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Resumo

As doencas cardiovasculares representam uma das principais causas de morte
no mundo, uma vez que podem levar ao desenvolvimento de arritmias cardiacas
graves. Dentre estas, destaca-se a fibrilagdo ventricular (FV), que s6 pode ser
revertida por meio de desfibrilacdo. No entanto, os choques desfibrilatorios sao
capazes de causar danos aos cardiomiécitos. A orientacao do eixo principal da célula
em relacdo a direcao de aplicacdo do campo elétrico (E) € um fator determinante para
a excitacao e leséo celular, o que tem levado ao desenvolvimento de novos protocolos
de desfibrilacdo. O objetivo desse projeto foi obter curvas de letalidade para diferentes
orientacdes da célula em relacéo a direcdo do E, a fim de caracterizar a relacéo entre
a orientacdo celular e a letalidade. Para isto, instrumentacdo que permitisse a
estimulacdo de midcitos cardiacos em diferentes orientagdes foi desenvolvida. Os
mioécitos foram isolados de coracdes de ratos Wistar machos adultos e as células
foram dispensadas em uma camara de perfusdo com fundo giratério para estimulacao,
de forma que pudessem ser reorientadas em relagdo ao E. Inicialmente, foram
aplicados pulsos de tensao bipolares para a determinacao do limiar de estimulacao
(ET) e, em seguida, foi aplicado um estimulo monopolar de tensdo com amplitude
inicial de 8xEr. ApOs a recuperacdo da célula, este procedimento foi repetido com
amplitudes crescentes até que a lesao letal fosse observada. Nossos dados mostram
que ha um aumento gradual do E associado a letalidade celular, a medida que o
angulo, que pode variar entre 0° e 90°, entre a orientacdo da célula e a direcdo do E
aumenta, e que uma intensidade de aproximadamente 26xEt € capaz de matar 50%
das células, independentemente da sua orientac&o. Estes resultados podem contribuir
para a concepcao de novos protocolos de desfibrilagdo, fornecendo dados sobre um

limite superior do E para a sobrevivéncia celular.

Palavras-chaves: Choques desfibrilatorios, estimulagdo elétrica de cardiomiécitos,

probabilidade de letalidade celular.



Abstract

Cardiovascular diseases represent a major cause of death in the world, since
they can lead to the development of severe cardiac arrhythmias. Among them,
ventricular fibrillation (VF) stands out, of which reversion can only be achieved by
defibrillation. However, defibrillatory shocks are capable of causing injury to
cardiomyocytes. The orientation of the cell major axis with respect to the electrical field
(E) direction is a determining factor for cellular excitation and cellular injury, which is
leading to the development of new defibrillation protocols. The aim of our study was to
build lethality curves for different orientations of cell major axis with respect to E
direction in order to characterize the relationship between cell orientation and lethality.
For this purpose, instrumentation that allowed the stimulation of cardiac myocytes in
different orientations was developed. Myocytes were isolated from hearts of adult male
Wistar rats and cells were plated in a perfusion chamber with a rotary bottom for
stimulation so that the cells could be reoriented with respect to the direction of
stimulation if necessary. First, bipolar voltage pulses were applied to determine the
stimulation threshold (Et), and then a monopolar stimulus with initial amplitude of 8xEr
was applied. After cell recovery, this procedure was repeated with increasing
amplitudes until cell lethal injury was observed. Our data show that there is a gradual
increase in the E associated with cell lethal injury as the angle between cell orientation
and E direction is increased and that an intensity of approximately 26xE~ is capable of
killing 50% of the cells, regardless of its orientation. These results could contribute for
the design of new defibrillation protocols by providing data on an E upper limit for cell
survival.

Keywords: Defibrillator-like shocks, cardiomyocyte electrical stimulation, cell
probability of lethality.



Lista de ilustracoes

Figura 1. Vias de conducao elétrica no coragéo. (Modificado de Kenny, 2014, nimero de
[ToTT g Tor= W A G 2 3 01 1 72 USSR 17
Figura 2. Acoplamento excitacdo-contracdo e relaxamento em um cardiomiocito. No
detalhe: relagcdo temporal entre o disparo de um PA, o transiente de concentracao citosolica
de Ca?" e a contracdo do midcito. (Adaptado de Bers, 2002. Nimero de licenca:
A134911150458). weeerreerrerrsessneersssssnnessessssessssssssesssssssnesssssssssssssssssssssssssassssssnnesssssssssssssssnsssssssnne 19
Figura 3. Representacao dos tipos de poros que podem ser formados na bicamada lipidica:
a) poro hidrofébico e b) poro hidrofilico (Adaptado de Glaser, 1988, numero de licenca:

AL3ABLLAABO06). ....ceeeueereererierrerieieieeeeeee et stestestestesaesaeseeseeseesesseste st esseseseese e st eseeseeseeteasentensenseneeneenen 22
Figura 4. Representacéo de cardiomiocito cujo eixo principal (maior) esta orientado a 0°,
30°, 60° e 90° em relagdo a dire¢@o de aplicacdo dO E. .......cccovevievieieinineneneesee e 24

Figura 5. Diagrama de blocos da montagem experimental: A) camara de perfusao; B)
computador; C) sistema de microscopia; D) suporte com reservatério contendo solugéo de
Tyrode; E) descarte ligado ao sistema de vacuo; F) estimulador elétrico de alta intensidade
(EAD); G) estimulador elétrico de baixa intensidade (EBI); H) comutador; 1) osciloscépio; J)
motor DC acoplado a camara de perfusao e motores de passo acoplados ao charriot do
microscopio; K) caixa contendo os circuitos para controle dos motores que permitem o giro

do fundo da camara de perfuséo e a movimentacédo do charriot do microscopio. .................. 27
Figura 6. Vista externa da camara de perfuséo e regifes de interesse. A) Cata-bolhas; B)
regido para deposi¢do de midcitos; C) regido de saida de SOIUGAO. .........cccecevererrerieieeeneenenn, 27

Figura 7. Vista explodida da cAmara de perfuséo. A) Parte superior da camara contendo
cata-bolhas, regido para deposicédo de midcitos e regido de saida de solugéo (1), conectores
para entrada e saida de solugéo (2 e 3) e knob (4); B) laminula de vidro (1), o'Rings (2) e
pecas de suporte (3); C) suporte para a laminula (1), engrenagem acoplada ao fundo da
camara (2), engrenagem conectada ao knob (3) e suporte final da camara (4).........ccee..... 29
Figura 8. Detalhe da parte éptica do sistema de microscopia: A) LED; B) camara de
perfusao; C) charriot com ajuste de foco; D) webcam; E) objetiva. (Modificado de Oliveira,
2004). e bt h ettt a e eh e bbbt b et a e et h e bt b e bt e b et et et eneeneas 30
Figura 9. Diagrama de blocos simplificado para: A) controle do charriot, composto por dois
motores de passo controlados por meio de drivers, um microcontrolador e uma interface
com o usuéario; B) Controle do giro do fundo da camara de perfusdo, composto pelo mesmo
microcontrolador, um motor DC controlado por meio de um driver e um encoder para
POSICIONAMENTO A0 MOLOK DC. .....c.oiiieieiecieees ettt sttt et s e ss e te s s esesseessesseessensens 31
Figura 10. Circuito desenvolvido para o controle da movimentac&o do charriot e do giro do
fundo da camara de perfusédo: A) Motores de passo bipolares; B) microcontrolador; C) motor
DC; D) optoacoplador do encoder utilizado para verificacdo da posicdo do motor DC; E)
drivers para controle dos motores de passo e do motor DC; F) joystick para movimentacao
do charriot; G) LCD; H) botdes utilizados para armazenamento/recuperacao de posicdes de
midcitos; |) botdes utilizados para insercao de dados relacionados ao giro do fundo da

[oF= 0 = - VUSRS 32
Figura 11. Fluxo de execuc¢éao do software responsavel pelo controle do charriot, do
armazenamento e recuperacao de posicdes e da rotacdo do fundo da camara de perfuséo.
Poty é o potencidbmetro associado a movimentacdo do motor no eixo y (motor 1) e Potx é o
potencidmetro associado a movimentacdo do motor no eixo x (motor 2). posicaoy e posicaox
sao as posi¢des atuais em passos associadas aos motores 1 e 2, respectivamente. Os
botdes 2, 3, 4, 5 e 6 séo utilizados para armazenamento e recuperacao de posicoes,
enquanto o botdo 7 € utilizado para indicar que existe uma célula a ser rotacionada............ 33



Figura 12. Fluxograma referente & sub-rotina “Move motor 1”. Poty é o potenciémetro
associado a movimentagdo do motor no eixo y (motor 1) e posicaoy € a posi¢do atual em
passos associada a eSte MESMO MOLOL. .......ccuvieirieirieirieireese ettt ss e s e ssens 35
Figura 13. Fluxograma referente & sub-rotina “Move motor 2”. Potx & o potenciémetro
associado a movimentagdo do motor no eixo X (motor 2) e posicaox € a posi¢éo atual em
Passos associada a eSte MESIMO MOLON. .......cevirerierieieieeeere ettt s e e e 36
Figura 14. Fluxograma referente ao armazenamento e recuperacao de posicoes. Os botdes
2, 3, 4, 5 e 6 séo botdes utilizados para configurar armazenamento e recuperacéo de
posi¢cBes de midcitos. O botdo 1 € utilizado para confirmar que se deseja sobrescrever uma
dada posicéo previamente armazenada por algum outro botao. ..........cceceevvveeceiieceneniee, 38
Figura 15. Fluxograma da sub-rotina “Gira Fundo da Camara”. Os botbes 7, 11 e 12 sdo
botdes associados ao giro do fundo da camara de perfusdo presentes no sistema de
controle de charriot. A variavel contadorenc € responsavel por armazenar o numero de
pulsos provenientes do foto-transistor, cujo valor deve se igualar ao nimero de pulsos total

(n) necessarios para que o fundo da camara seja rotacionado no angulo desejado.............. 40
Figura 16. Representagéo do giro do fundo da camara para ilustrar o reposicionamento do
Charriot dO MICTOSCOPIO ...cviuieiiieiiieiiieiere ettt sttt ettt b et eeae e 42
Figura 17. Sistema de microscopia adaptado. A) lluminacéo superior; B) cAmara de
perfusdo e motores de passo acoplados ao charriot; C) sistema de controle...........cccccoeueenee. 47
Figura 18. Célula orientada a 60° visualizada no sistema de microscopia com aumento
AProXiMado A€ 200 VEZES. .....ccueiveeiecieereeiteee ettt et este e e ste s e eseestesteeaesteessestesssessesteessesesssessesseenseees 48
Figura 19. Foto com visdo aproximada do acoplamento mecénico realizado entre os
motores de passo e charriot do MICrOSCOPIO. ......ccevveeiiiiieieieceee et 49

Figura 20. Teste de precisdo do deslocamento dos motores de passo: Grafico de média e
desvio padrdo da média para diferentes deslocamentos em ym em fungéo do numero de

[0 EEST0 L= o [ ToF= o o TSRS 49
Figura 21. A) Placa com circuito principal; B) circuitos de driver para os motores de passo;
C) circuito de driver para o motor DC; D) placa de alimentagao para os drivers (12V); E)
placa de alimentacéo de alimentaco para o circuito principal (5V). .....cccecvvveceveneecereeienne 50
Figura 22. Sistema de controle para movimentacao do charriot e do fundo da camara de
perfusdo. A) Joystick para movimentagao do charriot em duas dire¢des; B) LCD para
comunicagdo com usuario por via de mensagens; C) botbes utilizados para armazenamento
e recuperacao de posi¢des de midcitos; D) botdes utilizados para controle do giro do fundo
da CAMAra d€ PEITUSAD. ......ccueeiiieieese ettt ettt et et e st e s se e s e steeseesseeseensesneensenees 51
Figura 23. Fotos das vistas A) superior e B) inferior da camara de perfusdo desmontada e
suas partes principais: 1) laminula de vidro; 2) o’ring externo para vedacao; 3) knob para o
giro da laminula; 4) eletrodos de estimulacéo; 5) conexao para entrada de solucéo; 6)
conexao para saida de solucao; 7) espaco para deposi¢cdo de midcitos; 8) engrenagem
menor conectada ao knob por meio de um parafuso; 9) engrenagem maior cuja parte
superior esté colada a laminula de VIr0. .........ccceeeieieieinisesesesee e 52
Figura 24. Foto da camara de perfusdo apds sua montagem. A) Regido total para deposicéo
dos midcitos e B) regido util de trabalho onde as células podem ser rotacionadas sem
sairem da area de perfus@o € ODSEIVAGAOD.........ccccueieieieicesee et 53
Figura 25. Camara de perfusdo acoplada ao sistema de posicionamento composto por A)
motor DC; B) sistema de posicionamento; C) correia para transmissdo do movimento gerado
pelo motor DC ao knob da camara de perfusédo e consequente giro do seu fundo. ............... 53
Figura 26. Curvas de probabilidade de letalidade de cardiomiécitos em funcéo do campo
elétrico (E) aplicado para os grupos 0° (N = 26), 30° (N = 29), 60° (N =21) e 90° (N = 11).. 55
Figura 27. Curvas de probabilidade de letalidade em fung¢éo do campo elétrico (E) aplicado
para os grupos 0° (N = 26), 30° (N = 29), 60° (N =21) e 90° (N = 11). Nestas curvas o E foi



expresso como um multiplo do Er (XEr). As linhas verticais indicam o desvio padréo da
Figura 28. Grafico comparativo do crescimento do ET e do E letal conforme se aumenta o
angulo entre a orientacdo celular e a dire¢éo de aplicacdo do campo elétrico



Lista de tabelas

Tabela 1. Modo de acionamento de um motor de passo em modo passo completo. Ae A’
representam os terminais de uma bobina e B e B” representam os terminais de outra bobina
(0 Lo 1 10 ) o 5P 37
Tabela 2. Média + erro padrdo da média para Er, AVT , 2c e 2a, para 0S grupos
experimentais 0°, 30°, 60° e 90° (n=26, n=29, n=21, n= 11, respectivamente). # indica
diferenca estatistica significativa (p < 0,001) de um grupo em relacdo a todos os outros
OFUPOS. c.veeteetieteetertestete e seeseesesteesessessensasseseeseeseeseeseesessensansesseseaseaseesease st ensensesseseeseese et e s ensesensenseneenenseas 54
Tabela 3. Valores médios e intervalos de confianca para 99% (IC99) dos campos elétricos
com 50% de probabilidade de letalidade (E50) e do coeficiente de Hill (h) para as curvas de
letalidade obtidos para os grupos experimentais 0°, 30°, 60° e 90°. * indica diferenca
estatistica significativa com relacao a todos 0S OULrOS GrUPOS. .......ceeeerveerieerieerierisrereeeseeieneas 55
Tabela 4. Valores médios e intervalos de confianga para 99% (IC99) dos campos elétricos
com 50% de probabilidade de letalidade (E50) e do coeficiente de Hill (h) das curvas de
letalidade obtidos para os grupos experimentais 0°, 30°, 60° e 90°. O E foi expresso como
um multiplo do Er (XEr). * Indica diferenca estatistica significativa deste grupo com o grupo
0°. * Indica diferenga estatistica significativa deste grupo com o grupo 30°..........ccceceereurernnnes 56



[Ca2+]i
AV

2a

2c

ATP
ca2+

DC

E

E50

EAI

EBI

ET

Feixe AV
FV

h

1C99
Krebs
LCD

LED

NCX
Nédulo AV
nédulo SA
NT

PA

RS
SERCA
TyrCl
Vm

XET
AViax

Lista de abreviacOes e siglas

18
44
44
44
18
22
31
20
22
26
26
22
17
19
46
46
25
26
29
18
17
17
25
16
18
18
25
16
56
20



1.

