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Resumo

A desfibrilagdo é a Unica terapia conhecida para reverter o quadro de
fibrilagdo ventricular. Entretanto, apds a desfibrilagdo, miécitos cardiacos podem
ser lesados, e, como conseqUéncia, a eficiéncia contratil do coragdo é reduzida.
Neste trabalho desenvolvemos instrumentagcédo especifica para o estudo do efeito
letal de campos elétricos de alta intensidade sobre midcitos cardiacos isolados. O
campo elétrico limiar de estimulagdo (E7) foi de 7,24 + 0,27 V/cm, para células
orientadas na direcao transversal (Transv, n=17) a direcao de aplicagcdo do campo
elétrico, cerca de 2 vezes maior do que em células orientadas na direcao
longitudinal (Long, 3,25 + 0,26 V/cm, n=13; p< 0,001). Quando estimamos a
variagdo maxima do potencial transmembrana (AVmax) no limiar com um modelo
eletromagnético, os valores foram praticamente iguais (18,98 + 0,78 mV e 20,35 +
1,51 mV para células Transv e Long, respectivamente). Para 50% de letalidade, o
campo foi de 137,5 e 67,63 V/cm para células Transv e Long, respectivamente.
Estimando a AV nax induzida por campos com 50% de probabilidade de letalidade,
obtivemos valores de 3552 mV e 413,5 mV, para células Transv e Long,
respectivamente. Constatamos que um campo de aproximadamente 20 vezes o
limiar de estimulagdo foi altamente letal, independente da direcdo de sua
aplicacao. Assim, se na desfibrilacdo fosse possivel atingir preferencialmente
células Long, poder-se-ia utilizar campos de menor intensidade, 0 que minimizaria
o efeito letal dos campos desfibrilatérios, ou seja, a estimulacdo desfibrilatéria
poderia ser otimizada.

Abstract

Transthoracic electrical stimulation is the only therapy available for cardiac
fibrillation. However, this kind of stimulation may cause injury to cardiac myocytes,
which impairs cardiac contractile efficiency. In this study, we developed specific
instrumentation to analyze the lethal effect of high intensity electric fields on
isolated rat cardiac myocytes. The threshold stimulatory electric field (Et) was 7.24
+ 0.27 V/cm for cells oriented transversally with respect to the direction of the field
application (Transv, n= 17), which was 2-fold greater than for longitudinally-
oriented cells (Long: 3.25 + 0.26 V/cm, n=13; p< 0.001). However, the estimated
maximal variation of transmembrane potential (AVmax) was similar for both
directions (18.98 + 0.78 mV and 20.35 + 1.51 mV for Transv and Long cells,
respectively). For a 50% lethality probability, electric field was 137.5 and 67.63
V/em for Transv and Long cells, respectively. AVmax associated with 50% lethality
was 355.2 and 413.5 mV for Transv and Long cells, respectively. Thus, an
electrical field of approximately 20 times the stimulation threshold was lethal,
independently of the direction of field application. Defibrillation could be optimized if
transthoracic stimulation could be preferentially targeted to Long cells, and by
using fields of lower amplitude could minimize electrical field lethal effects.
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Lista de Abreviaturas

2a - Eixo menor da célula

2c - Eixo maior da célula

AEC - Acoplamento excitagao contragéao
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[Ca], - Concentracdo extracelular de Ca?

CCD - Charge Coupled Device

CEB - Centro de Engenharia Biomédica
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AV max - Variagdo maxima do potencial transmembrana

AV7 - Variagdo maxima do potencial transmembrana no limiar de estimulagéao

E - Campo elétrico aplicado

EAP - Estimulador de alta poténcia

EBP - Estimulador de baixa poténcia

EL50 - Campo elétrico correspondente a 50% de letalidade média

Emedico - Campo elétrico medido

E+r - Campo elétrico limiar de estimulagéo

IC95% - Intervalo de confianga para 95%

FV - Fibrilagcao ventricular

HS - “Coeficiente de Hill” da curva sigméide

Long - Grupo de células nas quais o campo elétrico foi aplicado na diregéo
longitudinal ao eixo maior da célula.

LED - Light emmiting diode

MF - Miofilamentos

NCX - Troca Na*/Ca?

Vi



OSC - Osciloscépio digital

PA - Potencial de acao

RS - Reticulo sarcoplasmatico

SAD - Sistema de aquisicdo de dados

Transv - Grupo de células nas quais o campo elétrico foi aplicado na dire¢ao
transversal ao eixo maior da célula.

VCR - Aparelho gravador de video cassete

V., - Potencial transmembrana
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O coracdo € um érgao muscular cuja funcdo é bombear o sangue para as
circulagdes pulmonar e sistémica. E composto por quatro camaras, dois atrios e
dois ventriculos, separadas por septos. A comunicacao entre os atrios e 0s
ventriculos é feita através de vélvulas que abrem e fecham de acordo com o
gradiente de presséo.

A eficiéncia do bombeamento cardiaco requer atividade ritmica e
coordenada de atrios e ventriculos, segundo um padréao sequencial de excitacao e
contracao. A atividade contratil das células do coragao é iniciada por uma onda de
ativacao elétrica, o potencial de acdo (PA), que consiste de uma variagdo rapida
do potencial transmembrana (V) a partir do valor de repouso (cerca de -85 mV).
Durante o PA, ocorre despolarizagcdo da membrana e rapida reversao de Vn (Que
pode atingir um valor maximo de 20 a 40 mV), seguidas de retorno ao potencial de
repouso.

As células de diferentes regides do coracdo apresentam PAs com formas e
cursos temporais diferentes. O PA tipico dos midcitos ventriculares pode ser
dividido em cinco fases (Figura 1.1): 1) fase 0: corresponde a uma rapida
despolarizacao, devida ao aumento rapido da condutancia da membrana ao Na®,
com reversao de Vi, 2) fase 1: repolarizagao inicial para préximo de zero mV; 3)
fase 2: platé em torno de zero mV; 3) fase 3: repolarizacéo final, durante a qual
Vn retorna para o valor de repouso; 4) fase 4: fase diastdlica (potencial de

repouso), que dura até a ocorréncia de um novo PA (Garcia, 1997).
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Figura 1.1: Potencial de acdo tipico de uma célula cardiaca ventricular com suas

respectivas fases: fase 0, despolarizacao rapida; fase 1, repolarizacao inicial; fase2, platd;
fase 3, repolarizacao final; fase 4, potencial de repouso. Modificado de Bers (2001).

O PA é disparado quando a impedancia da membrana cai devido a abertura
de canais de Na* dependentes de tensao elétrica, que se abrem quando V, atinge
um valor critico, o potencial limiar, menos negativo que o potencial de repouso. No
coracdo, a variacdo de Vpn na direcao do potencial limiar ocorre devido a
estimulagdo elétrica, fisiolégica ou n&o, da célula. Uma vez disparado, o PA se
propaga por toda a célula, por meio do acoplamento espacial da corrente elétrica
(teoria dos circuitos locais, Aidley, 1989). Embora as células cardiacas sejam
independentemente excitaveis, elas sao interligadas intimamente por estruturas
juncionais complexas (discos intercalados), onde se encontram conexdes de baixa
resisténcia @ap junctions, Garcia, 1997). Assim, a intima ligacdo elétrica entre
células cardiacas permite que a ativacao elétrica de uma célula se propague para
outra por meio do acoplamento espacial de corrente através dessas juncdes.

O conjunto de eventos desde a ativacao elétrica das células cardiacas até o
desencadeamento da atividade contratil é denominado acoplamento excitagao-
contragéo (AEC). A atividade elétrica é o fendmeno que desencadeia a atividade
contratil, e, portanto, sempre a precede (Figurai.2).
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Figura 1.2: Relagédo temporal entre o potencial de acao (PA) e a contracdo (Cont) em um
midcito ventricular de coelho. A contragdo (encurtamento sem carga externa) esta
expressa como porcentagem do comprimento de repouso da célula (CRC). Modificado de
Bers (2001).

A Figura 1.3 ilustra os principais mecanismos celulares participantes no
AEC e no relaxamento. Durante o PA, Ca®* entra na célula através de canais de
Ca?* dependentes de tensdo elétrica presentes no sarcolema (fase 2 do PA). O
Ca?* que entra, além de ativar diretamente os miofilamentos (MF), interage com os
sitios de ligagdo de Ca?* dos canais de liberacdo de Ca* do reticulo
sarcoplasmatico (RS), provocando a abertura destes canais e liberagéo de grande
quantidade deste fon. A concentracédo citoplasmatica de Ca®* livre ([Ca®])) eleva-
se de 100 nM para aproximadamente 1 pM. Quando a [Ca®*]; aumenta, a ligacao
do ion aos miofilamentos gera o processo de desenvolvimento de forca e
encurtamento (Bers, 2001). Para que o relaxamento ocorra, [Ca®*]i deve ser
reduzida. A maior parte do ion, a mesma que foi liberada pelo RS, é recaptada
para o RS via ATPase de Ca? do RS (esta recarga é fundamental para a

manutencdo da amplitude das contragbes em regime permanente), e parte €



transportada para fora da célula pelo mecanismo de troca Na* / Ca®* (NCX). Este
ultimo é responsavel pela extrusdo da maior parte do Ca?* que entra na célula via
canais de Ca®* do sarcolema (Bassani et al., 1992, 1994; Trafford et al., 1997;
Bers, 2001).

Ca2+

Sarcolema

0
7 Mito
L’ Cca® C a2+ ta *
LEa - MF

Figura 1.3:

Principais mecanismos participantes no acoplamento excitagdo-contragcao e relaxamento
da célula cardiaca: reticulo sarcoplasmatico (RS); mitocondria (Mito); troca sddio-calcio
(NCX); ATPase de Ca®* (ATP); miofilamentos (MF).

