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"MICROFLUORIMETRO SIMPLIFICADO
PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR™.

Refere-se o presente relatédrio
a uma patente de invencdc para um microfluorimetro simpli-
ficado, especialmente desenvolvido para servir como equipa-
mento para o estudo de cédlcio intracelular.

A pratica necessiaria para a
medicdo da concentracdo de cdlcio intracelular, compreende
colocar dentro da célula um indicador fluorescente, tal co-
mo uma substéncia fluorescente que tem seu espectro de e-
miss@o ou excitacdo modificado gquando se liga ao célcio.

Ao se medir a variacdo da luz
emitida por este indicador pode-se entdoc estimar a variacéo
da concentracdo de cdlcio que houve dentro da célula.

Un indicador que tem sido bas-
tante utilizado é o Indo-1. Este indicador tem a proprieda-
de de, ao ser excitado com luz ultra-violeta (4~350nm), emi
tir luz verde (méximo em A ~500nm) quando estd em sua forma
livre, e luz azul (méximo em A ~ 400nm) quando estd ligado
ao calcio.

Medindo-se as intensidades de
luz nestes dois comprimentos de onda e fazendo-se a razZo
podemos obter a concentragio de cadlcio intracelular usando
a férmula:

[(Cal = Kg B {(R-Ry)/(Rga¢)}, onde:
- R = T400/1500 € @ razdo entre as duas intensidades medi-
das;

- K4 € a constante de dissociac8o da reac8o Indo-1+Ca= com-
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plexo (Ca Indol.:
- B, Ro € Rggt s&0 parimetros de calibracas

Us poucos microfluorimetros a-
tualmente existentes no mercado si> equipamentos montados
em torno de microscépios invertidos e utilizam a dptica
destes microscoépios para Ifazer as trés funcgdes: excitacéio,
monitoracido e deteccido.

A luz de excitacdo € normalmen-
te fornecida por lampadas de arco e filtrada por monocroma-
dor. Esta luz €& guiada por fibra déptica até o interior do
microscodpio invertido e focalizada sobre a amostra pela
objetiva.

A luz emitida pela amostra é
captada também pela objetiva e guiada por componentes opti-
cos até dois fotosensores, um com um filtro verde e outro
azul.

Circuitos eletrbnicos entdo
transformam os sinais luminosos em elétricos e estes entdo
s@0 enviados a uma placa de conversdo analégico/digital,
sendo os sinais processados entd& em um computador.

Uma grande desvantagem dos mi-
crofluorimetros atuais € a obrigatoriedade de se trabalhar
em torno de um microscdpio invertido, os guais s&o caros e
muito delicados, além de ocuparem muito espaco.

Outra desvantagem € o usgo de
lémpadas de arco, que além de exigirem uma fonte de alimen-
tagdo especial, produzem forte ruido eletromagnético quando

ligadas e desligadas. Este ruido perturba eguipamentos que
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estiko préximos a ela. como por exemplo computadores, e pode

[\

at€é mesmo provocar a gueima de componentes eletrdnicos.

Em face do exposto, foi desen-—
volvido o presente microfluorimetro esimplificado, gue sera
pormenorizadamente descrito com referéncia aos desenhos a-
baixo relacionados, nos quais:

a figura 1 1ilustra uma vista em corte e esquemadzica
do presente egquipamento, notadamente no
que se refere ao seu sub-sistema de Op-
tica de excitacio;

-

a figura 2 ilustra esquematicamente uma vista em cor
te e esquematica do presente equipamento
notadamente no gue se refere ao seu sub-
sistema de dptica de monitoracéo;

a figura 3 ilustra uma vista esquemdtica e em corte
do presente equipamento, notadamente no
que se refere a0 seu sub-sistema de op-
tica de deteccdo;

a figura 4 ilustra esquematicamente e em corte, uma
vista global do presente equipamento,
compreendendo os seus trés sub-sistemas,
ou seja, 6ptica de excitacio; 6ptica de
monitorscdo e optica de deteccéo;

a figura 5 1ilustra um componente que integra a par
te eletrdnica do presente equipamento,
ou seja, uma PMT tipo “side-on”, dita

vista integra uma seta A, que indica a

area fotosensiva do referido componente;



10.

15.

20.