Sumario

Y 4o e [T or- o J00 N 16
1.1.  Células excitaveis e atividade elétrica N0 COragan .....cccocvuuiiieriiiieeciiiee e e e 16
i O I o -1 o 11 o [o 1 (o] o Y o1 [ o] e PSRRI 18
1.3.  Arritmias cardiacas € desfibrilagao ..........coevciiiiiiiiiiii 19
i S o 1o o o Yo - o o USRS 21
1.5.  Experimentos com CElulas iSOladas........ccueieeiiiiiiiiiiiii et e 22

1.5.1. Dificuldades encontradas na realizacdo de experimentos com células isoladas.......... 23

[0 ] <=1 1Yo L3P 24

Materiais @ MELOUOS ......cccceviiiiiiiiiiiiiiiirrrr e 25
3.1. Preparo de animais e solugGes fiSIOIOGICAS ......cuvveeieriieeeciiee e e 25

3.1.1. ANTMAIS 1ttt e e s e e s e e s senre e e s e 25

3.1.2. Y] [T olo TR {1 o] o} =4 or- Ly SRR 25

3.1.3. 1SOIAMENTO AE CEIUIAS....einiiiiiiieee ettt st as 25
3.2.  DiSpOSitiVOS € @QUIPAMENTOS ....uuviiiiiiiiiiiiiiteeeeeeeiiiiieteeeeessssirrteeeeeesssssatreaaeeeessssssssseaeeeesssas 26

3.2.1. (07 Ta o b [ = e [l o1 o U 13- o J RSP 27

3.2.2. N S L=l g a - e [l 0 (ol f0 Yol ] o - 1S USSR 29

3.2.3. Estimulador elétrico de alta intensidade (EAI).......c.coeeeciieeeeciiiee e 42

3.2.4. Estimulador elétrico de baixa intensidade (EBI) ......cccoevveereeirveeeeiireee e ccireee e 42

3.2.5. COMUEATON <.ttt st sttt e b e st st st e bt e b e n e e smeesmeeemreenneens 43

3.2.6. (D T=T Y of= o = P OO O PP PRI 43

3.2.7. [0 1Yol | [ 1Yol ] o 1o J TP 43
3.3, Protocolo eXperimental.......coocuiiii i e ae e e e 43

3.3.1. Limiar de eStimUIaga0 (ET) ...cccceeeiiieeiieeeiee ettt ettt e s st e et e ebaeeaae s 44

3.3.2. Maxima variagao do potencial transmembrana induzida pelo campo elétrico limiar

(AVT) ettt ettt e ettt e et et e et e et et e et et et e et et et et e et te et ereeeeeae 44

3.3.3. Determinagao dO E 1etal....ccuiiii i e 45
3.4,  Analise estatistica dOS dadOs ........ccoueriiriiriiieieee et 45

RESUITAOS .....uuneiiiiiii s 47
o N [ o T ¥ o T=T o = ok Lo USSR 47

4.1.1. S S Tl g g - e [l 0] (ol fo Yol o F- 1RSSR 47

4.1.2. Movimentagdao motorizada do Charriot .......ccueeeeciieeiciiee e e 48

4.1.3. Camara de perfusdo com fundo Iratorio.......cccceeeeciieeeciiiee e 51

4.2.  Resultados eXPerimentaiS ......ccccccciiiiieieiiieciiiiieee e et e e e e e e e e e e e e e e e eenbraa e e e e e e e e eennrraaeees 54



5. DiscUSSA0 € lIMItagO@S ..euuuuiiiruniiiirnniiiiinnniiiiinnnieiiiensieiiismseiirsssiesirssssssissssssstsssssssssssssssssnsssens 58

5.1.  Sistema de microscopia com movimentag¢ao motorizada do charriot ..........cccceevrieernnnnee. 58
5.2.  Camara de perfusdo com fundo giratOrio........cccceeeeiiiiiicciii i 58
5.3, Resultados eXPerimMeNTaiS .......ccoiiiiiiiieiieiiie e ccciee e eetee et e e e tee e e e ette e e e s bae e e eeabeee e eeabaeeeennees 59
5.3.1. Maxima variacao do potencial transmembrana no limiar, largura e comprimento..... 59
5.3.2. CamPO EIELHCO lMIAT .ciiiiiiiieieee e e e s ree e e bee e s eanes 60
5.3.3. Curvas de 1etalidade.......cooveiiiiiiiieeee e e e e 61

TR oo T4 T 1¥ 3T 65
7R (= =1 =T ol - 66

Y 4 1= o XN 71



16

1.Introducéo

1.1.Células excitaveis e atividade elétrica no coracao

O coragdo € um orgdo muscular do sistema circulatoério cuja fungdo € bombear
sangue rico em oxigénio por todo o sistema vascular. Em mamiferos, é composto por
quatro camaras: dois atrios e dois ventriculos. O sangue proveniente da circulacao
sistémica chega ao coracédo, por meio das veias cavas, no atrio direito e segue para o
ventriculo direito que, em decorréncia de sua contracdo, envia 0 sangue para 0S
pulmdes para a realizacdo de trocas gasosas entre o sangue e o ar. O sangue, agora
rico em oxigénio, vindo da circulacao pulmonar, volta ao coracdo por meio das veias
pulmonares para o atrio esquerdo, de onde segue para o ventriculo esquerdo que, ao
contrair, ejeta esse sangue para a circulacao sistémica, levando nutrientes e oxigénio
para todo os 6rgaos vitais (Silverthorn, 2010; Berne & Levy, 2009). A atividade ritmica
e sequencial das contracdes das camaras € fundamental para a eficiéncia do coracao
como uma bomba (Guyton & Hall, 2006).

A maior parte do coragdo € constituida por células musculares (miécitos ou
cardiomidécitos) que sdo eletricamente acopladas por juncées comunicantes (gap-
junctions). Dessas células, cerca de 1% sdo capazes de gerar atividade elétrica
automaticamente, sem influéncia do sistema nervoso central, coordenando a atividade
elétrica dos midcitos por meio da propagacdo do sinal elétrico através das gap-
junctions e determinando a frequéncia dos batimentos cardiacos (Silverthorn, 2010).

A atividade elétrica dessas células, assim como a de outras células excitaveis,
como neurbnios, advém do fato de apresentarem, em repouso, uma diferenca de
potencial através de sua membrana (Vm), que é mantida, aproximadamente, constante
(cerca de -80 mV para miécitos atriais e ventriculares, Bers, 2001), gragcas as
diferencas entre as concentracfes idnicas dos meios intra e extracelular e a
permeabilidade seletiva da membrana. Dessa forma, a membrana age como um
isolante e permite a passagem, de forma passiva, apenas de moléculas hidrofébicas,
criando um delicado controle de materiais entre 0s seus compartimentos (Goiii, 2014).

Algumas perturbagdes (como aquela causada pela estimulacdo elétrica) séo
capazes de causar variagdes do Vm, e, caso essa perturbagao cause uma diminui¢cao
consideravel em sua magnitude (despolarizacdo) até atingir um certo limiar, pode
culminar em uma onda que despolariza e repolariza a membrana, chamada de

potencial de acdo (PA), que é propagado por todo o coragao.
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As vias de conducado do PA no coracdo podem ser visualizadas na ilustracdo da
Figura 1. As células autoexcitaveis, também conhecidas como células marca-passo,
localizam-se no nodo sino-atrial (nodo SA), uma regido no atrio direito. A atividade
elétrica desenvolvida nessas células ndo consegue se propagar diretamente para 0s
ventriculos devido a existéncia de tecido conjuntivo isolante entre essas camaras, de
forma que a Unica via de passagem inclui o nodo atrioventricular (nodo AV), que,
devido ao reduzido nimero de gap-junctions, adiciona um atraso na conducdo da
atividade elétrica, permitindo que os ventriculos permanecam relaxados enquanto 0s
atrios se contraem, garantindo seu enchimento de forma adequada. Do Nodo AV a
atividade elétrica é conduzida por meio do feixe atrioventricular (feixe AV) e deste para
as fibras de Purkinje, conduzindo rapidamente a atividade elétrica nos ventriculos do
apice para a base, ejetando o sangue do coracao durante a contracdo (Guyton & Hall,
2006; Silverthorn, 2010).

Base

Nodulo SA

Vias internodais Ramo esquerdo do Feixe de His

Fibras de Purkinje
Nodulo AV .
Ramo direito do Feixe de His Aplce

Figura 1. Vias de conducao elétrica no coracdo. (Modificado de Kenny, 2014, numero de
licenca: 4134831090447).
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1.2. O papel dos ions calcio

A eficiéncia do bombeamento do coracdo sé € obtida quando a atividade
elétrica vem coordenada com a atividade contratil, que ocorre por um processo
conhecido como acoplamento excitagéo-contragao.

Nas células cardiacas, a despolarizacdo na membrana causada pelo PA
permite o influxo de Ca?* para o citoplasma, a favor do gradiente de concentracéo,
pela abertura de canais de Ca?* tensdo dependentes. A entrada de Ca?* por meio de
canais de Ca?* do tipo L induz a liberacdo de Ca?*, que fica estocado no reticulo
sarcoplasmético (RS) (liberacdo de Ca?* induzida por Ca?"), aumentando
consideravelmente a concentragdo de Ca?* no meio intracelular ([Ca?*]). Tal aumento
da [Ca?*]i favorece a ligacdo desse fon a troponina C presente nos miofilamentos,
permitindo entdo a interacdo entre os filamentos de actina e as “cabecas” das
moléculas de miosina, necessaria para a contracdo celular. Para que haja o
relaxamento celular, é necessario que a [Ca?*]i reduza aos valores basais, por meio
de mecanismos de recaptacdo ou extrusdo de Ca?*, como: ATPase de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), que, em custa de consumo de ATP, repde o Ca?* em seus
estoques; trocador Na?*- Ca?* (NCX) e ATP-ase de Ca?* da membrana (ATP), que
expulsa o Ca?* do meio intracelular; captacdo de Ca?* pela mitocondria por meio do
uniporter mitocondrial. O movimento do Ca?* no acoplamento excitagdo-contracdo em
um cardiomiécito pode ser visualizado no diagrama esquematico da Figura 2. Na parte
inferior dessa mesma Figura é representada a relacao temporal entre o disparo de um
PA, o transiente de concentracdo de Ca?* e a contracdo do midcito, evidenciando que

a atividade elétrica sempre precede a atividade contrétil.
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Miofilamentos

Mitocondria

Caﬂ PA [Cal,
A~3Na tvm)

Tiabulo T

—
———

Figura 2. Acoplamento excitagdo-contracéo e relaxamento em um cardiomiécito. No detalhe:
relacdo temporal entre o disparo de um PA, o transiente de concentracdo citosdlica de Ca?*e
a contragdo do miocito. (Adaptado de Bers, 2002. Numero de licenca: 4134911150458).

1.3.Arritmias cardiacas e desfibrilacao

Sob diversas condi¢bes patolégicas, como, por exemplo, nas doencas
cardiovasculares, o coracdo torna-se sujeito a sofrer alteracdes em sua atividade
elétrica normal (arritmias), comprometendo sua eficiéncia bombeadora, aumentando
o risco de paradas cardiacas e podendo levar a morte (Opie,1998; American Heart
Association, 2017; Nishizaki, 2017). Dentre as arritmias, aquelas que acometem 0s
ventriculos sdo consideradas as mais graves, por interferirem diretamente no
bombeamento de sangue. A fibrilagdo ventricular (FV), caracterizada pela atividade
cadtica e assincrona das células ventriculares, destaca-se como a arritmia mais
severa e ameacadora a vida, podendo levar rapidamente a paradas cardiacas e até
mesmo a morte (Turakhia & Tseng, 2007; Dosdall et al., 2010; American Heart
Association, 2017). Nos EUA, verificou-se que dentre os casos de paradas cardiacas
inexplicadas, metade esteve associada a distarbios do ritmo cardiaco e que 21% das

pessoas que sofreram paradas cardiacas fora do hospital e conseguiram atendimento



20

de emergéncia apresentaram FV ou algum disturbio de ritmo tratavel com o uso de
desfibriladores externos (American Heart Association, 2017).