A recaptacdo de Ca®** pelo RS e a exirusdo de Ca** via NCX sdo
considerados 0s mecanismos rapidos para a reducdo da [Ca*}. No ventriculo de
rato, a ATPase de Ca® do RS é responsavel por ~90% do total de Ca*
transportado durante o relaxamento, enquanto que a NCX transporta cerca de 7%,
e 2% é transportado por cada um dos chamados mecanismos lentos, o uniporter
mitocondrial de Ca?* e a ATPase de Ca? do sarcolema (Bassani et al., 1992,
1994, Bassani et al., 2002).

O coracao pode apresentar alteracdes do seu ritmo cardiaco normal, as
chamadas arritmias, causadas, por exemplo, por doengas coronarianas, doenca

de Chagas, doencas congénitas do sistema cardiovascular, ou eventos como



acidentes traumaticos e choques elétricos. As arritmias afetam a eficiéncia da
acao bombeadora do coracéo, podendo ser letais (Opie, 1998; American Heart
Association, 2004). Dentre as arritmias cardiacas, as ventriculares representam
um maior risco ao paciente, pois interferem diretamente no volume de sangue
ejetado para as circulacées sistémica e pulmonar e, portanto, na nutricao e
oxigenacado de todas as células do organismo, incluindo o préprio coragdo. A
fibrilagdo ventricular (FV, ativagao cadtica e assincrona das células ventriculares)
€ a arritmia responsavel pela maioria das mortes subitas em adultos. Nos Estados
Unidos da Ameérica, a FV é a causa da maior parte das 340.000 mortes que
ocorrem por ano em individuos portadores de doencgas coronarianas (American
Heart Association, 2004).

A FV deve ser tratada em regime de urgéncia com estimulacdo
transtoracica por campos elétricos de alta intensidade, ou seja, por desfibrilacéo, a
Unica terapia conhecida para reverter este quadro clinico. A probabilidade de 6bito
€ de 50%, se a arritmia é tratada nos primeiros 5 minutos, aumentando 10% a
cada minuto sem tratamento. Poucas tentativas de desfibrilacao tém éxito apds 10
minutos (Eisenberg et al., 1980; Larsen et al., 1993).

A forma de onda mais utilizada nos choques desfibrilatorios € a sendide
superamortecida com duragcdo de 10 ms e picos de corrente que variam de 30 a
40 A, dependendo da impedancia transtoracica (25 a 125 Q) e da energia aplicada
(200 a 360 J para a desfibrilacdo externa, Tacker & Gueddes, 1996). O pico de
tensao elétrica & da ordem de kilovolts (kV) e o campo elétrico perto dos eletrodos
(pas) do desfibrilador chega a valores acima de 100 V/cm (Yabe et al.,, 1990), o
que gera gradientes de potencial cerca de 20 vezes maiores que o limiar
estimulatério (Tang et al, 1992). O campo elétrico suficiente para estimular as
células do tecido cardiaco durante a desfibrilacao varia de 4 a 7 V/cm (ldeker et
al., 1991).

Os campos elétricos desfibrilatorios precisam ser altos (maiores que
80V/cm) porque a nao homogeneidade do tecido cardiaco leva a geragédo de
gradientes de potencial elétrico (campos elétricos) ndo uniformes na estrutura

cardiaca. Ha células que ficam submetidas a campos elétricos altos e outras que



ficam submetidas a campos elétricos baixos (menores que 10V/cm), dependendo
da sua localizagdo e orientacdo. Assim, utilizam-se campos elétricos altos para
recrutar o maior numero de células durante o processo desfibrilatério, o que
aumenta a sua eficiéncia. Apesar disto, Weaver et al., (1982), comparando os
efeitos do choque elétrico inicial de 175 e 320 J em 249 pacientes com FV,
relataram que a aplicagdo de choques desfibrilatérios iniciais com energia de 175
J é mais segura e eficiente.

Realmente, choques desfibrilatorios causam efeitos indesejados sobre o
coracao, como depressao da funcdo hemodinamica (Tang et al., 1993; Gazmuri et
al., 1996; Xie et al., 1997), necrose do tecido (Dahl, et al., 1974; Avitall, et al.,
1990; Xie et al., 1997), distarbios na conducao do PA (Yabe et al., 1990), e outras
alteracdes eletrofisiologicas (Dahl, et al., 1974; Li et al., 1991). Um dos fenémenos
celulares relacionados com esses efeitos indesejados e lesdo celular denomina-se
eletroporacdo ou eletropermeabilizacdo da membrana celular, causada por
campos elétricos de alta intensidade (Krauthamer & Jones, 1997; Cheng et al.,
1999). A eletroporacao acaba tornando mais dificil uma nova desfibrilacao, reduz a
eficiéncia contratil (Malmiwo & Plonsey, 1995) e gera um “periodo refratario” no
qual a preparacao deixa de responder aos estimulos (Yabe et al.,1990; Li et al.,
1991).

Considera-se que a eletroporagcdo consiste na desestabilizacao da
bicamada de fosfolipidios da membrana plasmatica (a qual, em condi¢coes
normais, € impermeavel a ions e moléculas polares), tornando-a permeavel. A
desestabilizagdo da bicamada de fosfolipidios acaba por formar poros hidrofilicos,
que permitem a passagem de ions e moléculas polares. Os poros hidrofilicos séo
formados a partir de poros hidrofobicos (Figura 1.4) ja existentes, que nao
permitem a passagem de particulas polares.
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Figura 1.4: Poros da membrana plasmatica, dos tipos hidrofébico (que nao permite a
passagem de ions) e hidrofilico (que permite a passagem de ions).

Os poros hidrofébicos, que existem na membrana celular a temperatura
ambiente, sdo formados e desfeitos espontaneamente por movimento térmico das
moléculas de fosfolipide na matriz lipidica, e “flutuam” na mesma (Weaver, 1994;
Weaver & Chizmadzhev, 1996a). A formacéo de um poro hidrofilico a partir de um
poro hidrofébico esta condicionada, contudo, a transposicdo de uma barreira de
energia. O poro hidrofébico transforma-se em um poro hidrofilico quando excede
um tamanho critico (Weaver & Chizmadzhev, 1996a, b; Smith et al., 2004),
havendo reorientacdo das moléculas lipidicas, cujas cabecas polares passam a
formar a parte interna do poro (Weaver & Chizmadzhev, 1996a). Mas o aumento
do tamanho do poro hidrofdbico per se é associado com aumento da energia livre
do sistema. Se a energia livre do sistema atingir um valor critico pela agitacdo
térmica da matriz lipidica, a energia livre pode diminuir com a expansao do poro e
reorganizagcdo espacial dos fosfolipides, que passam a se orientar
transversalmente ao plano da membrana e dirigir a porcdo polar de suas
moléculas para o interior do poro, formando poro hidrofilico (Figura 1.4, Weaver &
Chizmadzhev, 19964, b).

Entretanto, outra maneira de se fornecer energia para a formacéao do poro
hidrofilico é submeter a membrana a uma grande diferenca de potencial, pela
aplicacao de campos elétricos de alta intensidade (Weaver & Chizmadzheyv,
1996a, b; DeBruin & Krassowska, 1999). O gradiente de potencial formado na
membrana fornece energia aos dipolos détricos das moléculas de fosfolipides,
diminuindo assim a barreira energética necessaria para a transformag¢do do poro
hidrofébico em hidrofilico (Figura 1.5, Weaver 1994; Weaver & Chizmadzheyv,

1996a). Os valores de Vi, que permitem a formacgao de poros hidrofilicos variam



numa faixa de 150 mV a 1V, dependendo de algumas propriedades da membrana,
principalmente sua espessura (Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska, 1999).

Apls a retirada do campo, ainda ha uma expansédo de poros hidrofilicos,
atribuida ao aquecimento local causado pela corrente de ions que passa por estes
poros (Tsong, 1991). Todo o processo, desde a abertura dos poros hidrofilicos até
seu fechamento, demora de segundos a minutos, para pulsos estimulatérios com
duracdo na faixa de us a ms (Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska, 1999). Em
muitos casos, os poros formados se desfazem espontaneamente (Tsong, 1991).
No entanto, a eletroporacao pode ser irreversivel. Quanto maior é a variacdo do
Vm (AVm), maior é a probabilidade da abertura de poros hidrofilicos, e maiores sao
0s seus raios. Assim, como os poros tendem a migrar para a regiao de maior
potencial, eles se fundem, formando um grande poro estavel nessa regido
(Freeman et al, 1994).

Em células cardiacas, a eletroporacéao pode ser causada pela aplicacao de
tensao elétrica na faixa de 200 a 800 mV, na forma de pulsos retangulares com
duragcdo de 5 ou 10 ms. Este fendbmeno ndao é impedido pela presenca de
bloqueadores de canais de Na* (tetrodotoxina, Tovar & Tung, 1992), de K" (4-
aminopiridina, tetraetilaménio e Ba*?, Tovar & Tung, 1992; Cheek & Fast, 2004) e
de Ca*? (Cd®*, Ni**, Tovar & Tung, 1992). A eletroporacdo, caracterizada pelo
aumento mantido da condutancia global da membrana celular, pode ocorrer em
resposta a estimulos com duracédo de 510 ms que geram a AV, de 300-400 mV
(O’Neil & Tung, 1991; Tsong, 1991).