25.

a figura Ba ilustra uma vista esquematica de um fo-
tocatodo de reflexdo;

a figura 6 1ilustra uma vista do esquema de alimen-
tag¢do de uma PMT;

a figura 7 ilustra uma vista de um esquema de um
conversor de corrente/tensfo;

a figura 8 ilustra um esquema elétrico de toda a
eletrénica associada as PMT s;

a figura 9 ilustra um diagrama de blocos do cir-
cuito divisor de sinais;

a figura 10 ilustra um circuito logaritmico do pre-
sente equipamento;

a figura 11 ilustra um diagrama do circuito antilog-
do presente equipamento;

De counformidade com o quanto
ilustram as figuras acima relacionadas, o microfluorimetro
objeto desta patente de invencdo, caracteriza-se pelo fato
de compreender um sistema 6ptico, gque para facilitar o
entendimento da construtividade proposta, sera dividido em
trés partes.

Optica de Excitac3o - primeira
das trés partes do sistema dptico da patente em questdo,
este sub-sistema tem por funcdc iluminar a amostra com a
maior quantidade possivel de luz de AL 350nm. Sendo que
para este item é utilizada uma lé&mpada do tipo empregado em
farol de automdével (Halon-Tungsténio), a qual trabalha a
70 Watts, produzindo ~ 2.0W de luz com A entre 350 e 370nm.

Da wutilizag8o deste tipo de
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lampada decorrem vantagens com relacdo &s outras, que s&o:
- custo ~ 20 vezes menor;

- & menos delicada;

- tem alimentacdo continua, ndo produzindo ruido na eletrd-
nica;

- facilidade de compra.

Como o tipo de lémpada mencio-
nado tem um area luminosa extensa, da ordem de 1 x 5nm, ne-
cessitou-se projetar um sistema Optico com diversos compo-
nentes para que se tivesse uma intensidade de luz suficien-
te para excitar as amostras.

Os principais requisitos que
se tentou satisfazer foram:

- disténcia entre o ultimo elemento iluminador e a amostra
de ~ 200 mm;

- facilidade de colocar e retirar o filtro de interferéncia
do eixo 6ptico de modo a qgque se pudesse iluminar o campo
com luz branca;

- sistema de resfriamento e ventilac8o para eliminar o ca-
lor e dissipar o ozbnio gerado pela luz ultra-violeta;

- capacidade de obstruir toda a luz, através de um obtura-
dor (shutter).

A 6ptica de excitac8o, € mos-
trada na figura 1. A lémpada 1 tungsténio-halogéneo se mos-
tra dentro de uma caixa de acondicionamento, feita de alu-
minio com uma tampa traseira 7, com espagamento para passa-
gem de ar.

Por um pegueno tubeo 8, & fren-
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te da lémpada 1 é admitido ar comprimido para refrigeracio
do sistema e dissipac@o do ozénio. Separando a caixa do res
tante do sistema, é€ provido um disco de nylon gue funciona
como isclante térmico.

Na referida figura 1, pode ser
observado que o presente fluorimetro compreende um dubletc
condensador 3 e um filtro calédrico 3, bem como um espelho
dicréico 9, alinhado por um lado com uma lente 4 e seu fil-
tro de interferéncia 5 (A = 385nm em suporte removivel),
através de um obturador (shutter) 6, e por outro lado, com
uma objetiva 12 com ampliacdo de 40x, passivel de ser movi-
mentada por um dispositivo para esta finalidade, indicado
pela referéncia numérica 10, dita objetiva encontra-se em
um estidgio de microscéoépio 11, sobre o qual estd o porta
amostras 13.

Um dos componentes do presen-
te fluorimetro, compreende um condensador formado por um
dubleto de lentes com disténcia focal de 32mm e didmetro de
24mm, espacadas por 13mm.

A funcdo do condensador é for-
mar uma imagem reduzida do filamento, que posteriormente
serd levada até a objetiva.

Para um dubleto com lentes i-
guais de disténcia focal f e espacamento de lentes d tem-se

-

que a magnificac8o M e a disténcia da imagem & segunda len-

-

te "8 " estio relacionados & disténcia do obJjeto & primeira

" "

lente "8", por:
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s = [dis-D-s]f/{d&1ie-fi-sf

)

M= Ff“/(d-FHis-ri-sf

A disténcia entre ¢ filamento
e a primeira lente € de 64mm o gue determina M= -0.38 e
" "z 19.6. O sinal negativo de M indica simplesmente que
a imagem € formada invertida, fato nd relevante.