A Unica terapia disponivel para reversao da FV é a desfibrilacdo (Zipes et al.,
2006; Weisz, 2009; Crocini et al., 2016), que consiste na aplicacdo de campos
elétricos (E) de alta intensidade diretamente no coracéo ou através da parede toracica,
a fim de restaurar a sincronicidade elétrica de suas células. A aplicacdo de um E
externo gera um gradiente de potencial elétrico no meio extracelular capaz de
promover um rearranjo de cargas restrito as faces da membrana celular, mantendo o
potencial elétrico do meio intracelular aproximadamente constante, causando assim,
variacbes no Vm. Para as células cardiacas, que podem ser aproximadas por
esferoides prolatos (Gomes, 2001), as regibes da membrana mais proximas aos
eletrodos sdo submetidas aos maiores valores de potencial externo e, por iSso, Sao
as regides que apresentam as maximas variacdes de Vm (AVmax) (Knisley et al., 1993;
Sharma & Tung, 2002; Kotnik et al., 2011). Assume-se em um dos modelos classicos
(Klee & Plonsey, 1976) que a AVmax é dependente da magnitude do E aplicado, da
geometria celular (comprimento e largura da célula), e do angulo entre a direcao de
aplicacéo do E e o eixo maior da célula (8). Quando o Vm necessario para o disparo
do PA é atingido, a célula é excitada e sua despolarizacdo € seguida por um periodo
de refratariedade em que néo é capaz de responder a nenhum outro estimulo. O intuito
da desfibrilagdo € fazer com que o maior nimero de células possivel entre nesse
periodo refratario, ao mesmo tempo, para que as frentes de onda que mantém a FV
sejam extintas e o sincronismo do coragcdo possa ser reestabelecido (Zipes et al.,
1975; Aidley, 1998; Bers, 2001; Qu, 2006).

Apesar de poder evitar a morte do paciente, permitindo que o coracao volte a
bombear sangue adequadamente, a desfibrilacdo pode causar diversos efeitos
indesejados sobre o coracdo, como reduc¢do da funcdo contratil do coragéo, indugéo
de uma nova FV, danos ao tecido e morte celular (Avitall et al., 1990; Yabe et al., 1990;
Cheng et al., 1999; Dahl et al., 1974; Oliveira et al., 2008; Fedorov et al., 2008; Dosdall
et al., 2010; Viana, 2016).

Os efeitos indesejados dos campos elétricos de alta intensidade provenientes
da desfibrilagdo sobre o miocardio sdo geralmente associados a perda da
permeabilidade seletiva da membrana em decorréncia do fendbmeno denominado
eletroporacéao (Lown, 1962; Davis, 1975; Babbs et al., 1980; Koning et al., 1980; Van
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allen et al., 2003; Fedorov et al., 2008; Park et al., 2013), resultando em disfuncao

elétrica e mecanica transiente ou permanente do coracao.

1.4.Eletroporacéo

A estrutura anfifilica das bicamadas lipidicas torna as membranas das células
praticamente impermeaveis aos ions. Assim, agem, até um certo grau, como um
isolante. Quando campos elétricos sdo aplicados, cargas livres se movem e se
acumulam em suas bordas, criando uma separacéo de cargas (restrita as faces da
membrana) de forma que ela passa ter um comportamento similar a de um capacitor.
Quando um E de intensidade alta o suficiente é aplicado e Vm atinge um valor limiar
(~1V, Kinosita et al., 1988), abrem-se poros na membrana tornando-a permeével a
ions e outras moléculas (Zimmermann et al., 1976; Abidor et al., 1976; Neuman et al.,
1982; Tsong, 1991; Weaver 1994; Tung 1996; Krauthamer & Jones, 1997; Nikolski &
Efimov, 2005; Dimova et al., 2006; Ivorra, 2010; Klauke et al., 2010; Miklavdic¢ et al.,
2010; Kotnik et al., 2012).

Dois tipos de poros podem se formar na bicamada durante a eletroporacao
(Figura 3). Poros hidrofébicos sdo menores, ndo permitem a passagem de ions, e
podem surgir e fechar espontaneamente por agitacdo térmica dos fosfolipidios que
constituem a membrana (Weaver, 1994; Kotnik et al.,2012), porém seu surgimento é
favorecido pela aplicacdo de E. J& os poros hidrofilicos, sdo maiores, permitem a
passagem de ions e moléculas polares, e sdo formados a partir dos poros hidrofébicos
guando o raio deste ultimo excede um valor critico, 0 que € acompanhado pelo
encurvamento da bicamada de forma que as cabecas polares dos fosfolipidios formam
um poro, permitindo a passagem de diversas moléculas e ions de forma n&o seletiva
pela membrana, dentre eles o ion célcio (Weaver & Chizmadzhev, 1996; Lewis, 2003;
Smith et al., 2004).
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Figura 3. Representacéo dos tipos de poros que podem ser formados na bicamada lipidica:
a) poro hidrofébico e b) poro hidrofilico (Adaptado de Glaser, 1988, niumero de licenca:
4134811446606).

Acredita-se que o E de alta intensidade cause lesBes irreversiveis aos
cardiomidcitos, principalmente pelo aumento do influxo de Ca?* através dos poros néo
seletivos formados na membrana por eletroporagédo, ocasionando hipercontratura
irreversivel da célula, além de perda da sua integridade fisica (morte celular; Knisley
& Grant, 1985; Oliveira et al., 2008; Klauke et al., 2009; Goulart et al., 2012).

1.5.Experimentos com células isoladas

A resposta de células cardiacas a aplicacdo de campos elétricos vem
recebendo bastante atencdo na literatura, tanto do ponto de vista do entendimento
dos aspectos fisioldgicos envolvidos, quanto para possiveis aplicacfes clinicas. Cada
célula do coracéo € independentemente excitavel e capaz de disparar seu mecanismo
contrétil, e, entender como respondem individualmente aos campos elétricos pode
auxiliar no entendimento da resposta do coragdo como um todo (Bardou et al., 1990;
Tung et al., 1991; Gomes, 1997).

Experimentos com células cardiacas isoladas mostraram que o E minimo capaz
de produzir uma contracéo (Et, campo elétrico limiar) é cerca de duas vezes maior
para células cujo eixo maior esta orientado a 90° em relacdo ao E do que para aquelas
orientadas a 0° e que hd um aumento gradual do Et a medida em que se afasta o eixo
maior da célula da dire¢do de aplicacdo do E (Bardou et al., 1990; Tung et al., 1991,
Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 2008). Também foram realizados experimentos
acerca da influéncia da orientacdo da célula em relacédo a direcdo do E sobre a
letalidade e verificou-se que a magnitude do E associado a 50% de probabilidade de
letalidade (E50) é cerca de duas vezes maior para células orientadas a 90° do que
para aquelas orientadas a 0° (Oliveira et al., 2008). Embora tenham sido obtidos
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resultados sobre os angulos que exibem a maior e a menor probabilidade de letalidade
(0° e 90°) para um mesmo E, ndo é possivel descrever o comportamento da letalidade
celular para angulos intermediarios com apenas esses dois valores, uma vez que o
fendmeno pelo qual se acredita que a morte celular ocorra (eletroporagéo) ainda néo
€ completamente entendido.

Considerando-se que em um coracdo existem células nas mais diversas
orientagdes, é importante conhecer os valores de campos elétricos que séo letais as
células miocérdicas em diferentes orientagbes, a fim de se otimizar os protocolos

desfibrilatérios de forma a causar o minimo possivel de lesdes aos individuos.

1.5.1. Dificuldades encontradas na realizacdo de experimentos com
células isoladas

Experimentos com células cardiacas isoladas tendem a ser extensos e
onerosos. No Laboratorio de Pesquisa Cardiovascular do CEB/UNICAMP, o processo
de isolamento de células dura aproximadamente uma manha e carece da utilizacéao
de diversos materiais de valor elevado. Até que seja iniciado o experimento € gasto
aproximadamente 1h com a preparacdo da camara com as células isoladas e, quando
este tem como foco a aplicacdo de campos elétricos em uma célula em uma
determinada direcdo, pode levar diversas horas, visto que, apds todo o processo de
isolamento enzimatico das células e sua adesdo a camara de estimulagéo, o que é
feito de modo néo controlado, a probabilidade de que ao menos uma célula esteja
precisamente posicionada na direcdo que se deseja € baixa. No caso de ndo se
encontrar uma célula na posicdo adequada para a realizacdo do experimento €&
necessario se desfazer da atual preparacao e iniciar uma nova, desperdicando tempo
e material. Além disso, ao encontrar uma célula de interesse no interior da camara (o
qgue é feito movimentando-se o charriot do microscopio manualmente), porém
continuar percorrendo-a em busca de outras células, torna-se muito dificil retornar
aguela célula inicial, visto a dificuldade em se saber o quanto exatamente se
percorreu, ja que nao é feito nenhum tipo de marcacao sobre uma célula de interesse
presente na camara de perfusdo. Conhecer a posicdo de uma célula no interior da
camara de perfusdo também se torna relevante caso, durante a realizacdo do
experimento e sob perfusédo, a célula se descole do fundo da camara. Se a posicao
de uma outra célula de interesse for conhecida ndo sera desperdicado tempo com a

procura de uma célula adicional.
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2.0bjetivos

O presente trabalho buscou investigar a influéncia da orientagdo celular em
relacdo a direcdo de aplicacdo do E de alta intensidade no efeito letal de
cardiomiécitos isolados, a fim de verificar se os fendmenos de letalidade e
excitabilidade celular possuem comportamentos similares ao se variar a orientacéo da
célula em relacdo ao E, i.e., um aumento gradual do E & medida em que 6 tende para
900°.

Para isso, o projeto consistiu em:

e Desenvolver instrumentacéo que permitisse a estimulacéo de cardiomiocitos
por E externo em diferentes direcoes.

» Projetar e construir um sistema de controle motorizado de charriot de
microscopio, de forma que se torne possivel armazenar e recuperar
posicdes de células no interior da camara de perfusao.

» Projetar e construir uma camara de perfusdo com fundo giratério, a fim
de se posicionar células no interior da camara em diferentes direcdes
em relacao a direcao de aplicacdo do E.

e Construir curvas de letalidade em funcéo do E aplicado para as dire¢es 0°,

30°, 60° e 90° em relacdo ao eixo maior celular (Figura 4).

Y

>

Figura 4. Representagéo de cardiomidcito cujo eixo principal (maior) esté orientado a 0°, 30°,
60° e 90° em relac&o a direcéo de aplicacdo do E.



25

3.Materiais e métodos

3.1. Preparo de animais e solucdes fisiolégicas
3.1.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados midcitos ventriculares
isolados de ratos Wistar machos adultos (4-6 meses de idade) provenientes do
Biotério do Centro de Engenharia Biomédica (CEB-UNICAMP). Os animais ficaram
alojados em gaiolas coletivas (até 3 animais por gaiola) e receberam agua e ragéo a
vontade, sendo submetidos a um ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Até o dia em que
foram utilizados para experimentos, os animais foram manipulados apenas para a
realizacdo da limpeza das gaiolas.

Todo o procedimento experimental com animais foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais do Instituto de Biologia da UNICAMP (protocolo no.4093-
1(K)).

3.1.2. Solugdes fisiologicas
Na composicao das solucdes, as concentracdes dos solutos estdo apresentadas em
mM.

e Solucédo de Tyrode Normal (NT, mM): NaCl 140; KCI 6; MgCl2.6H20 1,5; acido
N-2 hidroxietilpiperazina-N’-2 etano-sulfonico HEPES 5; glicose 11,1,
CaCl2.2H20 1. (Utilizada para perfusdo dos miocitos durante os experimentos).

e Solucado de Krebs-Henseleit (Krebs, mM): NaCl 115; KCI 4,6; KH2POa4 1,2;
NaHCOz3 25; MgSO0s4 2,4; glicose 11,1. (Utilizada para isolamento das células).

e Solucado de Tyrode modificada (TyrCl, mM): NaCl 140; KCI 6; MgClz 2,5;
HEPES 10; glicose 11. (Utilizada para isolamento das células).

e Solucao cardioplégica (mM): KCL 30; KH2PO4 10; MgCl2.6H20 1; HEPES 10;
glicose 11; taurina 20; acido glutamico 70. (Utilizada para o isolamento das

células)

3.1.3. Isolamento de células
O isolamento de midcitos do ventriculo esquerdo foi realizado por digestédo
enzimatica do coracdo (Penna & Bassani, 2010). Resumidamente, cada animal foi
sacrificado por exsanguinagdo sob anestesia profunda com isoflurano. Depois de

removido o coracdo, a aorta foi canulada e o coracdo perfundido durante 4-5 minutos
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com solucdo de Krebs. Em seguida, adicionou-se colagenase tipo | (0,4-0,5 mg/mi;
Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) a esta solugdo e o
coracdo foi perfundido por mais 15-20 minutos. Para interromper a digestao
enzimatica, realizou-se perfusdo do coracdo com TyrCl contendo albumina sérica
bovina (0,5 mg/ml; Calbiochem, San Diego, CA, EUA) durante aproximadamente 10
minutos. Por fim, o ventriculo, apds dissecado, foi delicadamente agitado em solucao

cardioplégica para dissociagéo das células.

