desenvolvimento do animal. Foram obtidos entiio os transientes
de calcio em diversas células de cada grupo, de modo a termos valores médios da
concentragdo de Ca®" “diastolica” ([Ca®" [ ) € de pico ( [Ca*)ico ), € da largura a

meia altura do transiente {fwhm) para as diversas idades.

7.2 - Material e Métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos, divididos em quatro grupos
etdrios: neonatos (3-6 dias), infantes (13-16 dias), jovens (28-35 dias) e adultos (4-6
meses). Todos os animais foram provenientes do biotério do Centro de Engenharia
Biomédica (CEB) da UNICAMP. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas
recebendo agua e ragdo “ad libitum” e nio sofreram qualquer manipulacio

experimental até o dia de serem utilizados.
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Solug¢des
As solugdes utilizadas nos experimentos foram baseadas na solugio de Tyrode

(140 mM NaCl; 6 mM KCI; 1,5 mM MgCls; 5 mM HEPES (N-2 hidroxietilpiperazina

~-N’-2-4cido etanesulfénico); 11 mM glicose e 1 mM CaCly, pH 7,4 2 23 °C. Para a

estimulagdo das células usamos a solugfo descrita acima (Tyrode normal). Utilizamos
também, durante o procedimento de calibracio in vivo, solugSes modificadas como a

solugdo minimo, Ty-minimo, (140 mM NaCl; 4,5 mM KCI; 1,5 mM MgClp; § mM
HEPES; 11 mM glicose e 3 mM EGTA (etileno glicol-bis[$-aminoetilether]-

N,N,N",N’-acido tetraacético), pH 7,2 a 23 ©C), contendo ou nfo 10 mM cafeina; e

solug¢iio maximo, Ty-méximo, (140 mM KCI; 1,5 mM MgCly; 5 mM HEPES; 11 mM

glicose; 3 mM EGTA e10 mM CaClp. pH 7,4 a 23°C).

Isolacéio de células

O procedimento utilizado em coragdes de animais de idade igual ou superior a
13 dias foi como o descrito no capitulo 5.

Para ratos neonatos, utilizou-se o procedimento descrito a seguir (Bassani &
Bassani, 1997):
- apos sacrificio por decapitagdo, o coragdo foi removido e lavado em solugdo de
Krebs-Henseleit para isolagio;
- os ventriculos foram cortados em pedagos e estes incubados a 37°C em solucdo de
Tyrode para isolagdo (Ty-isol), contendo colagenase (0.7 mg/mi, Worthington, USA)

por 5 minutos;

138



- a seguir, os fragmentos foram transferidos para solugdo sem enzima, onde eram
agitados por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir a dissociagio das
células;

- os fragmentos foram transferidos novamente para a solu¢do contendo enzima, e o
procedimento repetido 3 vezes;

- as suspensdes de células resultantes foram reunidas, e a concentracfo extracelular de

Ca”™ elevada para ImM por meio de adigBes sucessivas de CaCl,.

Camara de Perfusio e Estimuladores Elétricos
A cdmara e os estimuladores elétricos utilizados foram os mesmos descritos no

capitulo 6 deste trabatho.

Calibracao in vivo

Este procedimento teve como objetivo a determinagio dos paridmetros de
calibrag@o (Rpin, Rmax€ B ) que foram utilizados na conversdo dos sinais obtidos com
o indicador fluorescente indo-1 para [Ca® .

Basicamente esperavamos poder atingir os dois limites Rupin € Rnax utilizando
os proprios mecanismos de transporte de calcio da célula. Assim, para a obtencdo de
Ruin , perfundimos as células com solugdo Ty-mim, a qual, além de ndo conter Ca2+,
tem em sua composigio 3mM de EGTA, um quelante de Ca”". A presenga deste
quelante garante a redugfio do célcio contaminante nesta solugio para niveis
namomolares. Com a concentragio extracelular de calcio [Ca®"]. nestes niveis, o
potencial de reversdo da troca Na/Ca atinge um valor positivo alto, o que implica em