Acoplado ao condensador tem-
se um tubo longo onde esta posicionada a lente de f =S0mm e
didmetro de 4Zmm. Esta lente tem como fungio coletar a luz
da imagem do filamento formada pelo condensador (neovo obje-
tivo)} e formar uma nova imagem na regiidc da objetiva.

As relaches entre a magnifica-

50 M, a disténcia da imagem “s’" e a disténcia do objeto

)

s" para uma lente simples si&o dadas por:

s’z sf/(s-1

M = f/(f-8)

0 objetivo, como foi dito aci-
ma & iluminar a amostra com a maior quantidade de luz pos-
sivel. Pretende-se no entanto, uma iluminac&oc uniforme, ou

~
g

eja, nd deve-se formar a imagem do filamento no cam-

[0}

Do.

Projeta-se o© sistema baseado
em observacdes feitas em microscdpios de fluorescéncia co-
merciais, onde a imagem do filamento é formada no lugar on-
de a amostra & colocada mas sem a presenca da objetiva.

Para viabilizar um relativo a-
juste, determinou-se que o tubo que suporta a lente pudesse

se movimentar dentro do condensador (2 10mm) de modo &
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sumentar ou diminuir "s"”., variandc também s .

Na posicio central. "s"'= 120mm
o que determina s’ "= 360mm e M = -~3.

Apdés a lente tem-se o suporte
do filtro de excitacgio. Este filtro tem a funclo de reduzir
a banda passante de luz gue vai & amostra para uma faixa
de 20nmm em torno de 355nm. A pega em questdo foi projetada
de modec & permitir a facil retirada do filtro do eixo épti-
co da montagem, aumentando significativamente a luz que

chega & &amostra, operacd Util no alinhamentce do siste-

Na seqliéncia, tem-se o obtura
dor manual gque intercepta completamente ¢ feixe de luz e
uma iris, também manual, que permite controlar a guantidade
de luz de excitaciy. Tem-se entdo uma peca que acopla a
iris ao cubo do espelho dicroico.

O espelho dicrdéico € um compo-
nente que, sendo posicionado & 45 graus de inclinacio, com

relacd ao eixo optico, funciona como espelho para luz com

20. )< ) ¢ € como uma janela para A c- Assim, como um di-

croico com ¢ = 390nm pode-se refletir a luz de excitacdo
da lé&mpada & mostra € simultaneamente transmitir a luz de
emissio da amostra aos detectores.

Para facilitar o alinhamento
do dicréico este foi posicionado sobre um dispositivo ajus-
tivel com relacd&o a dois angulos.

Acima do cubo do dicrdico tem-

se um tubo que chega até dentro do dispositivo manipulador

Y
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da objetiva mas gue nio toca neste, evitando o acoplamento

1}

mecanic 3  transmissio de vibragies da estrutura da ban-

Q
@

{

cada até o granito.

O espectro de luz que efetiva-
mente chega até a4 objetiva € dade pela multiplicac®o do es-
pectro da lampada pelos especiros de transmitéancia do calé-
rico e do filtro de emissdo e do espectro de reflexdo do

epelho dicrdico.

Optica de Monitorag¢do - segun-
da parte do sistema Optico da patente proposta. Para que a
amostra seja selecionada, posicicnada e posteriormente mo-
nitorada, deve-sze fazer com que sua imagem, formada pela
objetiva chegue a uma camara de televisdo.

Como a emissé@o de fluorescén-
cia de amostras bicldgicas tem baixa intensidade € usual
i1luminar a célula com luz de outro comprimento de onda e
separar esta luz da luz da emissio em algum ponto prdéximo a
cAmera.

Na presente patente,ilumina-se
a célula com um LED de alta luminosidade (75 mW em 680nm),
colocado acima do estagio. O referido LED, alimentado por
uma bateria de 8 Volts, é montado em um suporte movel e tem
sua luz condensada e focalizada por uma lente, podendo a ip
tensidade desta luz ser ainda controlada por um potencid-
meltro.