Acredita-se que a lesdo irreversivel de células cardiacas se deva
principalmente ao aumento do influxo de ions Ca®* através dos poros nao
seletivos (Tung et al, 1994; Krauthamer & Jones, 1998). Knisley & Grant (1995)
observaram que a presenca de Ca®* no meio externo é indispensavel para que o
midcito desenvolva uma contracao irreversivel em resposta a estimulagao elétrica
de alta intensidade. E importante lembrar que a sobrecarga de Ca?* pode gerar
atividade espontanea em midcitos (fonte potencial de arritmias) e levar a morte
celular (Bassani et al., 1997; Bers, 2001; Bassani & Bassani, 2003).
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Figura 1.5: Energia livre (W) dos poros hidrofébicos (W) e hidrofilicos (W,) em relagao ao
raio dos poros (r) e o potencial transmembrana (Vm). W, é a barreira de energia que se
opde a formagédo do poro hidrofilico, e ¢ € o raio critico para conversdao do poro de

hidrofébico em hidrofilico. A figura apresenta dados qualitativos. Modificado de Weaver &
Chizmadzhev (1996a).

O fendmeno da eletroporacao depende de Vn, € a AV, depende de fatores
como a amplitude, a direcdo do campo elétrico aplicado, e a geometria celular
(Klee & Plonsey, 1976; Lima, 1999; Gomes et al., 2001). Assim, um determinado
valor de campo elétrico pode causar uma grande AV, em células cardiacas de um
determinado tipo, ou uma pequena AV, em células cardiacas de outro tipo. Isto
pode ocorrer mesmo em animais da mesma espécie, como por exemplo, entre as
células de coracao de ratos adultos e neonatos (Gomes et al., 2001).

Knisley & Grant (1995) observaram que campos elétricos da ordem de 100
V/cm, aplicados na diregdo longitudinal com relagdo ao eixo maior de células
ventriculares de coelho, causam lesao celular irreversivel (hipercontracao), que se



inicia no lado da célula voltado para o anodo. Por outro lado, se este mesmo
campo for aplicado na direcéao transversal, nada acontece com a célula.

Jones et al. (1978; 1987), estudando cultura de células miocardicas de
aves, observaram que campos estimulatérios acima de 50 V/cm levam a
taquiarritimia e, a partir de 83,7 V/cm, geram hipercontratura seguida de
depressao contratil e despolarizacdo persistente. Pulsos de 100 a 200 V/cm
causam microlesdes temporarias de 45-65 A na membrana celular. Em outros
experimentos, utilizando microscopia eletrénica e choques de 200 V/cm, Jones et
al. (1980) encontraram danos estruturais em mitocéndrias, RS e miofibrilas. Em
preparacao semelhante, Krauthamer & Jones (1997) observaram que pulsos a
partir de 41 V/cm geram aumento de [Ca?']; e despolarizacdo, mantidos estaveis
por um longo periodo.

Cheng et al(1999) observaram, em miocitos cardiacos de cobaia
carregados com um indicador sensivel a potencial elétrico, que campos maiores
que 64 V/cm (AVy, ~ 400 mV) sempre causam hipercontratura da célula. Em
cultura de células cardiacas de rato, Cheek & Fast (2004) relataram que a
aplicacdo de campos elétricos maiores que 15 V/cm causava despolarizagao
diastélica da membrana, campos maiores que 20 V/cm induziam extra-sistoles, e
campos acima de 23 V/cm tornavam a membrana permedvel ao indicador
fluorescente iodeto de propidio. De acordo com estes autores, eletroporacéao
acontecia a partir de uma AV, de 200 mV.

Em contrapartida aos efeitos danosos da estimulagdo por campos elétricos
de alta intensidade até aqui descritos, Al-Kadra et al. (2000) observaram que a
aplicagdo de campos elétricos de alta intensidade (3x o limiar de desfibrilagcdo) a
coracoes de coelho in vitro inibe a inducdo de fibrilagdo. Estes autores, assim
como Knisley et al. (1999), propuseram que o fenbémeno da eletroporacao
depende do gradiente de campo elétrico e da heterogeneidade da estrutura
cardiaca.

Apesar dos efeitos deletérios em células cardiacas, a aplicacdo de campos
elétricos de alta intensidade € a Unica terapia conhecida para reverter a fibrilacao

ventricular, que, se nao tratada rapidamente, pode ser letal. Assim, € de grande
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importancia conhecer os valores de campos elétricos e de AV, que séo letais as
células miocardicas, para tornar possivel a otimizacao do processo desfibrilatério,
mas esses valores ndo estéo claros (Jones & Tovar, 1996).

Neste trabalho determinamos quantitativamente os valores de campos
elétricos letais em células cardiacas isoladas e, utilizando modelo baseado na

teoria eletromagnética, calculamos AV, de acordo com o0s parametros

geomeétricos das células e campo elétrico externo aplicado.
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1.

CAPITULO 2

OBJETIVOS

Desenvolver instrumentacdo especifica para estimulacdo de mibcitos

ventriculares de ratos por campos elétricos de alta intensidade conhecidos.

Desenvolver metodologia para o estudo do efeito letal de campos elétricos

de alta intensidade sobre miécitos ventriculares de ratos.

Levantar as curvas de letalidade em funcdo do campo elétrico aplicado e
estimar a variacao do potencial transmembrana associada a campos letais,

em midcitos ventriculares de ratos.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 — ANIMAIS

Foram usados ratos Wistar adultos de ambos os sexos, provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biolégica (CEMIB/UNICAMP) e do
Biotério do Centro de Engenharia Biomédica (CEB/UNICAMP). Os animais foram
alojados em gaiolas coletivas, recebendo agua e racao “ad libitum”, em regime de
iluminacdo de 12 horas. Os animais nao sofreram qualquer manipulacédo
experimental até o dia de serem utilizados.

O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comissao de Etica na
Experimentacdo Animal — Instituto de Biologia— UNICAMP (protocolo: 633-1).

3.2 — MIOCITOS VENTRICULARES

Os midcitos ventriculares foram isolados por digestdo enzimatica do
coracao, conforme descrito por Bassani et al. (1992) e Bassani & Bassani (2002).
Resumidamente, o coracdo foi perfundido a 37 °C em sistema de Langendorff com
solucdo de Krebs-Henseleit sem calcio, por 5 min. Em seguida, o coragao foi
perfundido com a mesma solucdo contendo 0,2-0,7 mg/ml de colagenase 1
(Worthington Biochem.) por 12 — 20 min. Procedeu-se entdo a perfusdo com
solugdo de Tyrode sem Ca®* por 2 min. Em seguida, os ventriculos foram cortados
em pequenos pedacos, que foram agitados na mesma solugdo de Tyrode, para
dissociacdo das células. A suspensdao de células foi submetida a repetidas
lavagens, com aumento gradual da concentracdo extracelular de calcio para 1
mM.

3.3 — SOLUCOES FISIOLOGICAS
A solucdo utilizada nos experimentos foi a solucao de Tyrode modificada,
com a seguinte composicao em mM: 140 NaCl; 6 KCI; 1,5 MgCl,; 5 HEPES (acido
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hidroxietilpiperazina — N”—2 etanosulfénico); 11 glicose; 1 CaCly; pH ajustado com
NaOH para 7,4 a 23° C. Na solugdo sem calcio, adicionou-se 1 mM de EGTA
(acido etilenoglicol tetracético), e o CaCl> foi substituido de modo equimolar por
MgCl,.

Para isolamento de células foi utilizada a solucao de Krebs-Henseleit com a
seguinte composicdo em mM: 115 NaCl; 4,6 KCI; 1,2 KH:POg4; 2,4 MgSQy; 25
NaHCOs; 11,1 glicose; pH 7.4 sob borbulhamento com 95% Oz, 5% COo.

3.4 - DISPOSITIVOS E EQUIPAMENTOS

A Figura 3.1 ilustra a montagem experimental com todos os instrumentos e
dispositivos, que serdo descritos a seguir, utilizados para a execucdo deste
trabalho.

3.4.1 — Camara de Perfusao (Fabricacdo Centro de Engenharia Biomédica —
Unicamp, Campinas — SP, Figura 3.1-L): Foi construida uma camara de perfusao
(Figura 3.2) em acrilico transparente, baseada em uma camara projetada por
Gomes (1997). A camara de perfusao (Figura 3.2-A) foi projetada de modo que a
solucao, apds entrar na camara (Figura 3.2-B), passe pelo cata- bolhas (Figura
3.2-C), dispositivo que evita a passagem de bolhas de ar junto com a solugdao. O
fluxo da solugdo na regiao de trabalho (Figura 3.2D) é laminar, o que nao
prejudica a adesao das células a laminula de vidro que forma o fundo da camara,
sobre a qual as células sdo depositadas. A solugcdo percorre a laminula e
transborda para o degrau (Figura 3.2-E), o que evita a secagem da solugdo na
area de trabalho caso o fluxo seja interrompido, e finalmente é sugada pela linha
de vacuo ligada a saida da camara (Figura 3.2F).

Os eletrodos de estimulacao (Figura3.2-H) foram confeccionados em platina
(diametro = 1mm), e fixados (Figura 3.2-1) paralelamente ao fluxo da solugdo nas
fendas para encaixe dos eletrodos (Figura 3.2-G), nas paredes laterais internas da
camara. Isto permite uma distribuicado uniforme do campo elétrico no interior da
camara de perfusdo, que se aproxima a de um capacitor de placas paralelas
(Jones et al.,, 1978; Gomes, 1997). Esta aproximacao sé € valida dentro de uma
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regidao de trabalho distante dos eletrodos (2 mm), pois, devido ao fato dos
eletrodos terem secao circular e serem bons condutores elétricos, 0 campo tende
a ser maior na sua proximidade. Maior campo também é esperado a uma distancia
de 5 mm do degrau e da saida da solucéo para a laminula (Figura 3.2-J) porque,
nestes locais, a superficie da solucao ndo é plana, o que ocasiona uma distorcao

do campo elétrico.
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Figura 3.1: Montagem experimental: A) Estimulador elétrico de baixa poténcia; B)
Aparelho gravador de video cassete; C) Estimulador elétrico de alta poténcia; D) Detector
de borda de sinal de video; E) Osciloscopio digital; F) Comutador; G) Sistema de
aquisicao de dados; H) Monitor de video; I) Suporte com reservatério contendo solugdo de
Tyrode; J) Bancada anti-vibragéo; L) Sistema de microscopia com camara de perfusédo; M)
Descarte.
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1 C
Figura 3.2: Corte longitudinal da camara de perfusédo; A) Camara de perfuséao; B) Entrada
da solugéo; C) Cata-bolhas; D) Laminula de vidro; E) Degrau; F) Saida para a linha de

vacuo; G) Fenda para encaixe do eletrodo; H) Eletrodo de estimulagdo; I) Fixador do
eletrodo de estimulacéo; J) Entrada de solugdo para a area de perfusao.