grande favorecimento termodindmico da extrusdo de calcio do meio intracelular. Este
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procedimento sozinho ndo seria suficiente para trazer os valores de cilcio a um
minimo num periodo razoavel para um experimento, pois vazamento de Ca>" do RS
poderia manter o nivel citosolico do ion alto por muitas horas. Utilizamos, entiio,
aplicagdo rapida de cafeina para liberar o célcio estocado no RS. Sabemos, no entanto
( Bassani et al, 1993 ), que parte do célcio liberado pelo RS é captado pelas
mitocondrias, podendo subsequentemente retornar lentamente ao RS. Mantivemos
entdo a perfusdo com Ty-min por mais 10 minutos e aplicamos um segundo pulso de

cafeina. Apos mais 10 minutos de perfusio, medimos R,

A razdo R logo apos o segundo pulso de cafeina se mostrou sempre maior (~
7%) que R medido, indicando que, até aquele ponto, nio se havia alcancado o
objetivo de minimizar [Ca’"}; . Para 3 células de cada grupo, fizemos um terceiro
pulso de cafeina seguido de mais 10 minutos de perfusio com Ty-min. A razio
medida apés este teste flutuava (para cima e para baixo) ligeiramente em torno de R,
medido, indicando que o procedimento tinha chegado ao seu limite.

Para a obtengdo de Rua , foi utilizada a solugio Ty-max que, além de conter
10mM de Ca®, continha também 140mM de K~. A presenca desta alta concentragio
de potassio na solugdo extracelular resulta em despolarizagio da membrana para
niveis proximos a 0 mV. Isto levaria a, além da abertura dos canais de Na* e Ca**
seguida de inativagdo dependente do tempo, uma forte reversdo da troca Na/Ca ,
transportando Ca® para dentro da célula em grande quantidade. Este processo
culminava com uma contratura irreversivel da célula segutda de morte. Durante a
contratura, as fluorescéncias e a razio eram medidas continuamente. A razio

descrevia uma curva bem proxima de uma sigméide, com drastica redugio da razdo
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sinal/ruido apés alcangado o platé por alguns segundos. Esta diminui¢iio parece ser
devida a atenuacfo do sinal de fluorescéncia causada pela perda do indicador.

Em resumo, para células de animais de cada grupo seguimos o seguinte
protocolo:
a) procedimento de isolagfio e carregamento com indo-1,
b) estimulacio elétrica das células para obtengdo de transientes de Ca® para algumas
delas;
c) troca da solugdo de perfusio para Ty-min,
d) apos 10 min, um pulso de 10 mM cafeina e retorno a Ty-min;
€} apos 10 min, o segundo pulso de cafeina e retorno a Ty-min;
f) ap6s 10 minutos, obtenciio de R, para diversas celulas;
g) apos a escolha de uma célula com sinal alto, mudanca da solugio para Ty-max e
registro continuo das fluorescéncias;
h) apos a saturagdo dos buffers internos, a célula desenvolve contratura e atividade
esponténea;

i) apds analise do sinal gravado, obtengéo da razdio maxima R, ;
i) a partir dos transientes obtidos, determinar [} usando o procedimento descrito no
sub-item Medindo  com maior acuracia da secgfio 2.2.

O parimetro de calibra¢do B usado para cada grupo foi a média dos valores de
B obtidos em varias células. J4 os valores de Rumin € Ruax s30 os limites inferior e

superior, respectivamente, dos intervalos de confianga para 95% da populagdo

medida, como discutido no sub-item propagagfio de erros, do item 2.2.
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Determinacio da faixa de variaciio do cilcio intracelular

Cada célula era estimulada com tensio 1,5 vezes maior que o limiar até que o
estado estacionario fosse atingido. As fluorescéncias e o pulso de estimulacio foram
registrados. A razio das fluorescéncias foi convertida para valores de [Ca’'}; usando
os parametros de calibragio determinados. A média de 5 transientes utilizando os
pulsos de estimulag@io como referéncia temporal foi obtida.