3.2. Dispositivos e equipamentos

O diagrama de blocos da montagem experimental encontra-se na Figura 5. Os
midcitos sdo colocados na camara de perfusdo/estimulagcédo (Figura 5 - A) para que
sejam visualizados na tela do computador (Figura 5 - B), ap6s a amplificacdo da
imagem pelo sistema de microscopia (Figura 5 - C). A solucao utilizada para perfusao
das células que estdo na camara de perfusdo fica em um reservatorio (Figura 5 - D),
conectado a camara, cuja saida esta ligada ao sistema de vacuo (Figura 5 - E).
Estimuladores de alta (EAI, Figura 5 - F) e de baixa (EBI, Figura 5 - G) intensidades
foram ligados a um comutador (Figura 5 - H) e sua saida conectada a camara de
perfusdo/estimulacdo, ou seja, as células podiam ser estimuladas pelo EBI ou pelo
EAI dependendo da posicdo do comutador. Para medir a tensédo nos terminais de cada
estimulador, foi utilizado um osciloscopio (Figura 5 - 1). Motores de passo e um motor
DC foram acoplados mecanicamente ao charriot do microscopio e a camara de
perfusdo (Figura 5 - J), respectivamente, para que tivessem seu controle realizado de
forma automatizada. Os circuitos construidos e utilizados para tal controle, bem como
um LCD e 12 botdes para comunicagcdo com o usuario foram adaptados a uma caixa
(Figura 5 - K).



27

Estimulador de
baixa
 eldede g
Osciloscopio Estimulador de
> alta
00 ® __intensidade
L L L Ll [

—]
Comutador| o [O1C,
s @®

Figura 5. Diagrama de blocos da montagem experimental: A) camara de perfusdo; B)
computador; C) sistema de microscopia; D) suporte com reservatorio contendo solugdo de
Tyrode; E) descarte ligado ao sistema de vacuo; F) estimulador elétrico de alta intensidade
(EAI); G) estimulador elétrico de baixa intensidade (EBI); H) comutador; 1) osciloscépio; J)
motor DC acoplado a camara de perfusdo e motores de passo acoplados ao charriot do
microscopio; K) caixa contendo os circuitos para controle dos motores que permitem o giro do
fundo da camara de perfuséo e a movimentacao do charriot do microscopio.

3.2.1. Camara de perfusao
Foi projetada e construida uma camara de acrilico transparente com fundo giratorio
para perfusdo e estimulacdo de miécitos. Como pode ser visualizado na Figura 6, a

camara possui carcaca cilindrica com altura total de 30 mm e 75 mm de diametro.

Figura 6. Vista externa da camara de perfusédo e regides de interesse. A) Cata-bolhas; B)
regido para deposi¢do de midcitos; C) regido de saida de solucao.

Um maior detalhamento pode ser visto na Figura 7, por meio de uma vista
explodida. A camara foi construida sobre um suporte quadrado, a fim de garantir sua

estabilidade e acoplamento ao microscopio. Sua parte superior (Figura 7 - A, 1) foi
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baseada em uma camara projetada por Gomes (Gomes, 1997), sendo formada por 3
regides: a primeira consiste em um cata bolhas que evita que bolhas de ar sigam junto
com a solucdo para a regido onde os midcitos serdo depositados(Figura 6 - A); a
regido seguinte é aproximadamente retangular (25 mm X 9 mm) (Figura 6 - B) e possui
espacos, localizados nas paredes laterais internas, para colocacdo de eletrodos
(platina; 0,5 mm de didametro e 25 mm de comprimento), possibilitando uma
distribuicdo uniforme do E no seu interior, que pode ser aproximado ao de um
capacitor de placas paralelas (Jones et al., 1978; Gomes, Bassani & Bassani, 2001,

Oliveira et al, 2008). Portanto, o E pode ser calculado pela expressao 1:

v
E= - [1]

Onde V é a diferenca de potencial aplicada e d é a distancia entre os eletrodos. A
ltima regido consiste em um degrau ligado a saida da camara, com o objetivo de
evitar que a regido, onde as células sdo depositadas, seque caso o fluxo da solugcéo
diminua (Figura 6 - C). Ainda na parte superior, encontram-se conectores de entrada
(Figura 7 - A, 2) e de saida (Figura 7 - A, 3) para que sejam conectados ao reservatério
com solucao e ao sistema de vacuo, respectivamente. Um knob foi mecanicamente
acoplado na parte superior da camara (Figura 7 - A, 4) e a uma engrenagem menor
(Figura 7 - C, 3) para possibilitar o giro do fundo da camara (Figura 7 - C, 1), onde
uma laminula de vidro (Figura 7 - B, 1) de 25 mm de diametro esta colada. O fundo
da cdmara esta conectado por meio de parafusos a uma engrenagem maior (Figura 7
- C, 2), que esta acoplada a engrenagem menor, pela qual o movimento do knob é
transmitido. Portanto, a medida que o knob é rotacionado, a laminula de vidro
contendo a amostra de midcitos também é rotacionada em uma relacdo 2,5: 1. Dois
o’rings (Figura 7 - B, 2) sdo utilizados para evitarem vazamentos entre as pecas,

principalmente durante a rotagéo da laminula.
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Figura 7. Vista explodida da cadmara de perfuséo. A) Parte superior da cAmara contendo cata-
bolhas, regido para deposicdo de miécitos e regido de saida de solucédo (1), conectores para
entrada e saida de solucéo (2 e 3) e knob (4); B) laminula de vidro (1), 0'Rings (2) e pecas de
suporte (3); C) suporte para a laminula (1), engrenagem acoplada ao fundo da camara (2),
engrenagem conectada ao knob (3) e suporte final da camara (4).

3.2.2. Sistema de microscopia

A base de um microscopio nao invertido Nikon foi adaptada para um sistema
de microscopia invertida, a fim de realizar os experimentos com células. A camara de
estimulacao/perfuséo foi colocada sobre o estagio xy (charriot) do microscépio (Figura
8 - C) que possui iluminacdo por meio de um LED (light emmitting diode) branco de
alta luminancia (Super Bright LED, Jumbo, 5000 mcd, 1,85V, 20 mA, Archer, N. Cat.
276 - 086) alimentado por uma bateria de 9V, localizada na parte superior (Figura 8 -
A), de modo que a luz atravessa a amostra contida na camara (Figura 8 - B), atingindo
a objetiva (Figura 8 - E), e é projetada no sensor da webcam (Figura 8 - D), que esta
acoplada ao microscépio e conectada a um computador para a visualizacdo das

células.
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Webcam <_®

Figura 8. Detalhe da parte 6ptica do sistema de microscopia: A) LED; B) cAmara de perfuséo;
C) charriot com ajuste de foco; D) webcam; E) objetiva. (Modificado de Oliveira, 2004).

3.2.2.1. Controle do charriot do microscopio e do fundo da camara
de perfuséo

O diagrama de blocos simplificado apresentando o controle do charriot e do giro
do fundo da camara pode ser visualizado na Figura 9, enquanto o diagrama de blocos
detalhado do circuito completo desenvolvido para tal controle esta representado na
Figura 10.

Dois motores de passo bipolares (Figura 10 - A), com angulo de deslocamento
de 3,6° por passo e funcionando em modo de acionamento de passo completo foram
adaptados mecanicamente ao sistema de microscopia, a fim de que o charriot do
microscopio pudesse ser movimentado por meio de comandos de um
microcontrolador (Figura 10 - B), de modo que a localiza¢do, o armazenamento e a
recuperacdo das posicdes de miocitos fossem possiveis, facilitando a execucéo de
experimentos. Para automatizar o uso da camara de perfusado e melhorar a precisao
do posicionamento das células durante os experimentos, um motor DC (Figura 10 - C)
foi acoplado & camara de perfusdo desenvolvida, de forma que a rotacdo da laminula
contendo os midcitos também fosse realizada via microcontrolador. Um encoder
optico (Figura 10 - D) foi utilizado juntamente ao motor DC com o0 objetivo de

verificar/garantir seu posicionamento.
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O controle dos motores de passo e do motor DC foi feito com o auxilio de drivers
L298N (Figura 10 - E), onde cada driver possui internamente duas pontes H para
permitir a inversao do sentido da corrente do motor de passo e do motor DC.

Para auxiliar o controle do movimento do charriot e o giro do fundo da camara,
foi construida uma interface com o usuario composta por um joystick (Figura 10 - F),
um LCD (Figura 10 - G) e doze botdes do tipo chave tactil (Figura 10 — H, 1), que foram
posteriormente adaptados a uma caixa (Figura 5- K).

A interface formada pelos botbes é similar a um teclado matricial com duas
linhas e seis colunas, onde, na primeira linha encontram-se os botdes utilizados para
0 armazenamento e recuperacdo de posicdes (Figura 10 - H). Na segunda linha estéo
os botdes utilizados para que o usuario realize o giro do fundo da camara de forma
automatizada (Figura 10 - 1). O LCD, modelo JHD539M de 64 caracteres, foi utilizado
como forma de comunicacdo com o usuario, a fim de informar se os botbes ja
possuiam posi¢cdes de midcitos armazenadas e, neste caso, perguntar se ele deseja
sobrescrever alguma posicdo, informar que a objetiva esta proxima as laterais da
camara a fim de evitar colisdo e para realizar a entrada dos dados necessarios para o
giro do fundo da camara. O joystick, composto internamente por dois potencidmetros
e uma chave, é utilizado para selecionar a direcdo (x ou y) em que o charriot pode ser

movimentado, no plano horizontal.

Encoder -+

| . Driver 1 v

|
|
1
|
|
|
|
Driver 3 = : Microcontrolador » Driver 2 !.lo:(or 2
|
|
|
|
|
|
1
|

r
Interface com

usuario

Motor 3

Figura 9. Diagrama de blocos simplificado para: A) controle do charriot, composto por dois
motores de passo controlados por meio de drivers, um microcontrolador e uma interface com
0 usuario; B) Controle do giro do fundo da camara de perfusdo, composto pelo mesmo
microcontrolador, um motor DC controlado por meio de um driver e um encoder para
posicionamento do motor DC.
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Figura 10. Circuito desenvolvido para o controle da movimentagdo do charriot e do giro do
fundo da camara de perfusdo: A) Motores de passo bipolares; B) microcontrolador; C) motor
DC; D) optoacoplador do encoder utilizado para verificagdo da posigdo do motor DC; E) drivers
para controle dos motores de passo e do motor DC; F) joystick para movimentacao do charriot;
G) LCD; H) botdes utilizados para armazenamento/recuperacao de posicdes de midécitos; 1)
botdes utilizados para insercdo de dados relacionados ao giro do fundo da camara.

O Microcontrolador utilizado foi o PIC18F4550 (Microchip Technolgy Inc.,
Chandler, AZ, USA) com um cristal de 20 MHz. O software foi desenvolvido em C no
ambiente de desenvolvimento MPLAB IDE® (Microchip Technolgy Inc., Chandler, AZ,
USA) e sua compilacao foi realizada pelo compilador XC8 (Microchip Technolgy Inc.,
Chandler, AZ, USA). Na figura 11 pode ser visualizado o fluxo de execuc¢ao geral do

software desenvolvido.
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Figura 11. Fluxo de execucdo do software responsavel pelo controle do charriot, do
armazenamento e recuperacéo de posicdes e da rotagdo do fundo da camara de perfuséo.
Poty é o potenciébmetro associado a movimentacdo do motor no eixo y (motor 1) e Potx € o
potencidmetro associado a movimentagdo do motor no eixo X (motor 2). posicaoy e posicaox
séo as posi¢des atuais em passos associadas aos motores 1 e 2, respectivamente. Os botbes
2, 3, 4, 5 e 6 sdo utilizados para armazenamento e recuperacdo de posi¢des, enquanto o
botéo 7 é utilizado para indicar que existe uma célula a ser rotacionada.

Gira Fundo da Cdmara

7 7

O sistema € iniciado e a primeira tarefa do software é verificar se ha
movimentacao do joystick, por meio da medida de tensdo nas portas analdgicas do
microcontrolador associadas a cada um dos dois potenciometros internos do joystick,
para que entdo possam ser acionados os motores de passo responsaveis pela
movimentacado do charriot do microscopio. Primeiramente, o programa verifica se 0s
dois potencidbmetros estdo sendo acionados simultaneamente, isto €, se o joystick esta
sendo movimentado em alguma diagonal, e, caso positivo, 0s motores permanecem
parados. Caso negativo, o programa verifica se a tensao aplicada no potenciometro
responsavel pelo acionamento do motor 1 (poty) esta entre 2V e 3V (posi¢cdo de
repouso do poty). Caso negativo, significando que o motor devera ser movimentado,
€ chamada a sub-rotina “Move motor 1”, responsavel pelo acionamento das bobinas
do motor 1, descrita na Figura 12. Caso positivo, o0 motor 1 fica parado, chama-se a
sub-rotina “motor 1 parado” e da-se continuidade ao programa verificando-se a
tensdo no potencibmetro responsavel pelo acionamento do motor 2 (potx). Caso ele

nao esteja em sua posicao de repouso (2V-3V), é chamada a sub-rotina “Move motor
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2” (Figura 13) e, caso contrario, € chamada a sub-rotina “motor 2 parado”. Vale
ressaltar que a cada passo do motor é realizado o incremento (caso 0 motor gire no
sentido horario) ou decremento (caso o motor gire no sentido anti-horario) da variavel
que contém a posicdo atual em que o motor se encontra (posicaoy para o motor 1 e
posicaox para o motor 2). O passo seguinte consiste em verificar se o botdo presente
internamente no joystick foi pressionado. Caso positivo, indicando que a camara de
perfusdo esta centralizada com a objetiva (ponto marcado com uma caneta hanquim
com ponta de 50 um e que pode ser focalizado com a objetiva), as varidveis posicaox
e posicaoy sao zeradas. Em seguida, da-se inicio ao processo de armazenamento e
recuperacao de posi¢des (Figura 14), que depende dos valores contidos em posicaoy
e posicaox. O programa verifica se algum dos botbes 2, 3, 4, 5 ou 6 (da linha 1 da
matriz de botdes) foi pressionado. O ultimo passo consiste em verificar se 0 usuério
pressionou o botdo 7, indicando que a célula nas atuais posicdes x e y € aquela que
sera rotacionada em relacdo ao E. Caso positivo, € chamada da sub-rotina “Gira
Fundo da Camara” (Figura 15). Caso o botdo 7 ndo tenha sido pressionado, o
programa volta diretamente para o seu inicio.