3.4.2 — Sistema de Microscopia (Fabricacdo Centro de Engenharia Biomédica —
Unicamp, Campinas — SP, Figura 3.1-L): A Figura 3.3 ilustra o sistema
desenvolvido no presente projeto de mestrado para estudar o efeito de campos
elétricos de alta intensidade sobre a atividade contratil de miécitos cardiacos

isolados.
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Figura 3.3: Sistema de microscopia.

Um maior detalhamento pode ser visto na Figura 3.4, que ilustra a vista
explodida do sistema de microscopia. O sistema €& composto de uma base
metalica (31,5 x 15,5 cm, Figura 3.4-A) sobre a qual estdo montados os outros
componentes, permitindo uma alta estabilidade mecénica. Uma haste vertical
(Figura 3.4-C) sustenta um suporte (Figura 3.4-D) para a objetiva (Plana 32 x ou
10 x, Figura 3.4-G), prisma e camera CCD (Charge Coupled Device, lkegami; ICD-
31). Ha ainda um sistema de iluminacado (Figura 3.4-) baseado em um LED (light
emmiting diode) vermelho de alta luminancia Super Bright LED, Jumbo, 5000

mcd, 1,85V, 20mA, Archer, N. Cat. 276 - 086), alimentado por uma bateria de 9
volts.
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50
Figura 3.4: Sistema de microscopia (vista explodida). A) Base metdlica; B) Haste de
fixacdo do estagio x,y; C) Haste de sustentacdo do suporte da objetiva; D) Suporte da
objetiva, prisma e camera CCD; E) Adaptador da camera; F) Camera CCD; G) Objetiva

32x ou 10x; H) Estagio com movimento horizontal x,y e ajuste de foco; |) Sistema de
iluminacéo (suporte + LED jumbo vermelho + bateria 9V).
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Um outro pilar vertical (Figura 3.4-B) sustenta o estagio x,y (Figura 3.4-H),
que apresenta um dispositivo de manipulacdo micrométrica e ajuste de foco.

Este sistema compacto permite a rapida visualizacdo de células em um
monitor de video e possui iluminagdo com luz vermelha. Caso necessario, podera
ser usado em condicées ndo compativeis com iluminagao por luz branca (e.g. uso
de indicadores fluorescentes e de compostos foto-sensiveis). Como em um
microscopio invertido (Figura 3.5), a fonte de luz estd na parte superior (Figura
3.5-A e Figura 3.4-l). A luz vermelha atravessa a amostra (cdmara com as células,
Figura 3.5-B) e atinge a objetiva (Figura 3.5-E e Figura 3.4-G). No bloco onde a
objetiva se encontra, a luz é refletida pelo prisma (Figura 3.5-F) para o sensor da
camera de video (Figura 3.5-D), a qual esta acoplada a um monitor para
visualizacao das células.

5 &

©

A

RA

CCD

Figura 3.5: Detalhe da parte 6ptica do sistema de microscopia: A) LED jumbo vermelho;
B) Camera de perfusdo com células; C) Estagio x,y com ajuste de foco; D) Camara de
video; E) Objetiva; F) Prisma.

3.4.3 — Bancada Anti - Vibracao (Fabricacdo Centro de Engenharia Biomédica —
Unicamp, Campinas — SP, Figura 3.1-J): A estabilidade mecéanica € uma
caracteristica fundamental num sistema que visa coletar sinais de encurtamento

celular. Assim, uma bancada anti-vibracdo (Figura 3.6) foi projetada, em
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colaboracdo com outro aluno de mestrado (Rafael A. Ricardo). O projeto foi feito
de modo a garantir um bom espaco de trabalho, incluindo local adequado para
montagem de todos os equipamentos, e de modo que vibragbes mecéanicas
fossem minimizadas.

A bancada é constituida de duas partes: uma armacdo construida com
perfis metalicos e chapas de aluminio (Figura 3.6-A e B), e um sistema anti-
vibratério, constituido de uma pedra de granito (Figura 3.6-C) apoiada sobre
quatro bolas de ténis (Figura 3.6-A e B).

A) B) C)
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Figura 3.6: Vistas frontal (A), lateral (B) e s_uperior (C) da bancada anti-vibracao
(dimensbes em cm).

3.4.4 — Estimulador Elétrico de Baixa Poténcia (EBP, Fabricacdo Centro de
Engenharia Biomédica — Unicamp, Campinas — SP, Figura 3.1-A): Este
estimulador, que foi utilizado para estimular eletricamente as células cardiacas
com pulsos bipolares de baixa intensidade, possui as seguintes caracteristicas:

- Pulsos retangulares de tensao elétrica (mono ou bipolares)

- FreqUéncia: 0,1-10 Hz

- Duragao dos pulsos: 0,1- 10 ms

-Saida:0a 15V
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- Maxima corrente: 15 mA
- Alimentagéo: 110V

3.4.5 — Estimulador Elétrico de Alta Poténcia (EAP, Fabricacdo Grass, West
Warwick, RI, U.S.A. - mod. S48K, Figura 3.1-C): Este estimulador, que foi utilizado
para estimular eletricamente as células cardiacas com pulsos monopolares de alta
intensidade, possui as seguintes caracteristicas:

-Pulsos retangulares de tenséo elétrica (monopolares)

- Freqiiéncia: 0,1-100 Hz

- Duracgéao dos pulsos: 10 us-10 s

-Saida: 10 mVa 150V

- Maxima corrente: 800 mA

- Alimentagéo: 110 V

- Entrada para trigger externo

3.4.6 — Osciloscopio Digital (OSC, Fabricacao Tektronix Inc., Beaverton, Oregon,
U.S.A. - mod. TDS-360, Figura 3.1-E): O osciloscépio digital possui 2 canais e
uma largura de banda de 60 MHz. Este instrumento foi utilizado para medir os

pulsos de tenséo elétrica fornecidos pelos estimuladores de baixa e alta poténcia.

3.4.7 — Detector de Borda de Sinal de Video (DBV, Desenvolvimento e
fabricagdo Centro de Engenharia Biomédica — Unicamp, Campinas — SP, Figura
3.1-D): O DBV € um instrumento que, basicamente, seleciona uma linha do sinal
de video e segue um nivel de tensdo elétrica correspondente a cor preta ou
branca, conforme selecionado no painel. A tenséo elétrica de saida fornecida &
proporcional ao deslocamento de uma borda (preta ou branca), que corresponde a

borda de uma célula cardiaca.

3.4.8 — Monitor de Video (Fabricagao Oriental, Seul, Coréia - mod. M008, Figura
3.1-H): Foi utilizado um monitor de video de nove polegadas para visualizagdo das
células.
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3.4.9 — Aparelho Gravador de Video Cassete (VCR, Fabricacdo Panasonic,
Manaus — AM - mod. NV-SJ405BR, Figura 3.1-B): O aparelho gravador de video
cassete é de fundamental importancia, uma vez que permite a documentacao de

todo o0 experimento e a recuperacao posterior do sinal de encurtamento celular.

3.4.10 — Comutador (Figura 3.1-F): Consiste de uma chave 2 pdélos com 2

posicoes, que seleciona o estimulador a ser utilizado.

3.4.11 — Sistema de Aquisicao de Dados (SAD, Figura 3.1-G): O SAD ¢é
constituido de uma placa de aquisicdo de dados de 32 canais (Cad 12/36, Lynx
Tecnologia Eletrénica Ltda, Sdo Paulo, SP) composta de um conversor analégico
digital de 12 bits com base de tempo interna de 2 MHz. A placa foi conectada a um
computador (Pentium 2, 166 MHz com 32 MB de RAM) carregado com o
programa AgDados para Windows (Lynx Tecnologia Eletrénica Ltda, Sao Paulo,
SP). Este sistema foi utilizado para adquirir € armazenar o sinal de encurtamento
celular proveniente do DBV.

3.4.12 — Reservatorio da Solucao de Tyrode (Figura 3.1-l): O reservatério da

solucao de Tyrode consiste de uma seringa de 60 ml.

3.4.13 — Descarte (Figura 3.1-M): O descarte consiste de um recipiente de vidro,

conectado a linha de vacuoe a saida da camara de perfuséo.

3.5 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.5.1 — Instrumentacao

3.5.1.1 — Ajuste e Calibracao do Sistema de Microscopia e do DBV

Para verificar o aumento do sistema de microscopia, utilizamos uma
graticula-padrao com precisdao de 10 um (fabricacdo Carl Zeiss, Géttingen,
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Alemanha, Figura 3.7). Posicionada sobre o estagio do sistema de microscopia, a
graticula foi centralizada no monitor de video, ap6s ajuste de foco. Uma régua foi
posicionada diretamente sobre a regido central da tela do monitor, e mediu-se,
com cuidado para evitar erros de paralaxe, o comprimento (L, em mm) de 100 um

da graticula. Assim, o aumento é dado por L/0,1. Este procedimento foi feito para
as duas objetivas (32x e 10x, Figura 3.4-G).