O valor da concentragiio de pico ([Ca’lheo), calcio diastolico ([Ca* lum ) €
largura a meia altura (fwhm) dos transientes para uma dada idade ¢ a média dos

valores obtidos para cada uma das células.

Anilise dos dados.
Os dados foram processados por andlise de varidncia monofatorial. Os
contrastes foram analisados por meio do teste de Student-Newman-Keuls. Valores de

P< 0,05 foram considerados indicativos de significincia estatistica.

7.3 - Resultados

Parametros de Calibracio

Seguindo o procedimento descrito na secgdo 7.2, obtivemos os valores

mostrados na tabela 7.1,
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Tabela 7.1 - média e erro padrio de Ry, , B e Rmax para as diversas idades. Entre

parénteses estdo apresentados os intervalos de confianga 95% .

Ruin beta Roax

idade m+ SE N m+SE N m+ SE N
(dias) (1.C.95%) (1.C.95%) (L.C.95%)

5 1.59 +0.09 20 33+02 7 47404 11
(1.41 - 1.79) (2.76 - 3.80) (3.9 - 5.5)

14 1.43 £ 0.04 20 2.8+0.1 11 40403 10
(1.34 - 1.52) (2.76 - 3.80) (3.9 - 5.5)

30 1.51+0.03 21 2.23 4+ 0.07 8 34102 7
(1.45 - 1.56) (2.76 - 3.80) (2.4 - 3.8)

180 1.43 +£0.03 14 2.25+0.05 10 34+0.1 7
(1.45 - 1.56) (2.14 - 2.37) (2.4 - 3.8)

Da analise de varidncia pudemos concluir que, apesar dos valores de Ry € B
serem afetados pela idade do animal (P< 0,05), R, ndo apresentou variagio
estatisticamente significativa. Do teste de contraste podemos concluir que nenhum
dos pardmetros se modifica significativamente entre os grupos de 30 e 180 dias.

Como discutido na secgdo material e métodos optamos por adotar como
pardmetros de calibragio a média de B e os extremos dos intervalos de confianga para

Roin € Ruax (mostrados em negrito na tabela 7.1).

143



A fig 7.1 mostra os valores médios e erros padrdes de Rui , B € Rynas .

médias dos valores de

Rmin, beta e Rmax

Rmax
Beta
B Rmin

14.0 30,0 "180.0
idades

fig 7.1 - media dos valores de Ry , B € R para os quatro grupos.

Caracteristicas dos transientes nas diversas idades

Uma vez com os parfmetros de calibragio disponiveis, convertemos os
registros obtidos de R para [Ca™}; , obtendo as curvas das fig. 72 a, b, c e d.
Utilizamos como Ky o valor 0.844 uM, determinado in vivo ( Bassani et al.,1995).

O aumento do nivel de ruido em animais mais jovens parece ter sido devido a
diminuigio do tamanho da amostra onde a fluorescéncia foi medida. A area de uma
célula de animais neonatos ¢ tipicamente 10 vezes menor que a de um animal adulto e

o sinal de fluorescéncia obtido acompanha aproximadamente este fator.
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Transientes de Ca em células de rato adulto

[Ca] |
(M)

14
0.8 4
0k -

0.4 4

fig. 7.2a - transiente de calcio em célula de rato adulto.

Transientes de Ca em célula de rato de 30 dias
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fig. 7.2b - transiente de calcio em célula de rato de 30 dias. As setas indicam os

instantes de aplicacfo dos estimulos.
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Transientes de Ca em célula de rato de 14 dias

[Cal,
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fig. 7.2¢ - transiente de calcio em célula de rato de 14 dias. As setas indicam os

instantes da aplica¢do dos estimulos.