A posic8o e tamanho da imagem
formada por uma objetiva depende de caracteristicas como

distancia focal (f}, e magnificacdo (M), mas podem ser
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alteradas pela distéancia de trabalho (d.t.). Isto per-
mite obter diferentes campos de visid com a mesma objeti-
va. modificando-gse a d.t. e as outras distéancias dpticas
envolvidas. Esta possibilidade €& especialmente vantajosa
pois permite trabalhar com amostras de tamanhos diferentes
usando a mesma objetiva. A opcAc por faczer um sistema

maie versatil gue o8 comerciamis trouxe algumas dificul-

dades no gprojeto optico, que ¢ demonstrado na figura
l:;
Basicamente a monitoragdo é

feita mediante o ajuste da d.t. da objetiva, fazendo com
gque a imagem da amostra iluminada com a luz do LED seja
formada a aproximadamente 300mm do porta amcstras, no plano
onde se encontra as fendas ajustaveis. Estas fendas tem a-
bertura maxima de 1Zmm, podendo ser controladas manualmente
formando campos quadrados ou retangulares até que seja
totalmente obstruido o feixe, sendo importante que a ima-
gem seja formada no plano das fendas para que seja pos-
sivel limpar a imagem obtida blogqueando & luz que vem de
outras células. da cémara de perfusio e da sclucédo.

Na figura 2 € possivel obser-
var itene como o espelho dicrdico A =385nm; dispositivo pa-
ra movimentacio 10 da objetiva; estdgio de microscdpio 11i;
objetiva 12 de 40x; porta amostras 13; chave liga desliga
14; potencidmetro 15; LED com lente focalizadora 16; fendas
ajustdaveis 17; lente convergente 18; espelho refletor de
vermelho RRM 19; cémera de TV tipo CCD 20.

Assim sendo, com as fendas to-
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talmente abertas o campo de visio €, nesta posicio, de a-
proximadamente 15Qy.m X lSO}Am. Este tipo de campo é sufi-
ciente para Que se possa enxergar integralmente a grande
maioria das células cardiacas de ratos.

A imagem formada pela objetiva
€ entdc usada como objeto para uma outra lente colocada
abaixo das fenda. Esta forma sua imagem sobre o sensor de
uma cémara tipo CCD de 1/3“ (drea sensivel de 4,2X3.1mm). o
campo visto no monitor de video é:
campo de visdo= dimensdes do senscor/magnificacido total

Entre a lente e o sensor tem-
se um espelho refletor de vermelho (RRM) que, além de re-
fletir mais de 99% da luz com A ~ 660nm, transmite na média
75% da luz na faixa entre 400 e 420 nm e 85% da luz na fai-
xXa entre 480 e 500nm possibilitando assim que a fluores-
céncia chegue aos detectores sem grande atenuacdo.

Para que se obtenha uma magni-
ficacdo malor, ou seja, diminua o campo de vis8o, procede-—
se da seguinte forma: aproxima-se a objetiva da amostra,
fazendo-se com que a sua imagem se forme a uma disténcia
maior que 300nm. Rosqueando o tubo que se encontra acima
das fendas aumenta-se a distancia entre a fenda e a objeti-
va de modo que a imagem continue sendo formada no plano da-
quelas. Rosgueando-se o tubo gque se encontra abaixo das
fendas diminui-se a disténcia entre esta e a lente, aumen-
tando-se ainda mais a magnificacdo. Finalmente desloca-se a
c&mara CCD para tréds conseguindo-se assim wuma imagem foca-

da.
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Optica de Detecgdo - A funcio
deste sub-sistema é coletar a luz emitida pelo indicador
fluorescente que se encontra dentro da amostra e levid-la,
com a menor perda possivel até os fotosensores. Boa parte
dos componentes Opticos utilizados para tal s3o também uti-
lizados na parte de monitoracdo, assim, estando-se obriga-
dos a trabalhar com a imagem formada nas fendas. A figura 3
mostra esquematicamente como a luz de emissdo €& dirigida
até os fotosensores.

A imagem formada pela objetiva
no plano das fendas é composta por luz vermelha, vinda do
LED, e luz na faixa entre 400 e 500nm, emitida pelo indica-
dor fluorescente que se encontra dentro da célula. O RRM
separa estas duas faixas refletindo A = 660nm para a cémera
CCD e transmitindq a luz de 400 e 500nm.