FEISS

Figura 3.7: Graticula. A direita, em destaque, a escala métrica.

Uma vez calibrado o sistema de microscopia, a graticula foi mantida na
regido central do monitor. Por meio do DBV, foi selecionada uma das bordas
pretas formadas pelas marcagbes da graticula, e o nivel de tensdo elétrica
correspondente a posicdo desta borda foi medido pelo osciloscépio. O mesmo
procedimento foi repetido para uma outra borda distante 100 um da primeira
selecionada. Deste modo, a diferenca da tensao elétrica de saida do DBV nestas
posicoes da borda foi equivalente a um deslocamento de 100 um. Este

procedimento foi realizado somente para a objetiva de 32x.
3.5.1.2 — Medicao do Campo Elétrico no Interior da Camara de Perfusao

A Figura 3.8 ilustra a montagem experimental utilizada para a execugao
deste procedimento.
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Figura 3.8: Montagem experimental utilizada para estimar o campo elétrico dentro da
camara de perfuséo: estimulador de baixa poténcia (EBP); osciloscopio digital (OSC).

Vide texto para detalhes.

A camara de perfuséo foi posicionada sobre o estagio x,y do sistema de
microscopia, que permite movimentos com precisdo de 0,1 mm em ambos os
eixos. A camara foi preenchida com solucdo de Tyrode. Em seguida, foram
aplicados pulsos bipolares de tensado elétrica (duragdo de 5 ms, 0,5 Hz) aos
eletrodos de estimulagdo, medindo-se a tensao elétrica aplicada aos eletrodos no
osciloscopio. Um dos eletrodos de estimulagéo foi escolhido como eletrodo de
referéncia, pois forma uma linha isopotencial ao longo da camara, devido ao fato
de ser um bom condutor. Um eletrodo de prova (agulha de aco de 0,3 mm de
didametro) foi posicionado, por meio de um micro-manipulador, ortogonalmente em
relacdo ao plano da laminula, na posicdo y=-1mm e x= 5mm. A posicao y=0
corresponde ao centro da camara de perfusdo e a posicdo x=0 corresponde a
entrada de solucdo para a area de perfusdo da solugao para a laminula (Figura
3.2-J). Por meio do osciloscépio, foi medido o potencial elétrico entre o eletrodo de
referéncia e o de prova. Este procedimento foi repetido para uma nova posicao do
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eletrodo de prova, y=1Tmm e x=5mm, de forma que o eletrodo de prova fique a
distdncia de 2mm da posi¢cdo anterior, mas na mesma posigao longitudinal (x).
Todo o procedimento foi repetido para mais 5 posi¢oes longitudinais (vide Figura
3.8).

O campo elétrico medido (Emedido) €M diferentes posicdes ao longo do eixo
longitudinal da camara foi calculado dividindo a diferenca dos potenciais obtidos
entre os pontos de medicao localizados na mesma posicao x pela distancia entre
eles (2 mm). Desta maneira, o potencial de jun¢do formado entre o eletrodo e a
solucao de Tyrode foi cancelado.

O campo elétrico aplicado (E) foi calculado pela aproximacao do sistema a
um capacitor de placas paralelas (Jones et al., 1978; Gomes, 1997), segundo a
expressao 3.1:

E = V/d [3.1]

onde, V é a tensao elétrica (em V) aplicada aos eletrodos, e d é a distancia (em
cm) entre os eletrodos (no presente caso, d=0,75 cm).

Este procedimento foi realizado 5 vezes. Consideramos adequada a
aproximacao do sistema a um capacitor de placas paralelas se a média dos

valores de Enedido, para cada posicao x, apresentasse um erro menor que 2% de
E.

3.5.2 — Experimentos com Células

3.5.2.1 — Procedimento Geral

Inicialmente, uma fina camada de solucdo de colageno foi aplicada a
laminula no fundo da camara de perfusdo, para adesdao das células. Ap6s 20
minutos de secagem, as células foram depositadas sobre a laminula, € um novo
periodo de 20 minutos foi aguardado para que estas se sedimentassem e
aderissem a laminula. A preparacéo foi pefundida com solugéo de Tyrode, a taxa
de 2 a 3 ml/min.
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Usando a objetiva de 10x, uma célula adequada foi centralizada no monitor
(Figura 3.9). A seguir, a objetiva foi trocada pela de 32x e o foco foi ajustado. As
dimensdes da célula, isto é, seus eixos maior (2c) € menor (2a), foram medidas
diretamente sobre o monitor, para posterior calculo das medidas reais, de acordo

com o0 aumento do sistema de microscopia (ver Capitulo 4, item 4.1).

EAP
: . ™ LED Monitor
Sincronismo Y Jumbo
v ¥ v gt i
QsC CDmLi'[EI[IDF "—ICamara de Perfusao [
M 32X oev B
. || Objetiva ‘ SAD

' Camera
EBP E ‘|' Sl JVCR
4 Video

Figura 3.9: Diagrama de blocos da montagem experimental: Estimulador de Baixa
Poténcia (EBP); Estimulador Elétrico de Alta Poténcia (EAP); Osciloscopio Digital (OSC);
Aparelho Gravador de Video Cassete (VCR); Detector de Borda de Sinal de Video (DBV);
Sistema de Aquisi¢cao de Dados (SAD).

Os parametros estimulatérios do EBP (Figura 3.9) foram ajustados para
produzir pulsos bipolares de tenséo elétrica (duragédo 10 ms no total dos dois semi-
ciclos, 0,5 Hz) com amplitude inicialmente nula. A tensdo elétrica de saida foi
aumentada gradativamente até que o limiar excitatério bsse atingido (observado
visualmente pela resposta contratil da célula). A partir da tensao elétrica aplicada
nos eletrodos da camara de perfusdo, medida no osciloscopio (Figura 3.9), E pode
ser calculado por meio da expressdao 3.1. Em seguida, a tensdo elétrica foi

aumentada em 20%, mantendo-se a estimulagéo.

3.5.2.2 - Campo elétrico letal em miocitos cardiacos isolados

Neste procedimento, foram selecionadas células cujo eixo maior se
orientava na direcdo longitudinal (grupo Long, n=13) ou na direcdo transversal
(grupo Transv, n=17), com relagéo a direcao do E aplicado (Figura 3.10), com um

desvio maximo de 5°.
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E transversal

: longitudinal

Figura 3.10: Foto de um miécito ventricular de rato.As diregdes de aplicagdo do campo
elétrico estao indicadas.

A Figura 3.11 descreve o protocolo de aplicagcdo de pulsos elétricos a
camara de estimulacao.

Estimulo de
>2x alta poténcia
limiar
10 ms E E
19 Estimulo & §
e K ] o
|Iimiar de baixa 38
poténcia % )
— T g3
=
10 ms 35
I [ | *
17
Chaveamento 28
para o EAP

Figura 3.11: Protocolo de aplicagcéo de pulsos elétricos a cAmara de estimulagao.

As células foram estimuladas pelo EBP com estimulos de baixa poténcia
(1,2 vezes o limiar) durante um certo tempo, acima do tempo minimo para que as
contracdes entrassem em regime permanente. O EAP (Figura 3.9), sincronizado

com o EBP, foi ajustado para produzir pulsos de alta intensidade com duragéo de
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10 ms, inicialmente de 2 vezes o valor do limiar excitatério. No intervalo entre 2
pulsos, a estimulacdo era "chaveada" do EBP para o EAP por meio do comutador
(Figura 3.9). Apos aplicagdo de um unico pulso de alta intensidade (Figura 3.11), o
EAP era desacoplado por meio de outra micro-chave localizada em seu painel
(Figura 3.11).

Aguardou-se, em geral, de um 1,5 a 5 minutos, dependendo da reacao da
célula, para reinicio da estimulaggo com o EBP. Da mesma forma que
anteriormente, o EAP foi ajustado para uma amplitude de 4 vezes o limiar, 0 pulso
de alta intensidade foi aplicado a preparacao, € um novo periodo de estabilizagao
foi observado. Este procedimento foi repetido para estimulos de alta intensidade
com amplitudes entre 8 e 30 vezes o limiar estimulatério. Se a célula nao
resistisse (desenvolvimento de contracdo irreversivel), o experimento era
finalizado. Para trabalhar com nova célula, a camara era limpa com agua
deionizada e todo o procedimento era executado novamente.

Adotamos o modelo do esferéide prolato (Figura 3.12), proposto por Klee e
Plonsey (1976), para o célculo da AV, a partir das dimensdes celulares (2a e 2¢) e
dos valores de E aplicados. Assim, cada célula foi aproximada por um esferdide

descrito pela equacao 3.2:
X2/a? + yPla? + 22/c? = 1 [3.2]

onde ¢ e a sdo 0s semi-eixos maior € menor do esferoide, respectivamente.

2a

l I
| 2c |

Figura 3.12: Esferdide prolato, onde 2a e 2c sdo os comprimentos dos eixos menor e

maior, respectivamente.
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Um campo E = Eox X + Eoy ¥ + Ep, z produz uma AVy, dada por (Klee &
Plonsey, 1976):

AVi(X, Y, Z) = (Eox X+ Eoy Y)A + (Eoz 2)C [3.3]
onde,
A={1-05e 2-[0,25(1- € ?)In[(1-e)/(1+ )] e *}' [3.4]
C={e 2-[0,5(1-€ d)In[(1-€)/(1+ &) e 3} [3.5]
e = (1-a%/c?)'2 [3.6]

Restringindo E ao plano x, z temos:
AVn(X,2) = (Eox X)A + (Eoz 2)C  [3.7]

Portanto, em células do grupo Transv, AVym e AVp maxima (AVmax) Sao

dadas pelas equacdes 3.8 e 3.9, respectivamente.