Transientes de Ca em célula de rato de b dias

fig. 7.2d - transiente de calcio em célula de rato de 5 dias. As setas indicam os

instantes da aplicacfio dos estimulos.
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A promediagiio de 5 transientes, utilizando os pulsos de estimulagdo como
referéncia temporal, foi usada na determinagdo de [Ca*lyico , [Ca’ i € largura a
meia altura (fwhm) dos transientes para cada célula. A figura 7.3 ilustra o resultado da

promediaco dos 5 primeiros transientes das figuras 7.2a e d.

transiente promediado adulto transiente promediado & dias
[Ca], [Ca]
a ' b
(M) (M)
0.4 +
0.2 1 0.35 1
23
056 1 0.25 4
044 02 }
V\ﬂ 015+
b2+ 014
ol 085 4
e N - I " T S S t[s} ﬂc:vi:o;'::::-i:éieé:-i'm t.IS}

fig 7.3 - transientes obtidos a partir dos dados da fig 7.2a e d, apos promediacio.

A tabela 7.2 resume os resultados obtidos das trés caracteristicas, dos

transientes para cada grupo etario.

147



Tabela 7.2 - caracteristicas dos transientes de calcio para células

de animais das diversas idades.

idade [Ca} pico (nM) [Ca] diast (nM) fwhm (ms)
(dias) média + EP N média + EP N média + EP N
S 15004500 5 310480 5 360+50 5
14 1500£200 5 260190 5 270240 5
30 1000£130 5 190450 5 330+40 5
180 700+130 10 190450 10 42050 10

A figura 7.4 apresenta graficamente os mesmos resultados. Embora seja
aparente um aumento de {Cay}piw ¢ [Ca”Jyis NOS animais mais jovens, a analise de

varidncia nfio detectou diferenca significativa dependente da idade em qualquer destas

variaveis.
caracteristicas dos transientes
para diversas idades
2000 -
[Ca] pico (nM)

]‘_ [Ca] diast (nM)
i fwhm (ms)

1000 ,%

0

180
idades

fig 7.4 - caracteristicas dos transientes de calcio para células de ratos de diferentes

idades.
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7.4 - Discussio

Metodologia para a obtencéo dos parametros de calibracio

No presente trabalho o método utilizado para determinag@o dos paramentros
de calibragiio foi desenvolvido de modo que o menor nimero possivel de fairmacos
fosse utilizado. Isto torna o processo de calibragio mais confiavel e mais facil de ser
executado. O processo classico da desenergizagdo celular (Bassani et al, 1994a)
requer a presencga de desacopladores mitocondriais, os quais muitas vezes apresentam
fluorescéncia intrinseca e causam, com o tempo, deterioragio estrutural da célula,
acarretando perda do indicador. O método desenvolvido permite que os parametros
de calibracio sejam determinados em células individuais apos cada experimento.

Este recurso de simplificagio do processo de calibragdo € importante, visto
que € arriscado o uso indiscriminado de pardmetros de calibragdo obtidos com um
dado tipo celular. Como ja exposto no capitulo 2 ¢ demonstrado neste capitulo, Ruyin ,
Ruax € P sfio afetados por inimeros fatores e nfo se mantém necessariamente num
mesmo tipo celular ao longo do desenvolvimento. O presente método, sendo simples,
econdémico e relativamente rapido, facilita, portanto, a calibragdo mais confiavel dos
sinais de fluorescéncia obtidos.

Outro ponto importante ¢ o uso de Ky apropriado. O emprego de valores
obtidos in vitro, embora seja uma pratica disseminada, pode introduzir erros de
magnitude relativamente alta na conversio de R para [Ca’]. Em diversas
circunstancias, foi relatado um aumento de cerca de 3 vezes do Ky do mdo-1 e fura-2
no ambiente intracelular ou na presencga de proteina miocardica (Konishi et al., 1988;

Hove-Madsen & Bers, 1992; Bassani et al., 1995; Bassani et al., 1998).
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Caracteristicas dos transientes