Na figura 3, podem ser obser-
vados itens como: fendas ajustdveis 17; lente convergente
18; espelho refletor de vermelho RRM 19; cémera de TV tipo
CCD 20; espelho dicréico;L = 445nm; fotosensor 22 com fil-
tro A = 405; e fotosensor 23 com filtro A = 485.

Para que se possa utilizar o
método da raz&o a luz de emiss3o deve ser dividida de modo
a que se registre o sinal em dois comprimentos de onda dife
rentes. Isto é conseguido com o espelho dicrdico A = 450nm,
que tem reflexividade em torno de 895% para luz na faixa en-
tre 380 e 430nm e transmitdncia média de 70% entre 475 e
500nm. Na entrada de cada fotosensor tem-se um filtro para

minimizar sinais espurios e estreitar a banda passante. No
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fotosensor que recebe o sinal transmitido pelo dicrédico
450nm tem-se um filtro de interferéncia com A =495+10nm. No
outro, o filtro, também de interferéncia, tem A =410+20nm.

Na figura 4, é ilustrada uma
vista global do presente equipamento, integrando os trés
sub-sistemas ja descritos.

Na referida figura 4, podem
ser observados itens como: lémpada 1; filtro caldérico 2
dubleto condensador 3; lente 4; filtro de interferéncia 5
A = 365nm em suporte removivel; obturador e iris manual 6;
tampa traseira 7 com espagamento para a passagem de ar; en-
trada de ar 8; espelho dicrdico 8 1 = 385nm; dispositivo
para movimentacdo 10 da objetiva; estdgio de microscédpio
11; objetiva 12 de 40X; porta amostra 13; chave liga-desli-
ga 14; potencidmetro 15; LED 16 com lente focalizadora;
fendas ajustdveis 17; lente convergente 18; espelho refle-
tor de vermelho 19; cémera de TV tipo CCD 20; espelho di-
crbico A =445nm; fotosensor 22 com filtro A = 405; fotosen-
sor 23 com filtro A = 485.

O presente equipamento, com—
preende ainda a sua parte eletrénica, que serd dividida em
seis itens, para facilitar assim a sua descric®o.

Fotosensores - Dentre os pos-
siveis dispositivoe fotosensiveis existentes, optou-se por
trabalhar com fotomultiplicadoras (PMT's), por serem tradi-
cionalmente as mais empregadas na &rea de microscopia de
fluorescéncia. Um tubo fotomultimplicador tipico consiste

de um catodo foto emissivo, seguido por eletrodos de foca-
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liczacgé&s, um multiplicador de elétrons e um anodo coletor de
elétrons. todos os elementos envolvidos em um tubo a vacuo,
tal como pode ser observado nas figuras 5 e Ha, respectiva-
mente representativas de ilustragtes de um tubo fotomulti-
plicador (PMT) tipo "side-on” e de um Iotocatodo de refle-
X&0.

Na figura 5. a seta A indica a
drea fotosensivel do referido tubo fotomultiplicador, en-
quanto que na figura 5Sa, as setas B, C e D indicam respec-
tivamente o modo de reflexd do fotocatodo, a direcdo da
luz que incide sobre o mesmo, e o fluxo de fotoelétrons no
mesmo.

Existem no mercado diversos fa
bricantes de PMT s cada qual produzindo varios modelos di-
ferentes. Neste caso, optou-se pelo modelo R4220 fabricado
pela empresa Hamamatsu Photonics K.K.. Esta é uma PMT do
tipo "side-on”, de alta sensibilidade, relativamente baixo
custo, freqlientemente utilizada em microscopia de fluores-
céncia.

Eletrénica Associada é&s PMT’s
- A alimentacko de uma PMT deve ser feita com uma fonte
de alta tensic ~1000 Volts e um divisor que distribui
esta tensio pelos diodos. Optou-se por adgquirir junto com
as PMT s os socketes acoplados com divisores de tensio (mo-
delo E717-21) e as fontes de HV (modelo C8260).

A alimentacdo da fonte de HV é
feita simplesmente com uma tensi& de 15 Volts. A tenséo

gerada por ela pode ser variada de O a 1250 Volts ajustan-
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do-se um potencidmetro externo.