AVm(x,2) =EAX [3.8]
AVmaX = E A a [39]

Ja em células do grupo Long, AV, e AVmax sao dadas pelas equagdes 3.10

e 3.11, respectivamente.

AVn(x,z)=ECz [3.10]

3.5.2.2 — Influéncia da concentracdo externa de calcio ([Ca®*]o)

Para verificar a possibilidade de que a entrada de Ca®* na célula a partir do
meio externo seja a principal causadora da morte celular apés a aplicacdo do
pulso de alta intensidade (Tung et al, 1994; Krauthamer & Jones, 1998), removeu-
se, em alguns experimentos, o Ca** do meio extracelular. As células foram
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estimuladas com estimulos de baixa poténcia (1,2 vezes o limiar) até a
estabilizacdo das contracdes. A solucdo de perfusdo foi entdo trocada por uma
solucdo de Tyrode sem Ca?*. Nesta condicdo, a atividade contratil ndo é ativada,
uma vez que o Ca?* externo é necessario para disparar o processo de AEC. A
perda de resposta aestimulacao elétrica indicava que a solucao de perfusao tinha
sido trocada por completo. A seguir, um unico pulso de 20 vezes o limiar
estimulatério (previamente ajustado no EAP), conhecidamente letal, foi aplicado.
Apds 30-40 s, o perfusato foi novamente trocado pelo anterior (solucdo de Tyrode
contendo 1mM de Ca?'). Durante todo o experimento, procedeu-se ao registro

continuo do comprimento celular. Este procedimento foi repetido para 4 células.

3.6 - PROCESSAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os resultados estao apresentados como média + erro-padrdao da média, ou
média acompanhada do intervalo de confianga para 95% (IC95%).

Os dados dos experimentos com campos de alta intensidade foram
analisados pelo programa Prism 3.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA), com a
ferramenta de calculo survival test. O programa gera tabelas de probabilidade de
letalidade em funcdo da intensidade do campo estimulatério a partir dos dados

primarios, que foram apresentados da seguinte forma:

<Campo elétrico sub-letal maximo> 0
<Campo elétrico letal>

Uma tabela com todos os dados (um par, como acima, para cada célula) foi
alimentada como entrada para o programa. A saida foi uma tabela com as
probabilidades de letalidade em fungdo de E (ou AVma), @ qual efetuamos um

ajuste ndo-linear por uma fung¢éo sigmoide:

f(x)=1/(1+10(*®)
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onde, k1 equivale ao valor de E ou AV correspondente a 50% de letalidade
média (EL50 ou AV.50, respectivamente), e k2 equivale ao “coeficiente de Hill”
(HS), ou seja, descreve a inclinacdo da parte linear da curva. Os limites do
intervalo de confianca para 95% (IC95%) para EL50, AV,50 e HS também foram

determinados.

Um valor de p< 0,05 foi considerado indicativo de significAncia estatistica.
Os valores de Emedido @0 longo do eixo x da camara de perfusdo foram
comparados por andlise de variancia monofatorial, seguida do teste de Dunnet,
para comparagdo com E. Os valores de E e AVmax NO limiar de estimulagdo para
células orientadas nas diregdes transversal e longitudinal ao campo elétrico foram
comparados pelo teste t de Student para amostras nao pareadas. A nao
sobreposicdo dos 1C95% de EL50 e AV,50 nos grupos Transv e Long foi

considerada como indicativa de diferenca estatististicamente significativa.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 — SISTEMA DE MICROSCOPIA

O sistema de microscopia mostrou-se compacto (Figura 4.1) e de facil
manejo. A amplificacdo obtida foi de 910 vezes quando utilizada a objetiva de 32x,
e de 260 vezes, quando utilizada a objetiva de 10x. A relagao entre tensao elétrica
de saida do DBV e o deslocamento da borda foi de 15,2 mV por um.

Figura 4.1: Sistema de microscopia.
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4.2 — MEDICAO DO CAMPO ELETRICO NO INTERIOR DA CAMARA DE

PERFUSAO

A Tabela 4.1 e a Figura 4.2 relacionam E e as médias dos valores de Enedico

para cada posicao X.

Tabela 4.1: Médias + erros-padrées da média do campo elétrico medido (Enegigco, N = 5) €
do campo elétrico aplicado calculado (E) para cada posicao (x) do eixo longitudinal central

da camara de perfuséo.

Emedido
x (mm) E(V/cm)
(V/cm)

5,0 15,0 14,9+ 0,3
8,0 15,0 15,0 + 0,2
11,0 15,0 14,7 + 0,2
14,0 15,0 14,9+ 0,2
17,0 15,0 15,0 + 0,2
20,0 15,0 14,7 + 0,2

_ 167
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X (mm)

—— Ecalculado (V/cm)

A Emedido(V/cm)

Figura 4.2: Campo elétrico ao longo do eixo longitudinal da camara de perfusdo. As linhas

verticais indicam o erro-padrao da média.
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Os dados da Tabela 4.1 mostram que 0 Emedico NA0 varia mais que 2% do E
ao longo de x. A andlise de variancia e o teste de Dunnet indicaram que Emedido
nao dependeu de x e ndo diferiu estatisticamente de E.

4.3 - CAMPO ELETRICO LETAL EM MIOCITOS CARDIACOS ISOLADOS

Foram analisadas 17 e 13 células nos grupos Transv e Long,
respectivamente. Todas as andlises a seguir (i.e., estimativa da amplitude de
campos limiar e letal, e respectivos valores de AVnax) foram realizadas com dados
extraidos destas populagdes de células.

A estimulagdo por campo elétrico inicia o AEC pelo desencadeamento de
um PA. Etapas da contracao celular podem ser vistas na Figura 4.3: inicialmente a
célula esta em repouso (Figura 4.3-A); apds ser estimulada com um pulso bipolar
(20% acima do limiar de estimulacdo), ela se contrai (Figura 4.3-B); a seguir, ela
se relaxa, voltando ao comprimento de repouso (Figura 4.3-C). A forma de onda
de encurtamento do miécito durante esta mesma contragdo, expressa como

porcentagem do comprimento de repouso da célula, pode ser observada na Figura
4.3-D.

~ D
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c

)

£

S
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o

c

w

A —A
Estimulo 20% 0,2s

acima do limiar

Figura 4.3: Contragdo celular em resposta a um estimulo elétrico 1,2x o limiar de
estimulagdo: A) Célula em repouso; B) Célula logo apdés o estimulo, no pico do
encurtamento; C) Célula em repouso, apds o relaxamento; D) Registro do encurtamento

celular, expresso como porcentagem do comprimento de repouso da célula (CRC).
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A estimulagdo (monopolar) por campos elétricos de alta intensidade (20
vezes o limiar de estimulagéo), por outro lado, pode causar contracao irreversivel

da célula, como mostrado na Figura 4.4.

D
O
oc
3
e Estimulo 20x
8 o limiar
[ o
)
£
S
£ S
3
O
u:J Y
A —
Estimulo 20% 5s

acima do limiar

Figura 4.4: Registro da geracdo de contratura irreversivel, seguida de morte celular,
causada pela aplicacdo de um estimulo monopolar de alta intensidade @0x o limiar de
estimulacdo): A) Célula em repouso; B) Célula logo apés aplicacao do estimulo de alta
intensidade; C) Célula 3 minutos apds a aplicagdo do estimulo de alta intensidade

(hipercontratura); D) Registro do encurtamento celular, expresso como porcentagem do
comprimento de repouso da célula (CRC).

A Figura 4.5 ilustra o efeito sobre o comprimento celular do campo elétrico
aplicado a uma célula do grupo Transv, durante o procedimento experimental
descrito no Capitulo 3, item 3.5.2 (Campo elétrico letal em midcitos cardiacos
isolados). Observouse a ocorréncia de algumas contragées espontéaneas (*)
durante a pausa estimulatéria apds os pulsos-testes. Estas contracbes nao
representam efeitos deletérios da estimulagéo, pois sdo comuns em mibcitos
ventriculares de rato durante o repouso (Capogrossi et al., 1986). Pode-se ver
também que estimulos de amplitude 4x e 8x o limiar ndo foram letais, € ndo
prejudicaram a resposta da célula a estimulagcdo subseqiente com campo de
baixa intensidade. No entanto, o estimulo de 20x o limiar produziu um campo letal,

levando a uma contratura irreversivel e morte celular.
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Encurtamento (%CRC)

'50s
— - -

B Estimulos 20 % acima do limiar (pulsos bipolares)
Pausa estimulatéria

Y Estimulo de alta intensidade (pulso monopolar)

* Contragdes espontaneas

(2]

Figura 4.5: Registro do encurtamento celular, expresso como % do comprimento de
repouso da célula (CRC), durante a aplicagdo do procedimento experimental para
determinacdo do campo estimulatério letal. Observe que apds a contratura evocada pelo
estimulo de 20x o limiar de estimulagdo, o comprimento celular ndo retorna ao nivel de
repouso.

A Figura 4.6 ilustra os valores de campo limiar de estimulacdo (E7), de
acordo com a orientacao de aplicacao do campo (vide Apéndice A). Em células do
grupo Transv, o campo limiar foi de 7,24 + 0,27 V/cm, cerca de 2 vezes maior do
que em células do grupo Long (3,25 + 0,26 V/cm, p< 0,001), como ja observado
anteriormente no nosso laboratério (Lima, 1999).