Ha uma grande escassez de dados na literatura quanto a forma e niveis dos
transientes de Ca® em animais de diversas idades {em especial, neonatos). O tnico
trabalho que conseguimos recuperar (Chin ef al., 1990) onde transientes em animais
neonatos eram mostrados trazia uma célula de coelho de 3 dias, a nosso ver
completamente atipica, pois suas dimensdes e estrutura sdo comparaveis a células que
obtivemos de ratos de 14 dias ou mais (60x10um, com estriagdes bem definidas).
Certamente os transientes obtidos com esta célula nio podem ser considerados
representativos do comportamento da maioria das células dos animais recém nascidos.
A escassez citada pode ser compreendida ao levarmos em conta os pontos levantados
nos capitulos 6 e 7 deste trabalho: - dificuldade de indugdo de transientes por meio de
estimulagdo elétrica de campo; - nivel de sinal no limite de detecgio para células
pequenas, e variagdo dos pardmetros de calibragio em diferentes idades. Isto significa
que o presente trabalho podera passar a ser uma referéncia para aqueles que
desejarem estimar as variagdes de [Ca®'] em células cardiacas de animais neonatos e
jovens,

E surpreendente o fato dos niveis de [Ca®"] terem sido aparentemente mais
altos em animais neonatos, embora a analise estatistica nio tenha detectado diferencas
significativas. Isto parece ter sido devido & alta variabilidade dos dados na amostra.
Mesmo assim, preferimos manter a expectativa da realizagio de outros tipos de
experimentos (e.g., determinando os parimetros de calibragio para células
individuais) ou ampliar bastante a amostra antes que possamos chegar a uma
conclusdo final. No entanto, resultados recentes de nosso laboratério (Bassani et al.,

1998) indicam que a capacidade de buffering passivo de Ca é cerca de 30% menor no
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miocardio ventricular de ratos neonatos. Isto faria com que um dado fluxo total de
Ca®' para o citosol produzisse niveis mais elevados de [Ca™); (ie., [Ca®] livre) em
neonatos do que em adultos.

O nivel do sinal apresentado nos exemplos ilustrativos e a qualidade geral do
sinal mostrado s3o, na nossa opiniio, perfeitamente satisfatérios. Os tragados
apresentados ndo sdo os melhores obtidos, mas aqueles que ilustram a média do que
normalmente ocorre durante os experimentos.

Como o conjunto de células de animais neonatos inclui células em diversos
estagios de diferenciacio, néo foi facil, a principio, identificar claramente quais seriam
0s midcitos tipicos, capazes de produzir atividade contratil. Curiosamente, os
transientes de [Ca™); ndo apresentaram catacteristicas morfologicas muito diferentes
daquelas encontradas em células de animais adultos. Os transientes apresentados na
figura 7.4 (apos promediagio) podem certamente ser utilizados para estudo do

transporte de Ca®", que constitui nosso proximo passo a partir do presente trabatho.
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Conclusoées Finais

Foi feito um estudo aprofundado do fendmeno da fluorescéncia. Deste
estudo pudemos apresentar resultados que auxiliam tanto o engenheiro, no
projeto ¢ construgdo de nova instrumentagfio, quanto o pesquisador interessado
em interpretar seus resultados experimentais de medicdo de ions por
fluorescéncia.

Um sistema de microscopia de fluorescéncia completo, foi projetado e
construido. O sistema foi utilizado no estudo dos transientes de calcio em
midcitos cardiacos isolados de ratos durante o desenvolvimento pos-natal {(grupos
com: 3 -6; 13 - 16; 28 - 35 e 180 dias de idades).

Apesar dos pardmetros de calibragio utilizados na conversdo do sinal de
fluorescéncia para valores de [Ca’}; ndo se manterem constantes nos diversos
grupos, as caracteristicas dos transientes ndo mostraram diferengas
estatisticamente significativas ([Ca®'] diastélico ~180nM; [Ca®] pico ~IuM e
fwhm ~ 0.35ms).

Estudando o limiar de estimulagio elétrica pudemos comprovar
experimentalmente que ele diminui com o desenvolvimento do animal, devido a

modificacdo da geometria das células, como previsto pela teoria.
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Comentarios

Sob nosso ponto de vista acreditamos ter cumprido todos os itens dos
objetivos especificos estabelecidos para o presente trabalho. Nao consideramos os
resultados perfeitos, mas estamos satisfeitos ao apresentar respostas para
problemas que estavam hd muito tempo sem solugio, mesmo em nivel
internacional. Pudemos também levantar pontos importantes na busca da
confiabilidade, precisdo e acuracia das medidas, que passavam aparentemente
desapercebidos mesmo para pesquisadores experientes da area. Grande parte dos
assuntos abordados geraram novas idéias e propostas de novos trabalhos para o
futuro proximo, como convém a um trabatho de doutorado.