As sub-rotinas “motor 1 parado” e “motor 2 parado” consistem simplesmente
em colocar nivel l6gico zero nas portas RBO a RB7 do PIC para que o acionamento
de cada motor seja impossibilitado, visto que ndo havera fluxo de corrente pelo driver.
O motor fica parado sempre que a tensdo medida no potencidémetro do joystick estiver
entre 2 e 3V, posicao de repouso do joystick.

Na Figura 12 pode ser visto o fluxograma da sub-rotina “Move motor 1”. Pode-
se perceber que o movimento do motor em um dado sentido depende da tensao
medida no potencidmetro interno do joystick e também da posicdo em que o motor se

encontra.
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Figura 12. Fluxograma referente a sub-rotina “Move motor 1”. Poty é o potenciémetro
associado a movimentacao do motor no eixo y (motor 1) e posicaoy € a posicdo atual em
passos associada a este mesmo motor.

Foi realizada uma limitagdo por software, a fim de que a objetiva ndo colidisse
com a camara e para que as células utilizadas ndo estivessem muito préximas aos
eletrodos. Além disso, essa limitagdo também foi responsavel por definir uma area de
trabalho em formato circular, com 600 passos de raio, garantindo que todas as células
pudessem ser giradas sem sair da regidao util da camara. Assim, partindo do centro
da camara (posicao 0,0), pode-se deslocar aproximadamente + 600 passos em Y
sem que haja nenhuma coliséo.

Caso a posicaoy esteja no limite e o joystick for ativado no sentido de avancar
o limite, 0 motor para e aparece a mensagem “Muito perto do eletrodo” no LCD, e o

movimento do motor sé é permitido na direcdo contraria.

Caso posicaoy esteja dentro do limite, o motor 1 gira no sentido horario,
deslocando o charriot para frente, se a tensdo medida no poty for maior que 3 V, ou
gira no sentido anti-horario, deslocando o charriot para tras, se a tensao for menor que
2V. A velocidade de giro do motor também é determinada pela tensdo medida no poty,

de forma que se esté tensdo for maior que 4V ou menor que 1V, 0 motor gira mais
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rapido. A posicdoy é incrementada a cada passo do motor no sentido horéario e

decrementada a cada passo no sentido anti-horario.

A Figura 13 mostra o fluxograma da sub-rotina “Move motor 27, que tem
funcionamento muito semelhante a “Move motor 1”, com a excegao de que o motor
2 movimenta o charriot para direita e para esquerda, podendo percorrer, a partir do
centro da camara (posicao 0,0), + 600 passos. Quando as posi¢cdes + 600 séo

atingidas, a mensagem “Fim de curso” € mostrada no LCD.

Maove motor
2 sentido
hordrio

Tensdo Potx =
wv?

Tensdo Potx =
4v?

Posicdo x =
6007

h 4

posicaox++

A

Move motor 2
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Motor 2 Parado

Y

Move motor 2
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horario
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wve

F Y
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senfido anti-
hordrio slow

h 4

Figura 13. Fluxograma referente a sub-rotina “Move motor 2”. Potx € o potenciébmetro
associado a movimentacdo do motor no eixo x (motor 2) e posicaox € a posi¢cdo atual em
passos associada a este mesmo motor.

E importante observar que o acionamento dos motores de passo representados
nos fluxogramas 12 e 13 por “Move motor 1 sentido horario/ sentido horario slow”,
“‘Move motor 1 sentido anti-horario/ sentido anti-horario slow”, “Move motor 2
sentido horério/ sentido horario slow” e “Move motor 2 sentido anti-horério/
sentido anti-horario slow” é dependente da forma com que as suas bobinas sdo
energizadas. Assim, o sentido de movimento do motor de passo pode ser
representado pelo sentido com que se percorre os estados mostrados na tabela 1

onde, percorrendo os estados de cima para baixo o motor se movimenta no sentido
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horéario e percorrendo-os de baixo para cima, o motor se movimenta no sentido anti-
horério. Os estados correspondem a diferentes combinacfes de niveis légicos
aplicados nas portas digitais do PIC, sendo responsaveis pelo acionamento de cada
motor pelos drivers. A tabela apresentada corresponde ao modo de acionamento

passo-completo de um motor de passo bipolar.

Tabela 1. Modo de acionamento de um motor de passo em modo passo completo. A e A’
representam os terminais de uma bobina e B e B” representam os terminais de outra bobina
do motor.

Niveis l6gicos
Estado A A B B’
1 0 1 1 0
2 0 1 0 1
3 1 0 0 1
4 1 0 1 0

Para o entendimento do armazenamento e recuperacdo das posicdoes de
midcitos na camara, € apresentado o fluxograma da Figura 14. Foram utilizados seis
botdes que possuem tratamento de debounce (possivel oscilacdo do sinal ao

pressionar a tecla) por software, a fim de evitar acionamentos acidentais.
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Figura 14. Fluxograma referente ao armazenamento e recuperacao de posi¢des. Os botbes
2, 3, 4, 5 e 6 séo botbes utilizados para configurar armazenamento e recuperacao de
posicdes de midcitos. O botéo 1 é utilizado para confirmar que se deseja sobrescrever uma
dada posicéo previamente armazenada por algum outro botéo.

Cada botdo possui associado a si duas variaveis para armazenar a posicao
desejada em x e em y (posicaofinalx e posicaofinaly), assim, quando algum dos
botdes relacionados ao armazenamento de posi¢cdes (botdes 2, 3, 4, 5 ou 6) é
pressionado, pela primeira vez, por mais do que 4 segundos, os valores atuais
referentes as posicdes em x (posicaox) e em y (posicaoy) sao armazenados nas
variaveis associadas daquele botdo e uma mensagem de confirmacdo de
armazenamento é mostrada no LCD. Caso o usuario tente armazenar uma posi¢ao
em um botdo que ja esta sendo utilizado, uma mensagem é mostrada no LCD
solicitando que o usuéario pressione o botdo 1 em até 10 segundos para sobrescrever
a posicéo contida ali. Porém, se o tempo de pressionamento do botéo foi menor do

que 4 segundos, o que significa que o usuario deseja recuperar alguma posi¢cao que
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ja foi armazenada, sdo chamadas as sub-rotinas “Move motor 1” e/ ou “Move motor
2”, descritas previamente, responsaveis pelo acionamento dos motores de passo, até
gue a posicao atual em x e y corresponda as posi¢coes previamente armazenadas de
X ey, ou seja, até que posicaox = posicaofinalx e posicaoy = posicaofinaly.
Quando essa condicéo é alcancada os motores param de girar.

A fim de verificar que a recuperacéo de posi¢des ocorria de forma satisfatoria,
foi realizado um teste com cada motor, com o auxilio de uma graticula de vidro de
precisdo de 10 um, de forma que, partindo-se sempre de um mesmo ponto, um
determinado nimero de passos (10, 50, 100 e 150 passos) deveria ser percorrido e a
medida associada a este numero de passos (em um) era tomada com um software de
edicdo de imagens. O procedimento foi repetido 10 vezes para cada conjunto de
passos para céalculo de média e desvio padrao.

Por fim, o fluxograma da sub-rotina “Gira Fundo da Camara” pode ser
visualizado na Figura 15. Apenas caso o botdo 7 tenha sido previamente pressionado,
uma mensagem solicitando que 0 usuario insira 0os parametros para a rotagdo é
mostrada no LCD. O usuario utiliza o botdo 8 (botdo de sinal) para selecionar se o
valor a ser adicionado é positivo ou negativo, e utiliza os botbes 9 e 10 para adicionar
o valor em passos de 1 ou 10, respectivamente, conforme for desejado. Ao terminar
de inserir o valor correspondente ao angulo inicial da célula o usuério deve pressionar
o botdo 11 para que o valor seja atribuido a variavel apropriada e para que seja
solicitado, através de outra mensagem no LCD, o angulo final desejado para a célula
em questdo. O valor correspondente a esse angulo deve ser inserido da mesma forma
gue foi feito para o angulo inicial e o botdo 11 deve ser novamente pressionado para
atribuicdo do valor a sua devida variavel no programa. Finalmente, para que se dé

inicio ao giro do fundo da camara, é necessario que se pressione o botao 7.
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Figura 15. Fluxograma da sub-rotina “Gira Fundo da Camara”. Os botdes 7, 11 e 12 séo
botdes associados ao giro do fundo da camara de perfuséao presentes no sistema de controle
de charriot. A variavel contadorenc € responsavel por armazenar o numero de pulsos
provenientes do foto-transistor, cujo valor deve se igualar ao nimero de pulsos total (n)
necessarios para que o fundo da camara seja rotacionado no angulo desejado.
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O eixo do motor DC utilizado para o giro do fundo da camara foi acoplado
mecanicamente a um encoder, de forma que a cada sinal alto proveniente do foto-
transistor, uma variavel (contadorenc) do programa € incrementada. ApGés a insercéo
dos valores correspondentes aos angulos inicial e final da célula, o programa calcula
a variacdo de angulo que a célula sofrera, por meio da diferenca entre angulo final e
angulo inicial, e a armazena na variavel AB. Caso A8 seja maior que zero, 0 motor gira
no sentido anti-horario (e o fundo da cdmara gira no sentido horéario) e, caso A8 seja
menor do que zero, o motor gira no sentido horéario (e o fundo da camara no sentido
anti-horario). Uma vez que o0 encoder possui uma precisdo de 1,64°, foi possivel
relacionar o nimero de acionamentos do foto-transistor (n) a variagdo de angulo
desejada (AB), como mostrado na equacéo 2. Essa relacéo foi verificada teoricamente
pela relagéo de engrenagens e experimentalmente a partir da analise do numero de
pulsos necessarios para que o fundo da camara realizasse uma volta completa.
Assim, para que a célula seja girada em A6 graus, o motor é acionado (na direcédo
determinada pelo sinal de AB) até que contadorenc atinja o valor inteiro mais proximo
de n.

n=A0/1.64 [2]
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Caso ocorra algum erro na insercdo dos valores dos angulos inicial e final,
pode-se zerar os valores previamente armazenados pressionando-se o botdo 12.

ApGs o término do giro do fundo da camara, o charriot & reposicionado, por
meio do acionamento dos motores, para que a objetiva volte a focalizar, no centro da
tela do computador, a célula de trabalho. Para isso, é necessario o conhecimento da
posicdo final da célula apos a rotacdo, que depende de dois angulos: (1) do angulo
inicial formado entre a célula e o eixo x (B), obtido por meio do arco-tangente da
posicdo da célula em y e x (Figura 16 - a), e (2) do angulo de giro da célula
desejado (AB), o mesmo angulo que gira o fundo da camara e o eixo cartesiano
Xy para x'y' (Figura 16 - b). Desta forma, sendo r o raio formado entre o centro da
célula e o centro da camara, temos que, ao final da rotacéo, a célula esta posicionada
a um angulo B+ AB em relacéo ao eixo x. O reposicionamento do charriot da-se pelo
acionamento dos motores de passo até que posicaox e posicaoy sejam iguais

a rcos(B+ AB) e rsen(B+ AB), respectivamente (Figura 16 - c).
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Figura 16. Representacdo do giro do fundo da camara para ilustrar o reposicionamento do
charriot do microscopio.

3.2.3. Estimulador elétrico de alta intensidade (EAI)

Foi utilizado um estimulador para induzir leses nas células com pulsos
monopolares de alta intensidade (EAI, Fabricacdo CEB/ Unicamp, Figura 5 - G) que
fornece pulsos retangulares de tenséo elétrica (mono ou bipolares); 0 - 135V; 0,1 - 10
Hz; 0,1 - 50ms de duracdo; corrente maxima de 1,8A; com entrada para trigger

externo.

3.2.4. Estimulador elétrico de baixa intensidade (EBI)
Para a aplicacdo de estimulos elétricos de baixa intensidade foi utilizado um
estimulador com pulsos bipolares de baixa intensidade (EBI, Fabricagéo

CEB/Unicamp, Figura 5 - F), que fornece pulsos retangulares de tensao elétrica (mono
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ou bipolares); 0 - 45 V; 0,1 - 10 Hz, 0,1 - 10 ms de duracédo; corrente maxima de 100
mA.

3.2.5. Comutador
O comutador utilizado (Figura 5 — H) consiste em uma chave de 2 pélos com 2

posicdes para a selecdo do estimulador a ser utilizado.

3.2.6. Descarte
O descarte (Figura 5 — E) de solucao e residuos consiste em um recipiente de

vidro conectado ao sistema de vacuo e a saida da camara de estimulacao/perfuséo.

3.2.7. Osciloscopio

Para observacdo e medicao dos pulsos de cada estimulador, foi utilizado um
osciloscopio digital (modelo DSO-X-2014A, 100 MHz, Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, USA, Figura 5 - 1).

3.3. Protocolo experimental

Inicialmente, foi depositada no fundo da camara de perfusdo uma fina camada
de colageno, a fim de proporcionar a boa aderéncia das células. Apés o tempo de
secagem do colageno, aproximadamente 20 minutos, as células foram depositadas
na camara e aguardou-se novamente um periodo de 20 minutos para que essas se
fixassem a laminula de vidro.