Os valores de AVnmax calculados no limiar de estimulacdo (AVT, Klee &
Plonsey, 1976) estdo apresentados na Figura 4.7. Em células Transv, AVt foi de
18,98 + 0,78 mV, e em células Long estimou-se AVt em 20,35 + 1,51 mV.
Portanto, apesar da diferenga no campo limiar, AVt foi comparavel em ambos os

grupos (p> 0,05), como ja demonstrado anteriormente em nosso laboratério (Lima,
1999).
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Figura 4.6: Média (barras) e erro-padrao da média (linhas verticais) do campo limiar de
estimulacdo (V/cm) em células orientadas nas dire¢cdes transversal (Transv, n= 17) e
longitudinal (Long, n= 13), com relacdo a direcao de aplicacdo do campo elétrico. O

asterisco indica p< 0,05.

Transv Long
Figura 4.7: Média (barras) e erro-padrdao da média (linhas verticais) da maxima variacao

do potencial transmembrana calculado (AV+1) em resposta a aplicagdo do campo limiar em

células orientadas nas diregbes transversal (Transv, n= 17) e longitudinal (Long, n= 13)
com relagdo a dire¢ao de aplicagdo do campo elétrico.

Os valores individuais dos campos elétricos sub-letais maximos (0) e letais

(1) para células Transv e Long estédo apresentados na Tabela 4.2 e na Figura 4.8.
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Tabela 4.2: Campos elétricos sub-letais maximos (0) e letais (1) de células orientadas nas

diregdes transversal (n = 17) e longitudinal (n = 13), com relagédo a dire¢do de aplicagao

do campo elétrico.

Células na direcao transversal

Células E(V/cm)

Resultados

Células na direcao longitudinal

iR

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

T13

T14

T15

T16

T17

142,93
160,80
59,73
119,47
117,33
146,67
144,00
160,00
65,07
162,67
43,73
109,33
43,73
109,33
55,47
138,67
62,93
157,33
106,00
113,07
114,00
121,60
102,40
136,53
45,87
91,73
100,80
134,40
113,07
141,33
65,60
87,47
114,00
152,00

- o - O - O -0 -0 -r0--0-r0--r0-r0rT0r0L20--0--0-=0-=0

Células E(V/cm)

Resultados

L1

L2

L3

L4

LS

L6

L7

L8

L9

L10

L11

L12

L13

44,80
59,73
42,24
56,32
64,00
85,33
59,73
74,67
42,67
53,33
43,73
54,67
44,16
73,60
49,49
61,87
74,67
93,33
46,93
58,67
46,67
56,00
50,13
62,67
75,73
94,67

--_ o o--0o--r-0oO—rO0OrO—rOrO—rO -0 —0—+0-—0
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Figura 4.8: Intervalos entre os campos elétricos sub-letal maximo (limite inferior da linha
vertical) e letal (limite superior da linha vertical) em células orientadas nas dire¢des
transversal (Transv) e longitudinal (Long) com relacdo a direcao de aplicacdo do campo
elétrico. Os intervalos correspondem aos dados de cada célula.

Na Figura 4.9, estdo apresentadas as curvas de letalidade celular, em
funcdo da intensidade do campo elétrico estimulatério aplicado as células dos
grupos Long e Transv. Os pontos referem-se aos valores médios da tabela de
probabilidade de letalidade, gerada pela aplicagcao da ferramenta survival test aos
dados da Tabela 4.2 (vide Apéndice A). A curva € o resultado do ajuste de uma
funcdo sigmdide aos pontos. Os valores de EL50 (i.e., a intensidade de campo
associada com letalidade em 50% das células) estimados deste ajuste estdo na
Tabela 4.3. Do mesmo modo que observado para o campo limiar, as células Long
foram mais sensiveis ao campo elétrico, pois EL50 neste grupo foi de cerca da
metade daquele no grupo Long. Esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p< 0,05).
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Tabela 4.3: Valores médios do campo elétrico associado com 50% de letalidade (EL50) e
a inclinacao da curva (HS), com respectivos intervalos de confianca para 95% (IC95%),
determinados em células orientadas nas diregdes transversal e longitudinal a diregao de
aplicacdo do campo elétrico.

Direcao média 1C95%
EL50 (V/cm) Tran.sversal 137,50 135,80 a 139,20
Longitudinal 67,60 66,30 a 68,90
HS (cm/V) Trantc,versal 0,029 0,026 a 0,032
Longitudinal 0,049 0,039 a 0,059
1.0

Probabilidade
de Letalidade
(@]
T

Transv
> Long

0.0

L

== T T
0 25 50 75 100 125 150 175 20

Campo Elétrico (V/cm)
Figura 4.9: Curvas de letalidade em funcao da intensidade do campo elétrico, obtidas em
midcitos ventriculares de rato orientados nas dire¢ges transversal (Transv, n= 17) e
longitudinal (Long, n= 13) com relacao a dire¢ao de aplicacdo do campo elétrico. As linhas

verticais indicam o erro-padrao da média.

Quando os valores de campo foram convertidos a multiplos do campo limiar
obtido na mesma célula, observou-se que o EL50 em células Long se aproximou
daquele estimado em células Transv (Figura 4.10), embora ainda tenha sido
detectada diferenca significativa entre os grupos de células (IC95% nao se
sobrepdem, Tabela 4.4). Os pontos médios das curvas encontram-se no Apéndice
A.
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Tabela 4.4: Valores médios do campo elétrico associado com 50% de letalidade (EL50) e
a inclinagcao da curva (HS), com respectivos intervalos de confianga para 95% (IC95%),
determinados em células orientadas nas dire¢des transversal e longitudinal a diregao de
aplicagdo do campo elétrico. O campo elétrico foi expresso como um multiplo do campo

limiar (xLimiar).

Direcao média 1C95%
EL50 (xLimiar) Tran:.s.versal 17,87 16,76 a 18,98
Longitudinal 20,31 19,83 a 20,79
Longitudinal 0,18 0,14 a 0,21

1.0

Probabilidade
de Letalidade
o
T

0 10 20 30

Campo Elétrico (xLimiar)
Figura 4.10: Curvas de letalidade em funcéo da intensidade do campo elétrico obtidas em
midcitos ventriculares de rato orientadas nas direcoes transversal (Transv) e longitudinal
(Long) com relacdo a direcao de aplicacdo do campo elétrico. Nestas curvas, o campo
elétrico foi expresso como um mudltiplo do campo limiar (xLimiar) em cada célula. As linhas

verticais indicam o erro-padrao da média.

Quando as curvas de letalidade foram determinadas em funcdo de AV
nas mesmas populacdes de células (os valores de AV estdo apresentados no
Apéndice A), observou-se uma inversdo das curvas nos grupos Transv e Long

(Figura 4.11), em comparacao as curvas de letalidade em fungédo da intensidade

41



absoluta do campo elétrico (Figura 4.9). Ou seja, para uma dada probabilidade de
letalidade, a aplicacdo de campos relativamente maiores estava associada a
menor variagdo maxima de Vi, em células do grupo Transv, comparadas as do

grupo Long. Como mostra a Tabela 4.5, a AVmax associada com 50% de letalidade

(AVmax50) foi significativamente menor (p< 0,05) em células Transv.

Tabela 4.5: Valores médios da variagdo maxima de V,, (AVmax) associada com 50% de
letalidade (AVmax50) e a inclinagdo da curva (HS), com respectivos intervalos de

confianga para 95% (IC95%), determinados em células orientadas nas direcoes
transversal e longitudinal a direcdo de aplicagao do campo elétrico.

Direcéo média 1C95%
AV50 (mV) Transversal 355,20 350,00 a 360,40
Longitudinal 413,50 407,80 a 419,20
-1y Transversal 0,010 0,009 a 0,012
HS(mV ™! ! ’ ’
(mvV™) Longitudinal 0,008 0,007 a 0,009
1.0+ = °

Probabilidade
de Letalidade
o
T

Transv
> Long

0.0 e e I T T 1
0 100 200 300 400 500 600
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Figura 4.11: Curvas de letalidade em funcdo da variagdo méaxima do potencial

transmembrana (AVmax) obtidas em mib6citos ventriculares de rato, orientados nas
direcdes transversal (Transv) e longitudinal (Long) com relacéo a diregao de aplicagdo do

campo elétrico. As linhas verticais indicam o o erro-padrdo da media.
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4.4 — INFLUENCIA DA [Ca**],

A Figura 4.12 ilustra o efeito do campo elétrico aplicado sobre o
encurtamento celular durante perfusdo com solugdo sem Ca®*. Pode-se observar
que a célula, embora se contraindo em resposta a estimulacdo em solucao
contendo 1 mM Ca?*, cessou sua atividade contratil quando a solugéo de perfusdo
foi trocada pela solucdo de Tyrode com [Ca?*], ~ OmM, mesmo sob estimulagéo
elétrica. A aplicacao de um estimulo monopolar de alta intensidade (20x o limiar),
conhecidamente letal, ndo afetou o comprimento da célula. Porém, quando se
retornou a perfusdo com a solucdo Tyrode com [Ca]p = 1mM, ocorreu contratura
irreversivel e morte celular.

Todas as quatro células estudadas com este protocolo apresentaram o
mesmo comportamento descrito acima, indicando que a hipercontratura e

subseqliente morte celular dependem da presenca do Ca?* extracelular.
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o
o
2
o)
[
Q
=
S
o 2va
[
Y Y'Y s
—
10s
I ]

B[Ca™],=1mM
[Ca**],=0mM
® Contracao evocada por estimulacao elétrica

Figura 4.12: Registro do encurtamento celular, expresso como % do comprimento de
repouso da célula (CRC), em resposta a aplicagcdo de um campo elétrico de intensidade
20 vezes a do campo limiar, durante perfusdo com solucdo sem Ca’*. Observe que
desenvolvimento de contratura ndo ocorreu imediatamente apds a aplicagdo do estimulo,
mas apenas depois do retorno & perfusdo com meio contendo Ca**.
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CAPITULO 5

DISCUSSAO E CONCLUSOES

5.1 — SISTEMA DE MICROSCOPIA

O sistema de microscopia desenvolvido € de baixo custo (~ R$1.000,00, ou
cerca de US$ 300.00). Por meio do sistema pudemos localizar e visualizar os
midcitos cardiacos, bem como medir seu comprimento e acompanhar o
deslocamento de suas bordas.