A saida de uma PMT é um sinal
de corrente que dentro de uma determinada faixa € linear
com a intensidade de luz nela incidente. Como as PMT s s&o
normalmente acopladas a dispositivos que wusam tensio como
sinal de entrada (registradores, poligrafos, micro computa-
dores) deve-se fazer a convers8o corrente/tensdo antes de
gqualguer ligacdo.

A principio uma PMT é uma fon-
te de corrente ideal, logo esta conversdo poderia ser feita
simplesmente com uma resisténcia de carga.

Com uma fonte ideal pode-se
obter qualquer tensdo de saida aumentando-se a resisténcia.
Na pratica, o que se observa é que se utilizarmos resistén-
cias acima de um certo valor, deteriora-se a linearidade do
sinal de saida com relacdc a corrente.

Uma maneira simples de fazer a
conversdo corrente/tensdo evitando o problema acima é uti-
lizar-se um amplificador operacional como no circuito mos-
trado na figura 7. Para este circuito tem-se a tensdo de
saida: VbzIpfo

Para se obter uma tensdo de
saida de 5 Volts em 1}LA deve-se wutilizar wuma resisténcia
R = BMQ. O amplificador operacional utilizado foi o modelo
LF 351.

0 circuito final com toda a
eletrdnica associada 4s PMT s é ilustrado na figura 8.

Filtros - Foi construida uma
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caixa com dois filtros tipo "Butterworth”, com oito polos e
f. = 25Hz. O circuito bésico de filtros tipo "Butterworth”
€ bem descrito na literatura.

Divisor de Sinal-O divisor de
sinais é um circuito cuja fun¢do é realizar a divisdo en-
tre dois sinais positivos, varidveis ou nd& (El e E2) e
multiplicar o resultado por um terceiro sinal positivo, E3.

0 principic de funcionamento
do circuito baseia-se na seguinte propriedade da funcio lo-
garitmica: log a + log b - log c= log a*b/c:k.

Fazendo-se o antilog k, obtém-
se ab/c. Assim, para efetuar (Elx EZ)/E3, o circuito faz o
log de E1 (bloco 1), soma este resultado com o log de E2
(bloco 2), subtrai este valor do log de E2 (bloco 3) e o
antilog deste sinal é efetuado no bloco 4, conforme diagra-
ma em blocos apresentado na figura 9.

No referido diagrama da figura
9, o8 blocos 1, 2 e 3 utilizam os chamados amplificadores
logaritmicos para efetuar o log da tensdo de entrada. Estes
circuitos utilizam um transistor na malha de realimentac3o
do amplificador operacional. A relacd entre a corrente de
coletor e a tensdo base-emissor para um transistor é tipi-
camente logaritmica numa faixa que se estende desde alguns
picocamperes até alguns miliamperes.

Quando se introduz na malha de
realimentag¢8o do amplificador operacional um transistor na
configuracdo base-comum, obtém-se entdo o circuito logarit-

mico, representado na figura 10.
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Ao se analisar o circuito da
figura 10, temos que Vout= 1nVin.

0 bloco quatro utiliza um am-
plificador antilog para fazer o antilog do sinal de entra-
da. O amplificador antilog € um circuito semelhante ao am-
plificador log, com a udnica diferenca de possuir o resistor
e o0 transistor c¢om suas posi¢des invertidas. O circuito
antilog pode ser visto na figura 11, sendo que do referido
circuito, obtém-se a seguinte expressio da tensdo de saida:
Vout=eVin

Aquisig8o do Sinal: O presente
microfluorimetro fornece trés sinais, dois sinails proporci-
onais as intensidades de luz incidentes em cada fotomulti-
plicadora e um sinal proporcional & razdo entre estes dois.

Durante a operacdo do equipa-
mento estes sinais podem ser adgquiridos em registrador, em
osciloscéHpio ou em computador, dependendo da preferéncia do
usudrio.

0 equipamento em questdo, com-
preende ainda componentes como uma fonte da lampada: fonte
estabilizadora, com tens8oc ajustidvel de saida de 0.1 a 30
Volts e corrente maxima de 6A; fonte de alimentac@o dos
filtros, divisor e estimulador; cédmera e monitor de TV mo-
delo OSL-100 da CCD Observation System, com sensor CCD de
1/3", sensibilidade de 1 lux.