Uma das caracteristicas fundamentais do trabalho na area de Engenharia
Biomédica ¢ a aplicagio de conceitos e técnicas das ciéncias exatas e da
Engenharia no tratamento de problemas médicos e bioldgicos. E altamente
desejavel que o engenheiro biomédico ndo seja igual a soma engenheiro + médico
e/ou bidlogo. O trabalho muitidisciplinar deve modificar o comportamento
anterior do profissional de modo que sua formagdo basica seja efetivamente base
para desenvolvimento de novas idéias, mas sobre um novo substrato vindo da
c¢olaboragdo em grupos multidisciplinares.

Este trabalho foi desenvolvido como tese de doutoramento em Engenharia
Elétrica, por um mestre em Fisica, no Depto. de Engenharia Biomédica (DEB) e
Centro de Engenharia Biomédica (CEB) da UNICAMP. O trabalho foi
realizado no Laboratorio de Pesquisa Cardiovascular - DEB - CEB, UNICAMP.

Neste laboratorio as condigbes para a multidisciplinaridade estfio estabelecidas.
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Atuam no dia-a-dia do laboratério profissionais vindos da biologia, engenharia
eiétrica, ciéncias da computacio, fisica, etc.

Construimos um instrumento para medigio da concentracio intracelular
do ion calcio em células cardiacas isoladas. Este instrumento permitiu ndo $o a
aplica¢do da teoria estudada e/ou desenvolvida mas também o aprendizado de
técnicas da Engenharia ¢ o desenvolvimento de circuitos eletrénicos, partes
mecanicas e sistemas opticos. No final, o resultado obtido a0 fazermos os testes
tipicos de engenharia foi bastante positivo. Contudo nio teria sido possivel
apreciar o que acreditamos ter sido positivo se as células dos animais ndo
tivessem sido colocadas no sistema para teste,

Algumas células poderiam ter sido isoladas no laboratério e a partir de
testes cuidadosos concluiriamos que a instrumentacdo estava funcionando. Fomos
um pouco além. A proposta era nio apenas usar uma “amostra” biologica para
testar o sistema, mas estudar, observar e finalmente poder “lembrar” o que é ¢
como se comporta uma célula do coragdo. O trabalho envolveu a utilizagio de
células cardiacas de animais neonatos, jovens e adultos. E extremamente curioso
ver que as celulas sfo inicialmente esféricas, passando posteriormente a um
formato mais alongado até atingir, na idade adulta, a forma de um paralelepipedo.
E interessante verificar que o eixo maior cresce primeiro, e s6 apos
aproximadamente 30 dias o eixo menor comega a crescer significativamente. Esta
constatagdo, ainda que ndo totalmente formal, a partir da observagio de mais de
120 células (descrita no capitulo 6), foi suficiente para despertar nossa atencio
sobre muitas das caracteristicas que eventualmente sio pontos chave no

entendimento do processo de estimulagio elétrica. Questdes a respeito do limiar
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estimulatorio e do efeito das extremidades anguladas da célula sobre este limiar se
tornaram tema de trabalho que esta sendo desenvolvido por outro aluno como
parte de tese de mestrado.

A aplicagdo dos conceitos de Fisica Quantica para entendimento do
sistema de fluorescéncia a ser desenvolvido e utilizado, a aplicacdo da Teoria
Eletromagnética para abordar o problema da estimulagdo por campo, identificado
a partir da experimentagdo fisiologica intensa e a aplicagio de todo o
conhecimento e experiéncia acumulados pelos que participaram deste trabalho,
na busca de resultados que efetivamente irdo permitir avango no estudo do
transporte de calcio em células cardiacas, nos levam a concluir que o trabalho
realizado tenha cumprido os requisitos basicos para um trabalho na area de

Engenharia Biomédica.
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