No inicio de cada experimento, focalizou-se, com uma objetiva de 10x o centro
da camara de perfusdo que foi marcado com uma caneta nanquim na parte externa
da laminula de vidro. Neste ponto, o joystick foi pressionado e as variaveis
correspondentes as posi¢des atuais x e y foram zeradas (posi¢éo 0,0), de forma que
no inicio dos experimentos a camara estivesse centralizada com a objetiva. Deu-se
inicio a perfusdo com NT, com fluxo em regime laminar, a uma taxa de
aproximadamente 3 ml/min. Concomitantemente, foi feita uma varredura pela camara,
movimentando-se o charriot por meio do joystick, em busca de uma célula em boas
condi¢des (com estrias claramente visiveis e respondendo a estimulos elétricos por
meio de contracdo). Cinco posicdes de ceélulas puderam ser armazenadas e
recuperadas quando desejado, de modo que foi possivel escolher a célula nas

melhores condi¢cdes dentre as cinco boas candidatas numa mesma camara de
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maneira automatica. Selecionada uma célula para trabalho, esta célula teve seu eixo
maior orientado a 0°, 30°, 60° ou 90 ° (grupos experimentais) em relacédo ao E, por
meio da rotacdo do fundo da camara. Uma foto da célula foi tirada, com a webcam
do microscopio, e a orientacdo da célula com relacdo ao E foi confirmada com o uso
do software de edicdo de imagens Adobe Photoshop (Adobe Systems), com o qual
também foram realizadas as medidas de largura (2a) e comprimento (2c), de forma
que, posteriormente, esses valores foram convertidos para dimensodes reais levando

em conta o aumento do sistema de microscopia.

3.3.1. Limiar de estimulagao (Er)

O passo seguinte foi a determinacado do limiar de estimulacdo da célula escolhida,
ou seja, a estimulacdo minima capaz de evocar a contracao do miécito. O estimulador
de baixa intensidade foi ajustado para produzir estimulos bipolares de tenséao elétrica
com duracéo total de 10 ms (5 ms cada semi-ciclo) a 0,5 Hz. A tensao elétrica de saida
foi diminuida gradativamente até que se observasse o limiar excitatério, considerado
0 menor valor de tensédo que ainda evoca contragao.

A partir deste valor de tensdo, medido no osciloscépio, o E foi calculado por meio
da equacéao 1.

Determinado o Er, aumentou-se em 20% a tensdo aplicada, a fim de garantir que
a célula continuasse a realizar contracfes em resposta aos estimulos de baixa

intensidade, independentemente de pequenas flutuacdes do limiar.

3.3.2. Maxima variacéo do potencial transmembrana induzida pelo
campo elétrico limiar (AVrT)

Para o calculo da AV+foi utilizado o modelo proposto por Klee & Plonsey (1976),
0 qual assume que o midcito cardiaco possui a geometria de um esferoide prolato
(Bassani et al., 2006; Gomes et al., 2001; Oliveira et al., 2008). Neste modelo, pode-
se calcular a AVt com base no E aplicado, na direcdo entre E e o eixo maior da célula

e nas dimensdes celulares, conforme a expressao 3.

1
AV+(E,0,a,c) = E * (a®>A?sen?0 + c*C*cos*0): [3]
~ largura da célula comprimento da célula
Nesta expressao temos que a = > e Cc= > .

A e C sao parametros dependentes apenas da geometria celular (a e c) e da

excentricidade do esferoide (€), como mostrado na expresséao 4.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Adobe_Systems
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1
a?\2
E=<1—F>

A={1-0562 02501 9] 3 [4]

c={e+[0501 - in )| 6-3}_1

3.3.3. Determinacéao do E letal

Determinado o limiar de estimulacdo, o EAI foi ajustado para a aplicacdo de
pulsos monopolares de tensdo com duracdo de 5 ms de, inicialmente, 8 vezes o valor
do limiar de estimulacdo. A aplicacdo do pulso de alta intensidade foi feita de forma
sincrona, ou seja, no intervalo entre dois pulsos do EBI, a estimulagéo foi “chaveada”,
por meio de um comutador, para o EAI e o pulso de alta intensidade foi aplicado no
mesmo instante em que seria aplicado um pulso de baixa intensidade. Apds a
aplicacao do pulso por meio do EAI, ambos os estimuladores foram desacoplados e
um periodo de até 10 minutos foi aguardado para que a célula se recuperasse
(voltasse a realizar contracBes em resposta a um estimulo supralimiar). Em seguida,
a estimulacdo com o EBI foi retomada e o EAI ajustado para um valor maior que o
anterior. Este protocolo foi repetido para estimulos de alta intensidade de 12, 16, 20,
25 e 30 vezes o0 Er ou até que a célula desenvolvesse contratura irreversivel, o que

foi considerado morte celular.

3.4.Analise estatistica dos dados
Os dados foram analisados com o programa Prism 5.03 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA).

Trés testes de normalidade - D’Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov - foram aplicados sobre 2a, 2c, Ere AVrde células orientadas a 0°, 30°, 60°
e 90°. Um parametro foi considerado como tendo distribuicdo normal se passasse em
ao menos 2 dos 3 testes. Em seguida, comparou-se as medias de cada grupo (0°, 30°,
60° e 90°), para cada parametro, utilizando-se andlise de variancia monofatorial
seguido de pos teste de Bonferroni, sendo que p < 0,05 foi considerado indicativo de
significancia estatistica. Os resultados obtidos estdo apresentados como média

acompanhada de erro-padrédo da média.
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A fim de se obter as curvas que relacionam o E com a probabilidade de letalidade
(curvas de letalidade), os campos elétricos letais e sub-letais maximos foram
analisados com a ferramenta de célculo survival test, cuja tabela de saida foi tratada
por um ajuste nao linear por uma funcdo sigmoide, descrita pela expressao 5, onde
P(E) é a probabilidade de letalidade associada ao E, E50 é o valor médio do E

correspondente a 50% da letalidade e h € o coeficiente de hill.
1

()"

Os dados resultantes do ajuste ndo linear estdo apresentados como meédia

P(E) = [5]

acompanhada de intervalo de confianca para 99% (IC99). Neste caso, a néo
sobreposicdo do 1C99 entre os grupos foi considerado indicativo de diferenca
estatistica significativa.
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4.Resultados

4.1.Instrumentagéo

4.1.1. Sistema de microscopia

De modo geral, o sistema desenvolvido foi de facil manuseio e adequado para
a realizacdo de experimentos com células. Com ele foi possivel a realizacdo dos
experimentos de forma facilitada e agilizada quando comparado com o método usual
de experimenta¢do com células (aquele em que a movimentacao do charriot € manual
e ndo h4 armazenamento ou recuperacao de posicdes de células). Na Figura 17
pode-se visualizar uma foto do sistema com as adaptacGes que foram realizadas,
incluindo o sistema de iluminacdo (Figura 17, A) na parte superior, a camara de
perfusdo posicionada sobre o charriot que estd acoplado aos motores de passo
(Figura 17, B) e a caixa contendo os circuitos de controle e itens de interface com
usuario (Figura 17, C). Uma foto de uma célula orientada a 60°, utilizada em um dos
experimentos, pode ser vista na Figura 18. Quando utilizada a objetiva de 10x, o

aumento obtido é de aproximadamente 200x e a resolucdo é de 1,25 pum/px.

Figura 17. Sistema de microscopia adaptado. A) lluminacéo superior; B) cAmara de perfuséo
e motores de passo acoplados ao charriot; C) sistema de controle.
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Figura 18. Célula orientada a 60° visualizada no sistema de microscopia com aumento
aproximado de 200 vezes.

4.1.2. Movimentacao motorizada do charriot

Na Figura 19 pode-se ver o acoplamento realizado entre o charriot e os motores
de passo. A fixacdo dos motores foi feita por meio da utilizacdo de parafusos e o
acoplamento mecanico foi feito por uma correia dentada, que transfere 0 movimento
do bloco de redugcdo do motor de passo ao knob adaptado do charriot. Obteve-se,
para o motor responsavel pela movimentacdo do charriot no eixo x, um deslocamento
de 5,5 + 0,025 um por passo e, para o motor responsavel pela movimentacdo em vy,
um deslocamento de 9,1 + 0,026 pum por passo (Figura 20). Tais deslocamentos foram
diferentes para cada motor, pois as relagbes das engrenagens vinculadas aos eixos
do charriot sédo diferentes. No entanto, observou-se, como esperado, um
comportamento linear dos motores e uma variabilidade da distancia em relacédo ao
namero de passos pequena (desvio padrao mal pode ser observado na Figura 20), o

que foi importante para garantir a recuperacao precisa de posi¢cdes de miocitos.
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Figura 19. Foto com visdo aproximada do acoplamento mecénico realizado entre os motores
de passo e charriot do microscépio.
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-o- Sentido horario (X)
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Figura 20. Teste de precisao do deslocamento dos motores de passo: Grafico de média e
desvio padrdo da média para diferentes deslocamentos em ym em fungdo do numero de

passos aplicado.

Observa-se na Figura 21 o circuito desenvolvido para o controle do charriot e
do giro do fundo da camara de perfuséo (Figura 21 - A), junto com as placas de driver
para controle dos motores de passo (Figura 20 - B), placa de driver para controle do
Motor DC (Figura 21 - C), placa de alimentacdo de 12 V para os drivers dos motores
(Figura 21 - D) e placa de alimentacao de 5 V para o circuito principal (Figura 21 — E).

Esses itens foram colocados no interior de uma caixa e os itens de interface com o
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usuario foram posicionados de forma conveniente para operagao pelo usuario, como
€ mostrado na foto da Figura 22, onde pode-se ver o joystick utilizado para
movimentacg&ao do charriot em duas direcdes perpendiculares, x e y (Figura 22, A), o
LCD utilizado para comunicagdo com usuario (Figura 22, B), botdes utilizados para

armazenamento e recuperacdo de posicdes (Figura 22, C) e botbes utilizados para

controle do giro do fundo da camara de perfuséo (Figura 22, D).

Figura 21. A) Placa com circuito principal; B) circuitos de driver para os motores de passo; C)
circuito de driver para o motor DC; D) placa de alimentacéo para os drivers (12V); E) placa de
alimentacgéo de alimentacao para o circuito principal (5V).
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01- SOBRESCREVE POSIGAO.

08 - +/- (UTILIZADO PARA INSERGAO DOS ANGULOS).
09 - UNIDADE (UTILIZADO PARA INSERGAQ DOS ANGULOS).

10- ANGULOS)

02 - ARMAZENA/RECUPERA POSICAO 1.

03 - ARMAZENA/RECUPERA POSIGAO 2. Y- Y+

04 - ARMAZENA/RECUPERA POSIGAO 3.

DADOS (UTILI

"
05 - ARMAZENA/RECUPERA POSIGAO 4. INSERGAO DOS ANGULOS).

M 12 - RESETA VALORES (UTILIZADO PARA INSERGAO
06 - ARMAZENA/RECUPERA POSIGAO 5. 108 ANGULOS).

Figura 22. Sistema de controle para movimentagdo do charriot e do fundo da camara de
perfusdo. A) Joystick para movimentagdo do charriot em duas dire¢des; B) LCD para
comunicagdo com usuario por via de mensagens; C) botbes utilizados para armazenamento
e recuperacgao de posi¢des de midcitos; D) botdes utilizados para controle do giro do fundo da
camara de perfusao.

4.1.3. Camara de perfusdo com fundo giratorio

Na Figura 23 podem ser vistas fotos das vistas superior e inferior da camara
desmontada destacando-se suas partes principais, como a laminula de vidro (Figura
23 — A, 1), o o-ring externo (Figura 23 — A, 2), o knob para giro manual da laminula
(Figura 23 — A, 3), eletrodos de platina para estimulacao dos miécitos (Figura 23 — A,
4), conexao para entrada de solucéo de perfuséo (Figura 23 — A, 5), conexao de saida
a ser ligada em sistema de vacuo para recolhimento de solugéo (Figura 23 — A, 6),
abertura para deposicdo dos midcitos (Figura 23 — A, 7), engrenagem menor que €
conectada ao knob da parte superior por meio de um parafuso (Figura 23 — B, 8) e
que transmite seu movimento a engrenagem maior (Figura 23 — B, 9), cuja parte
superior esta colada a laminula de vidro. Uma foto da camara ap0s sua montagem é
mostrada na Figura 24, onde pode-se ver a regiao formada pela superposicao das
partes superior e inferior da camara, dando origem a regido para a deposicao de
miocitos (Figura 24, A), com area total de 225 mm?2, porém, area util de 50 mmz2, onde
células podem ser rotacionadas. O knob localizado na parte superior da camara pode

ser acoplado por meio de uma correia a um médulo extra composto por motor DC e
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sistema de posicionamento, como mostrado na Figura 25, para que o giro do fundo

da camara fosse realizado de forma automatizada e com precisdo de giro +0,8°.

Figura 23. Fotos das vistas A) superior e B) inferior da cAmara de perfusdo desmontada e
suas partes principais: 1) laminula de vidro; 2) o’ring externo para vedacao; 3) knob para o
giro da laminula; 4) eletrodos de estimulacédo; 5) conexao para entrada de solugéo; 6) conexao
para saida de solucdo; 7) espaco para deposicdo de midcitos; 8) engrenagem menor
conectada ao knob por meio de um parafuso; 9) engrenagem maior cuja parte superior esta
colada a laminula de vidro.
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Figura 24. Foto da camara de perfus@o apds sua montagem. A) Regiédo total para deposicao
dos midcitos e B) regido Util de trabalho onde as células podem ser rotacionadas sem sairem
da area de perfusédo e observacao.

Figura 25. Camara de perfusdo acoplada ao sistema de posicionamento composto por A)
motor DC; B) sistema de posicionamento; C) correia para transmissao do movimento gerado
pelo motor DC ao knob da camara de perfusdo e consequente giro do seu fundo.
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4.2.Resultados experimentais

Foram analisadas 26 células no grupo 0°, 29 no grupo 30°, 21 células no grupo
60°, 11 células no grupo 90° e os resultados mostrados a seguir foram obtidos destas
populacées de células.