O funcionamento do presente e-
quipamento, compreende a sua utilizacic da seguinte forma:

- a amostra deve ser posta dentro de uma c8mara de acrili-
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co cujc funde € formado por uma laminula de vidro:

- a cAmera e ¢ monitor devem ser ligados:

- as fendas devem ser abertvas de modo que a imagem da amos-

tra seja formada noe sensor da camera e visualizada no moni-

tor. Neste ponto pode ser necessario algum ajuste de foco.

- 0o indicador fluorescente deve ser introduzido na amostra;

- as fontes de alimentagdc das fotomultiplicadoras, dos

filtros, do divisor de sinais e da lampada do iluminador

devem ser ligadas:

- o0 shutter do ‘iluminador deve ser aberto de modo que a

luz-violeta incida sobre a amostra. Neste ponto os trés

sinais de saida ja podem estar sendo adquiridos:

- modificando as condigles nas quais a amostra se encontra

(estimulacio elétrica; exposic8c a substéncias quimicas)

pode-se medir as alteragtes da concentracdo de cédlcio em

seu intericr medindo-se as variagfes da razio R:I4OO/ISOO-
O microfluorimetro assim cons-

truido, traz ac seu usuario diversas vantagens com relacdo

aoe egquipamentos atualmente em uso:

- custo inferior;

- tamanho compacto, possibilitando com gue o usudrio traba-

lhe em uma condig¢do mais confortavel:

- dispensa o microscopio, fazendo com gque 0© egquipamento

seja mais robusto e apresente uma manutencdo mais facils

- utiliza lémpada halogénica, gQue apresenta um custo baixo,

facilmente substituivel, e pode ser adquirida também de

forma fécil, n&o necessitando de uma fonte especial, além

de r3o gerar ruidos eletromagnéticos, caracteristica esta
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das lampadas de arco.

Cabe salientar, que apesar de
ter sido ilustrado e descrito, o presente egquipamento pode-
rd ser alvo de adequacdes de ordens diversas, que se leva-
das a efeito considerardo o teor do originalmente requeri-

do, bem como o escopo da protecdo pretendida.
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1. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", caracterizado pe-
lo fato de compreender um sistema dptico composto por trés
sub-sistemas, sendo o0 primeiro definido como éptico de ex-
citacdo, o segundo como Optico de monitoracgBo, e o terceiro
como 6ptico de deteccdo; o sub-sistema oOptico de excitacéo
destina-se a iluminar a amostra com a maior quantidade pos-
sivel de luz de A 350nm, compreendendo uma lémpada do tipo
Halon-tungsténio, que trabalha a 70Watts, produzindo ~ 2.0W
de luz com entre A 350 e 370nm;dito sistema 6ptico de exci-
tagcdo é montado em uma caixa de acondicionamento, produzi-
da preferivelmente em aluminio, com uma tampa traseira (7),
com espacamento para passagem de ar, sendo gque, por um tubo
(8) &8 frente da lémpada (1) é admitido ar comprimido para
a refrigerac8o do sistema e dissipag8o do ozdnio; separan-
do a caixa do restante do sistema &€ provido um disco de
nylon que atua como isolante térmico; dito sub sistema de
excitacdo compreende um dubleto condensador (3) e um filtro
calérico (2), bem como um espelho dicrdico (8), alinhado
por um lado com uma lente (4) e seu filtro de interferén-
cia (5) A = 365nm em supgrte removivel, através de um
obturador (8), e por outro lado, com uma objetiva (12) com
ampliacBo de quarenta vezes, passivel de ser movimentada
por um dispositivo (10) para esta finalidade, dita objetiva
encontra-se em um estdgio de microscépio (11), sobre o qual
estd o porta amostras (13); o segundo sub-sistema do pre-