As médias acompanhadas dos erros padrées dos parametros medidos durante
0s experimentos podem ser observados na Tabela 2. S&do mostrados o Et para pulsos
bipolares de duracdo total de 10ms (5ms cada fase), AV;, 2c e 2a dos midcitos
estudados. A Unica grandeza que mostrou dependéncia do angulo de aplicagédo do E
foi Et (p < 0,0001), sendo estatisticamente diferente entre todos 0s grupos, exceto

entre 0° e 30°.

Tabela 2. Média + erro padrdo da média para Er, AV, 2C e 2a, para 0S grupos experimentais
0°, 30°, 60° e 90° (n=26, n=29, n=21, n= 11, respectivamente). # indica diferenca estatistica
significativa (p < 0,001) de um grupo em relagéo a todos 0s outros grupos.

0° 30° 60° 90°
Er [V/cm] 2,87+ 0,11 3,33+0,11 4,3 +0,21% 6,34 + 0,24"
AVy [mV] 20,19 + 0,87 23 40,75 21,2 + 1,03 20,77 + 1,11
2a[um] 134,7+3,73  1455+3,75 143,3+ 3,16 132,4 + 5,11
2c[um] 32,8+ 1,62 37,2+ 1,67 38,7 + 2,05 35,8 + 2,58

A Tabela 3 contém os valores médios e intervalos de confianca para 99% (IC99)
dos E associados a 50% de probabilidade de letalidade (E50) e coeficiente de Hill que
foram obtidos para os grupos experimentais 0°, 30, 60° e 90° (n=26, n=29, n=21, e
n=11 respectivamente). Em relagdo ao E50, observou-se diferenca estatistica
significativa entre todos os grupos estudados, enquanto o coeficiente de Hill ndo foi

estatisticamente diferente entre nenhum dos grupos.
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Tabela 3. Valores médios e intervalos de confianca para 99% (IC99) dos campos elétricos
com 50% de probabilidade de letalidade (E50) e do coeficiente de Hill (h) para as curvas de
letalidade obtidos para os grupos experimentais 0°, 30°, 60° e 90°. * indica diferenca estatistica
significativa com relacéo a todos 0s outros grupos.

Grupo Média 1C99
0° 80,47 78.86 - 82,08*
300 97,48 95,89 - 99,06*
E50 [V/cm]
602 1111 109,00 - 113,3*
900 140,2 136,00 - 144,4*
0° 6,56 5.62 - 7,50
h 300 8,76 7.32-10,19
602 8,98 7.43 10,52
900 10,56 6,95 - 14,18

Na Figura 26 estdo apresentadas as curvas de letalidade celular em fungéo do
E para os grupos experimentais. Os simbolos referem-se aos valores médios obtidos

pela ferramenta survival-test e as linhas verticais indicam o desvio padrdo da média.
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Figura 26. Curvas de probabilidade de letalidade de cardiomiécitos em funcdo do campo
elétrico (E) aplicado para os grupos 0° (N = 26), 30° (N = 29), 60° (N = 21) e 90° (N = 11).
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Os valores de E foram convertidos em multiplos do Et. Pode-se perceber que
os E50 entre todos os grupos se aproximaram (Figura 27), embora ainda possa ser
observada diferenca estatistica significativa entre alguns grupos de células (IC99 ndo
se sobrepdem, Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios e intervalos de confianca para 99% (IC99) dos campos elétricos
com 50% de probabilidade de letalidade (E50) e do coeficiente de Hill (h) das curvas de
letalidade obtidos para os grupos experimentais 0°, 30°, 60° e 90°. O E foi expresso como um
multiplo do Er (XEr). * Indica diferenca estatistica significativa deste grupo com o grupo 0°. *
Indica diferenca estatistica significativa deste grupo com o grupo 30°.

Grupo Média IC99
02 28,15 26,83 - 29,46
309 27,41 25,70 - 29,12
ESO [xEr] 60¢ 25,81 24,36 - 27,25
909 22,65 20,50 -24,80*#
0¢ 5,62 4,30 - 6,94
30¢ 9,58 4,48 - 14,68
h 602 11,42 4,53-18,32

90° 8,52 2,73 -14,31
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Figura 27. Curvas de probabilidade de letalidade em fung&o do campo elétrico (E) aplicado
para os grupos 0° (N = 26), 30° (N = 29), 60° (N = 21) e 90° (N = 11). Nestas curvas o E foi
expresso como um multiplo do Er (XEr). As linhas verticais indicam o desvio padrdo da média.
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5.Discussao e limitacdes

5.1.Sistema de microscopia com movimentagédo motorizada do charriot

O sistema de microscopia desenvolvido foi adequado para a realizacédo de
experimentos com cardiomiécitos. A modificacdo realizada no microscopio (de nédo
invertido para invertido) possibilitou que a objetiva ficasse bem proxima da amostra
de células e que um aumento satisfatorio de cerca de 200x fosse obtido. Com tal
aumento obtivemos imagens adequadas, o que foi suficiente para a observagéo e
busca de células, medicdo de dimensdes e analise das respostas a aplicacéo do E.

Com o circuito desenvolvido para movimentar o charriot do microscépio e com
0 uso de motores de passo e um joystick , a realizacdo dos experimentos com células
ficou mais eficiente, de modo que estes experimentos puderam ser realizados com
maior precisdo e rapidez quando comparado ao modo usual de operacdo de
microscopio, isto €, modo em que a movimentacéo do charriot da-se pelo giro manual
dos knobs acoplados aos seus eixos, obtendo-se deslocamentos maiores € menos
suaves do que aqueles proporcionados pelos motores de passo. Deste modo, 0 uso
dos motores de passo garantiu deslocamentos precisos e tao curtos ou longos quanto
o estipulado pelo software desenvolvido e pela limitacdo dos motores. Da mesma
forma, o conhecimento da posi¢cdo do charriot € util para que o pesquisador possa
selecionar algumas células que sdo adequadas para o experimento e realiza-lo, a
principio, com a melhor célula presente na camara. Além disso, caso haja perda de
uma célula durante o experimento, rapidamente, o pesquisador pode reencontrar uma
outra célula que ja havia sido marcada como adequada. No entanto, a mecéanica do
sistema carece de melhorias, a fim de que seja evitado um acumulo de perda de
passos por parte dos motores. Uma vez que os motores de passo utilizados foram
obtidos de impressora antigas e desativadas e que as correias que transferem os
movimentos dos motores para o charriot foram coladas manualmente, torna-se dificil

obter um controle perfeito sobre o sistema.

5.2.Camara de perfusdo com fundo giratorio
Com o desenvolvimento da camara de perfusdo com fundo giratério, cujo
pedido de patente foi realizado, os experimentos com células puderam ser executados
mais rapidamente e o desperdicio de material foi minimizado, pois, desde que

existisse na area util da camara uma célula apropriada (tamanho adequado, presenca
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de estrias e respondendo adequadamente aos estimulos aplicados), era garantido o
posicionamento da célula em relacdo ao E, de acordo com a necessidade do
pesquisador. Essa funcionalidade foi aprimorada por meio da conexao da camara a
um motor DC, agilizando a realizagdo dos experimentos, por meio do posicionamento
preciso proporcionado pelo encoder, e reduzindo a imprecisdo mecanica que ocorria
guando se girava o knob manualmente. Com o motor DC o giro do fundo da camara
foi mais suave e controlado do que aquele fornecido pelo método manual.

O reposicionamento do charriot apos o giro do fundo da camara, possibilitando
reexibir a célula de trabalho apds a sua rotacédo de forma automatizada, foi eficiente
somente até um certo ponto. Apesar do calculo teérico adequado, em alguns casos,
fatores como a instabilidade mecéanica do sistema (perda de passos dos motores),
falta de precisdo na marcagao do centro da camara (feita manualmente com caneta
nanguim) e na marcacao da posicao da célula de trabalho (a célula a ser girada deve
estar precisamente centralizada com a objetiva, por conseguinte, no centro da tela do
computador), contribuiram como fontes de erros, criando a necessidade de uma
corre¢cdo manual para reposicionar a célula de trabalho no campo de visdo, para
alguns casos. Uma vez que o erro de reposicionamento observado nao foi constante,
nao foi factivel realizar uma compensacéao por software, porém, foi possivel verificar
gue para células préximas o suficiente do centro da camara (células posicionadas a
uma distancia de até 1155um em x e até 1911um em y) a recuperacao ocorre de
forma satisfatoria, pois a célula, ap6s a rotacdo, encontra-se novamente dentro do
campo de visao.

O custo aproximado do protétipo, incluindo 2 motores de passo, 1 motor DC de
12 V com reducgédo, 3 drivers, engrenagens, correias, material para construcao da
camara de perfusdo, componentes para montagem do circuito de controle e caixa para

armazenamento do circuito, foi de R$600,00.

5.3.Resultados experimentais

5.3.1. Ma&xima variacdo do potencial transmembrana no limiar, largura e
comprimento

Os valores de AV, 2a e 2c, mostrados na Tabela 2, ndo foram estatisticamente
diferentes entre 0s grupos experimentais, o que € importante para garantir
homogeneidade das amostras de células utilizadas, uma vez que dimensdes celulares

diferentes podem influenciar o Et e o E letal (Goulart et al., 2012). A AV; média
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encontrada foi de aproximadamente 20 mV, independente da direcdo do E aplicado,
e esta de acordo com valores ja relatados na literatura para excitacdo de miécitos
ventriculares de ratos (Bassani et al., 2006; Goulart, 2012; Oliveira, 2008; Oshiyama,
2014). Valores médios de largura celular também foram semelhantes aos ja
encontrados (aproximadamente 35 um), porém os valores médios dos comprimentos
celulares foram cerca de 10% maiores (aproximadamente 140 um) do que aqueles
relatados (Prado et al., 2016; Fonseca et al., 2013; Goulart et al., 2012; Oliveira et al.,
2008).

5.3.2. Campo elétrico limiar

Os valores obtidos de Et em células orientadas a 0° (aproximadamente 2,87
V/cm) foram menores do que a maioria dos resultados encontrados na literatura
(Oliveira et al., 2008, Et = 3,2 V/cm, Fonseca et al., 2013, Er = 3,1 V/cm; Prado et al.,
2016, ET = 3,33 V/cm), o que pode ser explicado pelo fato de as células utilizadas
neste trabalho possuirem comprimentos maiores (Goulart et al., 2012), visto que a
reducao de cerca de 10% observada em Erfoi proporcional ao aumento observado no
comprimento celular, conforme previsto pelo modelo de Klee & Plonsey (1976). Para
células orientadas a 30° e 60°, os valores médios de Et foram maiores que valores
relatados previamente (Bassani et al., 2006, Et (30°) = 2,35 e E1 (60°) = 3,08 V/cm).
Tal diferenca pode ser devido as préprias amostras de células, ao fato de terem sido
utilizados instrumentacgdes diferentes (camara de estimulacdo, auséncia de perfuséo)
e diferentes procedimentos de isolamento dos midécitos ventriculares (por exemplo,
concentracbes diferentes de enzimas). Er médio para o grupo 90° (6,34 V/cm)
encontra-se em um intervalo de valores ja relatados (Bassani et al., 2006, Et = 4,6;
Oliveira et al., 2008, Er = 7,2 V/cm.), estando de acordo com o esperado, uma vez
que o valor de 2a foi préximo ao encontrado na literatura e por manter uma relacao de
cerca de 2 vezes o Et de células orientadas longitudinalmente (Oliveira, 2008).

Os valores de Et observados na Tabela 2 sdo um indicativo de que ha influéncia
da direcdo de aplicacédo do E sobre o Et (p < 0,0001). Apesar de nédo ter sido
observada diferenca estatistica entre os grupos 0° e 30°, percebe-se uma tendéncia
de aumento de Er, como previsto (Klee & Plonsey, 1976) e reportado
experimentalmente (Bassani et al., 2006). Entre células orientadas a 0° e a 60°,
verificou-se que essas orientadas a 60° necessitam de um E maior para serem

estimuladas quando comparadas aquelas a 0°. Também foi observada a necessidade
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de um E maior para células a 60°, quando comparadas com células orientadas a 30°.
O grupo 90° contém as células que necessitam de um maior E, quando comparado a
qualquer outra orientacdo, para que sejam estimuladas. Estes resultados estéo de
acordo com os observados na literatura (Klee & Plonsey, 1976; Bassani et al., 2006;
Oliveira, 2008). A diferenca observada entre os valores de Et para diferentes direcdes
de aplicacdo do E deve-se ao fato de que a AV, induzida por um E externo é
dependente da geometria celular e da direcdo de aplicacdo do E (Klee & Plonsey,
1976; Tung et al., 1991; Knisley et al., 1993). A AV, € minima quando o E esta aplicado
transversalmente em relacéo ao eixo maior celular, fazendo com que um E maior seja
necessario para atingir uma dada AVT, e aumenta gradualmente a medida que a
direcéo de aplicacao do E se torna paralelo ao eixo maior celular. Desta forma, quanto
menor o angulo formado entre a dire¢do de aplicacdo do E e o eixo maior da célula,

menor sera o E necessario para obter aquela mesma AVr.

5.3.3. Curvas de letalidade

E50 médio para o grupo 0° foi de 80,82 V/cm, estando proximo aos valores ja
reportados na literatura (Oliveira et al., 2008, E50 = 67,6V/cm; Goulart et al., 2012,
E50 = 68/cm; Prado et al., 2016, E50 = 90,73 V/cm). Da mesma forma, o valor de E50
para o grupo 90° (140,7 V/cm) também esta bem proximo ao que ja foi relatado até o
momento (Oliveira et al., 2008, E50 = 136,6 V/cm). Observou-se novamente a relacéo
de cerca de 2 vezes entre o E50 para células na transversal quando comparado com
células na longitudinal (Oliveira et al., 2008).

A nao sobreposicdo dos IC99 para os 4 grupos estudados indica que ha
dependéncia da probabilidade de letalidade com a orientacéo da célula em relacédo a
direcéo de aplicacao do E.

Ocorre um aumento do E50, conforme se aumenta o angulo entre o eixo maior
da célula e o E aplicado (Tabela 3), mostrando um comportamento similar ao
encontrado para Et, como pode ser visualizado no grafico da Figura 28, onde séo
mostradas as curvas referentes aos valores de Et e E50 para diferentes angulos entre
0 eixo maior da célula e a direcdo de aplicacdo do E. Assim, dada uma mesma
probabilidade de letalidade, temos que células cujo eixo maior esta orientado
paralelamente ao E (0°) possuem maior sensibilidade ao E do que aquelas orientadas
a 30°. Da mesma forma, células a 30° sdo mais sensiveis ao E se comparadas aquelas

orientadas a 60°. Ja havia sido mostrado que células orientadas a 90° eram menos
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sensiveis ao E (0 E necessario para causar efeito letal € maior) do que células
orientadas a 0° (Oliveira et al., 2008), o que foi novamente observado neste trabalho,
porém, ndo havia sido mostrado ainda curvas de probabilidade de letalidade e os E

letais para células orientadas a 30° e 60°.

E (V/cm)
E (V/cm)

. ET
0 (%)
ESO

Figura 28. Gréfico comparativo do crescimento do ET e do E letal conforme se aumenta o
angulo entre a orientacado celular e a direcédo de aplicagdo do campo elétrico.

Acredita-se que os E sejam letais as células devido ao fenbmeno de
eletroporacdo da membrana, que depende de 1}, ultrapassar um certo valor limiar e
cuja maxima variacdo deste potencial (AV,,) é dependente da intensidade do E
aplicado, da geometria celular (2a e 2c) e do angulo entre o eixo maior da célula e o
E (B). Assim, assumindo que a membrana é um dielétrico perfeito, uma possivel
explicagcéo para o aumento gradual dos valores de E50 observados para orientagoes
da célula entre 0° e 90°, pode ser obtida por meio do calculo da AV}, induzida por um
E de alta intensidade em uma célula com dimensdes médias (comprimento igual a 130
um e largura igual a 30 um) em diferentes orientagdes. Um E aplicado em uma célula
orientada a 30° causa uma despolarizagao equivalente a 89% daquela causada a uma
célula orientada a 0° (Klee & Plonsey, 1976). Ja para uma célula orientada a 60° a
despolarizacdo causada é equivalente a 63% daquela sofrida por uma célula a 0° para
um mesmo E. Esta despolarizagcdo € ainda menor se a célula estiver orientada

transversalmente em relagcéo ao E, sendo da ordem de 45%. Desta forma, podemos
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assumir que a medida que aumentamos o angulo entre o eixo maior da célula e a
direcdo do E aplicado, a despolarizacdo causada na membrana para um mesmo E
aplicado diminui, o que reduziria a probabilidade de abertura de poros na membrana
e, consequentemente, a probabilidade de letalidade. Porém, a membrana ndo € um
dielétrico perfeito. Assim, esses valores percentuais encontrados acima ndo estao
100% corretos, estando superestimados, visto que o modelo proposto por Klee &
Plonsey (1976), utilizado primariamente para descrever a excitabilidade celular, ndo
leva em conta a abertura de poros na membrana, porém, nos permite verificar,
gualitativamente, a necessidade de um aumento do E externo com o aumento do
angulo de orientacdo da célula para se atingir uma dada variacdo no potencial
transmembrana capaz de causar a eletroporacdo (e, consequentemente, a morte
celular).

Por mais que os processos de excitabilidade celular e de eletroporacdo da
membrana celular sejam considerados fenbmenos diferentes, visto que o primeiro é
um processo auto estimulante, onde a abertura de um pequeno nimero de canais de
sédio tensdo dependentes aumenta a despolarizacdo da membrana e,
consequentemente aumenta a probabilidade de abertura de mais canais, levando ao
disparo do PA (Silverthorn, 2010), e o segundo é um fenbmeno auto limitante, onde o
aumento da conduténcia da membrana, causada pela abertura de poros, limita a
variacdo do potencial transmembrana (Cheek & Fast, 2004; Neunlist & Tung, 1997),
ao expressarmos os valores de E letal como multiplos de Er (tabela 4), nés verificamos
gue o E50 para os grupos se aproximam, embora ainda seja observada diferenca
estatistica significativa entre o grupo 90° com os grupos 0° e 30°. No entanto, essa
diferenca foi inferior a 20%, sendo muito menor que aquela observada para os valores
absolutos de E50 (diferenca de aproximadamente 75%). Ou seja, a hormaliza¢éo por
Er aproximou as curvas de letalidade, mas néo foi suficiente para iguala-las. Esta
diferenca pode ser observada na Figura 28, por meio do aumento da diferenca das
taxas de crescimento entre Et e E50 a medida que o angulo se aproxima de 90°. Uma
possivel explicacdo para uma maior variacado na taxa de crescimento do E50 deve-se
ao fato de que, para células orientadas a 90°, a &rea da membrana exposta a maxima
AV, € maior quando comparada a células orientadas a 0°. (Oliveira et al., 2008).
Assim, apesar de a normalizagédo por Et ndo ser a ideal, ela nos mostra que ambos
0S processos mantém uma estreita relacdo entre si, a medida que o angulo entre o

eixo maior celular e E aumenta. Este tipo de analise é util para comparar resultados
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cujas amplitude e direcdo de aplicacdo do E ndo podem ser determinados e nos
permitiu inferir que um E de cerca de 26 vezes E1 corresponde a uma probabilidade
de letalidade de pelo menos 50% das células.

Algumas limitagbes devem ser levadas em conta neste trabalho.
Primeiramente, devemos considerar o aumento progressivo dos E de alta intensidade
aplicados durante o protocolo experimental, uma vez que estes eram funcéo do Er.
Da forma como o protocolo foi realizado, uma célula foi submetida a diversos choques
antes de morrer, 0 que ativa mecanismos de reparo celular, reduzindo a
vulnerabilidade da célula aos choques subsequentes (Steinhardt et al., 1994; Togo et
al.,, 1999; Spaeth et al.,, 2010). Também foi possivel perceber, durante os
experimentos, que alguns choques sub-letais e alta intensidade causavam danos as
células, causando hipercontratura reversivel e redugdo do seu comprimento. A
reducdo do comprimento celular provoca o aumento do E50 (Goulart et al., 2012) e,
assim, o efeito cumulativo dos choques nédo deve ser ignorado, de modo que os
valores de E letal apresentados neste trabalho podem estar superestimados. Mais
estudos s8o necessarios para se entender a influéncia do nimero de choques na
letalidade celular.

Também devemos enfatizar que os experimentos foram realizados com células
isoladas cujos eixos maiores estavam orientados a 0°, 30°, 60° ou 90° com relacéo ao
E. E muito dificil extrapolar diretamente os resultados aqui obtidos para aplicacdes
clinicas, visto que o coracdo possui diversas células de diferentes tamanhos,
orientadas nas mais diversas direcdes e conectadas através de gap-junctions, criando
regides anisotropicas no tecido cardiaco e uma distribuicdo heterogénea do E que é
aplicado sobre ele, de forma que células em diferentes regiées do coracdo séo
expostas a diferentes amplitudes de E e variagdes no potencial transmembrana. Ja foi
mostrado que essas diferencas dependem ndo somente da localizacdo da célula no
coracdo, da orientacdo da célula com relacdo ao E e da geometria celular, mas
também se deve a formacado de eletrodos virtuais no tecido cardiaco - geracdo de
catodos e anodos virtuais devido a heterogeneidades na estrutura do tecido cardiaco,
gerando regides localizadas de despolarizacdo (Knisley, 1994; Roth, 1995; Ripplinger
& Efimov, 2009).
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6.Conclusao

Neste projeto foi desenvolvido um sistema de controle de charriot de
microscopio com a utilizacdo de motores de passo e um sistema de controle,
facilitando e tornando mais rapida e precisa a realizacéo de experimentos com células.
Também foi possivel, gracas ao sistema de posicionamento, armazenar e recuperar
posicdes de células, o que garantiu que fosse utilizada sempre a melhor célula
presente na cdmara a cada experimento realizado, j& que ndo se corria mais 0 risco
de perder sua posicéo ao buscar outras células pela camara. Além disso, foi projetada
e construida uma camara de perfusdo com fundo giratorio, onde células isoladas eram
rotacionadas no interior da camara durante a realizacdo de perfusdo e estimulagéo
sob E uniforme. O uso da camara de perfusdo com fundo giratério auxiliou no aumento
do namero de células analisadas, em menor tempo, para a obtencdo dos resultados
experimentais do projeto, uma vez que em todas as preparacdes foi possivel encontrar
ou posicionar pelo menos uma célula em um dos grupos experimentais.

Com a utilizacdo da instrumentacdo desenvolvida, foi possivel construir as
curvas de letalidade para células orientadas a 0°, 30°, 60° e 90°. Com os resultados
obtidos mostrou-se que a relacdo entre a orientacdo celular e a letalidade pode ser
descrita como crescente e gradual, a medida que se aumenta o angulo entre a direcao
da célula e a direcdo de aplicacdo do E. Estes dados eram ausentes na literatura e
podem ser importantes como base para futuros protocolos de desfibrilacédo

multidirecional (Viana, 2016).
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Efeito da_ direcdo do campo elétrico sobre a
letalidade de midcitos isolados", protocolo n° 4093-1(K), sob a responsabilidade de Dr.
Pedro X. Oliveira / Fernanda S. C. Leomil, que envolve a producdao, manutengao e/ou

utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica ou ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da LEI
N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso
cientifico de animais e do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal -
CONCEA, e foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 16 de dezembro de 2015.

Vigéncia do projeto: 01/2016-12/2016

Espécie/Linhagem: Rato heterogénico / Wistar UnibHan
No. de animais: 44

Idade/Peso: 03 meses / 300g

Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagdo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdo prévia junto ao IBAMA,
SISBIO ou CiBio.

Campinas, 16 de dezembro de 2015.
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Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud FatimaAlonso

Presidente Secretaria Executiva
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unNIcCAMP

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado Isolamento de preparacSes miocardicas de ratos adultos (protocolo
CEUA/UNICAMP n° 4429-1), de responsabilidade da Dra. Rosana Almada Bassami, assim como os adendos abaixo descriminados,
tiveram a solicitagio de prorrogagao aceita pela CEUA/UNICAMP, de 02/01/2017-31/03/2018 para 01/02/2017-30/06/2019.

e 4429-1(A) - Regulagdo do cronotropismo atrial e do inotropismo ventricular durante o desenvolvimento pés-natal de

ratos, executora Elizangela Souto Oliveira / Natalia F.Oshiyama

e 4429-1(B) - Dinamica de Na+ e modelo matematico de potencial de agao ventricular, executora Natalia F.Oshiyama

e 4429-1(C) - Analise do efeito de agentes antineoplasicos sobre a mobilizagdo de calcio em midcitos ventriculares
isolados, executora Natalia F.Oshiyama

e 4429-1(D) - Influéncia da forma de onda estimulatéria nos efeitos deletérios de choques elétricos sobre midcitos
cardiacos isolados, co-responsavel Prof. Dr. José W. M. Bassani, executor Jair T. Goulart

e 4429-1(E) - Protegao miocardica contra choques desfibrilatérios, co-responsavel Prof. Dr. José W. M. Bassani,
executor Ahmad Almazloum

e  4429-1(D) - Interagao entre transportadores de calcio no miocardio de ratos miocardicos durante o envelhecimento,
co-responsavel Prof. Dr. José W. M. Bassani, executor Jair T. Goulart

e  4429-1(G) - Implementagéo, avaliagdo e comparagdo dos modelos de forga de contragéo e/ou encurtamento
celular para midcito ventricular de rato, co-responsavel Prof. Dr. José W. M. Bassani, executor Robson Rodrgues
da Silva

e 4429-1(H) - Relagao entre regime alimentar e adiposidade em ratos Wistar, executores Elizangela S. Oliveira e
Lara L. Suassunae

Retifica ainda a idade e peso dos animais:

“Finalidade: ( )Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 02/01/2017-30/06/2019
Vigéncia da autorizagao para manipulagdo animal: 02/01/2017-30/06/2019
Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 90
Peso / Idade: 04 meses / 400g
Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 20
Peso / Idade: 18 meses / 650g
Sexo: machos
Origem: CEMIB/UNICAMP

Este documento é valido apenas se apresentado junto com.o certificado emitido originalmente pela CEUA/UNICAMP em
06/12/2016.

| ( Campinas, 30 de janero de 2017.
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Profa. Dra. Liana M. C. Verinaud Félim@A/Ionso

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP — Brasil ’ http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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INFORMAGAO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNICAMP -
CEUA/UNICAMP - informa que esta autorizado o uso de células cardiacas
isoladas de ratos adultos, excedentes do protocolo CEUA 4429-1 - Isolamento
de preparagdes miocardicas de ratos adultos, de responsabilidade da Dra.
Rosana Almada Bassani, pelo Prof. Dr. Pedro Xavier de Oliveira.

Ressaltamos que o isolamento e uso destas células esta previsto no formulario
referente ao protocolo CEUA 4429-1, aprovado pela CEUA/UNICAMP em
06/12/2016.

Campinas, 18 de janeiro de 2017.

Profa. Dra. LIANA MARIA CARDOSO VERINAUD
Presidente da CEUA/UNICAMP