sente ou sub-sistema Optico de monitoracio permite que a
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amostra seja selecionada, posicionada e posteriormente mo-
nitorada, sendo que para isto deve-se fazer com qQue a ima-
gem, formada pela objetiva chegue a uma cdmara de televisdo
dito sub-sistema de monitorac¢do compreende wum LED de alta
luminosidade (75mW em 660nm), colocado acima do estidgio; o
referido LED é alimentado por uma bateria de 9 Volts, e
montado em um suporte mdvel tendo sua luz condensada e fo-
calizada por uma lente, podendo a intensidade dessa luz ser
ainda controlada por um potencidmetro; dito sub-sistema 6p-
tico de monitorag8o compreende um espelho dicrdico (9);
dispositivo para movimentacdo da objetiva (10); estagio de
microscdpio (11); objetiva (12); porta amostra (13); chave
liga desliga (14); potencidometro (15); LED(16) com lente fo
calizadora; fendas ajustdveis (17); lente convergente (18);
espelho refletor de vermelho (18); e cémera de TV tipo CCD
(20); o terceiro sub-sistema do presente equipamento, ou
seja, sub-sistema de deteccd3o tem por finalidade coletar a
luz emitida pelo indicador fluorescente que se encontra
dentro da amostra e levd-la, com menor perda possivel até
os fotosensores; dito sub-sistema conta com fendas ajusta-
veis (17); lente convergente (18); espelho refletor de ver-
melho RRM (19); cémera de TV tipo CCD (20); espelho dicrédi-
co (21); fotosensores com filtro (22) e (23).

2. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-
dicado em 1, caracterizado pelo fato de que o sub-sistema
éptico de excitac83o compreende um condensador formado por

um dubleto de lentes com disténcia focal de 32mm e didmetro
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de 24mm, espacgadas por 13mm, dito condensador tem por fun-
¢do0 formar uma imagem reduzida do filamento, qQue postericr-
mente serd levada até a objetiva, dito dubleto tendo suas
lentes indicadas pelas referéncias (S°) e (S).

3. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-
dicado em 1 e 2, caracterizado pelec fatec de que acoplado ao
condensador, é montado um tubo longo onde estd posicionada
a lente de f=80mm e di&metro de 42mm, dita lente tem como
func8o coletar a 1luz da imagem do filamento formada pelo
condensador (novo objetivo) e formar uma nova imagem na re-
gido da objetiva.

4. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-
dicado em.1l, caracterizado pelo fato de que o sub-sistema
6ptico de excitacdo compreende um filtro de excitagdo que
tem por funcdo reduzir a banda passante deluz que vai & a-
mostra para uma faixa de 20nm em torno de 355nm, dito fil-
tro pode ser retirado do eixo éptico da montagem.

5. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-
dicado em 1, caracterizado pelo fato de compreender um ob-
turador manual que intercepta completamente o feixe de luz
e uma iris, também manual, gque permite controlar a gquanti-
dade de luz de excitacd@o, tendo-se também um peca que aco-
pla-se a iris ao cubo do espelho dicréico.

6. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-



10.

15.

20.

dicado em 1 e 5, caracterizado pelo fato de gue o espelho
dicrdico é posicionado a 45 graus de inclinac®o, com rela-
c&o ao eixo dptico, funcionando como espelho para luz com
2 < )‘c e como uma janela para 2> A c assim como um di-
crdoico com 2 c:390nm pode-se refletir a luz de excitacio da
lampada & amostra e simultaneamente transmitir a luz de e-
miss&o da amostra aos detectores.

7. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-
dicado em 1, caracterizado pelo fato de que o equipamento
em questBo utiliza-se de fotonsensores do tipo fotomulti-
plicadores (PMT s) da variedade "side-on” e de fotocatodo
de reflexdo.

8. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-
dicado em 1, caracterizado pelo fato de que o presente e-
quipamento compreende ainda itens de eletrdnica associada
as PMT s, notadamente no que se refere & alimentacdo dos
referidos fotosensores, que compreende a utilizac#io de uma
fonte de alta tens3o (~1000 Volts) e um divisor que distri-
bui esta tens&o pelos diodos.

9. "MICROFLUORIMETRO SIMPLIFI-
CADO PARA ESTUDO DE CALCIO INTRACELULAR", segundo o reivin-
dicado em 1 e 8, caracterizado pelo fato de que o presente
equipamento conta ainda com filtros tipo "“"Butterworth"”, com

oito polos e fcz 25Hz.
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RESUMO

“"MICROFLUORIMETRO SIMPLIFICADO
PARA E3TUDO DE CALCIO INTRACELULAR", compreendendo um sis-
tema o6ptico, que & dividido em trés sub-sistemas, sendo o
primeiro identificado como sub-sistema de excitacioc; o se-
gundo como sub-sistema de monitoracd e o terceiro como

sub-sistema 6ptico de deteccgdo.
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