O uso da objetiva de 10x facilitou a localizacao das células Transv ou Long
na camara de perfusdo. A troca das objetivas pdde ser feita sem muita
complicagdo e sem deslocamento do campo microscopico selecionado. A
amplificacado da objetiva de 32x, utilizada para fazer as medigbes de encurtamento
celular, foi suficiente para que a célula ocupasse quase que totalmente a extensao
do monitor.

5.2 — MEDICAO DO CAMPO ELETRICO NO INTERIOR DA CAMARA DE
PERFUSAO

O erro inferior a 2 % e a auséncia de diferencas estatisticas entre as
medidas experimentais do campo elétrico ao longo da area de trabalho, bem como
entre os valores medidos e o campo estimado E, indicam que o campo elétrico é
praticamente uniforme na regidao de trabalho, e que a aproximagao do campo
elétrico no interior da camara de perfusdo ao modelo do capacitor de placas
paralelas € adequada. O pequeno erro detectado pode ser devido a varios fatores:
a) os eletrodos nao séo planos, apesar da distancia entre eles ser bem maior do
que seus raios; b) o eletrodo de prova pode distorcer 0 campo em sua volta, ainda
que seu diametro seja pequeno, comparado com as dimensbes da camara de
perfusdo; c) ndo uniformidade da altura da solugao perto da saida da solucao e do

degrau da camara de perfusao; e) erros inerentes aos instrumentos de medicao; f)
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o modelo utilizado para o célculo de E nao descreve perfeitamente a condicéo
experimental.

Assim, consideramos como aceitavel o modelo utilizado para estimativa do
campo elétrico aplicado a preparacao, apesar do campo elétrico ser distorcido
pela presenca de varias células; porém, nesta preparacdo ndao ha como colocar
uma sé célula na camara de perfusao. Procuramos utilizar o minimo de células
possivel, a fim de minimizar a distor¢do do campo elétrico.

5.3 — EXPERIMENTOS COM CELULAS
5.3.1 — Limiar de Estimulacao

A AVt média foi, aproximadamente, 20 mV, independente da direcao do
campo elétrico aplicado, que esta proxima ao valor encontrado na literatura para
excitar o miocardio ventricular de cobaias e gatos (18 mV, Kishida et al., 1979), e
em nosso laboratério (Ferraz, 2003). A AVt esta diretamente ligada a abertura de
canais de Na* dependentes de tensado elétrica do sarcolema. Assim, quando a
membrana € despolarizada e V, atinge um determinado valor (limiar), ha abertura
de um numero critico de canais de Na* suficiente para o disparo de um PA
(Garcia, 1997), independente da diregcdo do campo elétrico aplicado.

O Er de células Transv foi o dobro do valor para células Long, apesar da
AVmax produzida pelo Er ndo depender da orientacdo do campo elétrico. Este
resultado esta de acordo com dados da literatura (Bardou et al., 1990; Tung et al.,
1991; Ranjan e Takor, 1995) e do nosso laboratério (Gomes, 1997; Lima, 1999). A
diferenca observada entre os valores de Et pode ser explicada pelo fato de que a
AV, induzida pelo campo elétrico externo depende da geometria celular, e é tanto
maior quanto maior for a projegdo do comprimento da célula ao longo da direcao
de aplicacdo do campo (Klee & Plonsey, 1976; Tung et al., 1991; Knisley et al.,
1993). Esta projecéao diminui quando a direcdo do campo tende para a transversal
ao eixo maior da célula, ou seja, quando o0 campo esta paralelo ao menor eixo da
célula, o que resulta no requerimento de um maior campo elétrico, quando
comparado com uma estimulagcéo longitudinal ao maior eixo da célula, para que

seja atingida uma dada AVr.
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5.3.2 — Curvas de Letalidade

Antes da discussdao sobre as curvas, é importante que sejam tecidos
comentarios sobre os mecanismos pelos quais campos elétricos sao letais a
células. Uma possibilidade é o aumento drastico da temperatura da solugéo
devido ao campo elétrico de alta intensidade. Calculamos a variacdo de
temperatura (AT = mc/Q, onde m é a massa da solugéo, ¢ é o calor especifico da
solucdo e Q é a energia aplicada) para o pior caso, ou seja, aplicagcdo do maior
campo elétrico possivel com nossa instrumentacao (200V/cm) na auséncia de
troca de solugdo da camara. A AT estimada foi de 0,68 °C, valor este situado
dentro da faixa de flutuagdo da temperatura ambiente. Como, com a perfusao, a
solugcdo da camara é trocada totalmente a cada 7s, o aumento real de temperatura
tenderia a ser menor ainda. Portanto, esta possibilidade parece improvavel.

Outra possibilidade é o fenbmeno da eletroporacao, ja discutido no Capitulo
1, que ja esta bem estabelecido na literatura (Weaver, 1994; Weaver &
Chizmadzhev, 1996a, b; Krauthamer & Jones, 1997; Cheng et al., 1999).
Resumidamente, quando aplicamos campos elétricos de alta intensidade a célula,
haveria uma grande AV, que levaria a formagdo de poros na membrana,
ocorrendo um desequilibrio ibnico/osmoético no citosol que causaria a morte
celular. Assim, trabalhamos com esta hipotese.

O campo elétrico letal em células Transv (EL50 = 137,5 V/cm) foi cerca de
2 vezes aquele em células Long (67,6 V/cm), o que indica maior efeito letal do
campo elétrico quando este é aplicado paralelamente ao eixo maior da célula.
Portanto, campos de alta magnitude podem ser letais em células Long, mas nao
em células Transv (observacdo também relatada por Knisley & Grant, 1995). Por
exemplo, um campo da ordem de 68 V/cm mata 50% das células quando sua
aplicacao é longitudinal, mas apenas 1% das células quando aplicado na direcéo
transversal, de acordo com os dados da curva de letalidade da Figura 4.9.

A comparagao com campos elétricos letais da literatura € viavel somente se
as dimensdes celulares forem parecidas, pois o fenbmeno da eletroporagao esta
diretamente ligado a AVm, que depende das dimensdes celulares. Em nossos

experimentos, 2c e 2a médios foram 115 e 29 um, respectivamente. Para
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aplicacao no sentido longitudinal, Knisley & Grant (1995) estimaram como letais
em células de coracdo de coelho (2¢ = 111 um) campos de 100V/cm. Podemos
verificar que o campo letal estimado por estes autores corresponde a 100% de
letalidade em células Long no presente trabalho. A semelhanca dos valores de
intensidade letal entre células de diferentes espécies de mamiferos pode indicar
que os resultados determinados em preparacdes de animais experimentais podem
ser extrapolados para as células miocardicas de humanos, cujas dimensdes (2c =
136 um e 2a = 26 um, Zafeiridis et al., 1998) sdo comparaveis aquelas de midcitos
de rato.

Além da lesdo da membrana celular, Jones et al. (1980) observaram, por
meio de microscopia eletrénica, lesbes nas mitocéndrias, na membrana nuclear e
no RS, além de desorganizacdo das miofibrilas, 30 s ap6s um choque de
200V/cm.

Os campos elétricos desfibrilatérios chegam a mais de 100 V/cm perto dos
eletrodos (Yabe et al., 1990) e possuem duracdo de aproximadamente 10 ms
(Tacker & Geddes, 1996). De acordo com nossos resultados, um campo desta
ordem seria letal a aproximadamente 8% e 97% das células Transv e Long,
respectivamente. Portanto, um campo desfibrilatério que recrutasse o maior
nuamero de células Transv do coracdo seria letal para praticamente todas as
células Long. Assim, uma maneira de diminuir a lesdo miocardica durante a
desfibrilacdo seria excitar o maior numero possivel de células Long com campos
um pouco menores que os letais para as mesmas, pois estas, apesar de sua
maior vulnerabilidade a intensidade do campo elétrico desfibrilatério, possuem um
menor limiar de estimulagao. Por outro lado, este campo desfibrilatério ndo seria
suficiente para ser letal as células Transv, mas sim para estimula-las. Porém,
devido a ndo homogeneidade do tecido cardiaco, hd a geragédo de gradientes de
potencial elétrico ndo uniformes na estrutura cardiaca, ndo sendo suficiente aplicar
campos préximos aos letais de células Long para a desfibrilacdo, pois, em
algumas regides do coragéo, o limiar de estimulagdo de células Transv ndo seria
atingido. Uma forma de contornar esse problema seria mudar a estratégia de

desfibrilacdo, estimulando o coracdo em varias diregbes com campos subletais,
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mas bem superiores ao limiar. Deste modo, a maioria das células poderia ser
estimulada na direcao longitudinal com relagédo ao campo desfibrilatério aplicado.

Expressando os campos elétricos de alta intensidade como mudltiplos do Er,
observamos que as curvas se aproximam, embora o campo letal médio
permaneca diferente nos grupos Long e Transv. Apesar disto, esta diferenca é
inferior a 15%, e, portanto, muito menor do que aquela dos valores absolutos de
Er (diferenca de ~100%). Portanto, poderiamos dizer que, guardadas as devidas
ressalvas, os valores de campos letais mantém uma estreita relagdo com os do
campo estimulatério limiar. Expressar o campo como multiplo do Et torna-se uma
ferramenta util quando n&o se pode determinar o médulo e a direcdo do campo
elétrico aplicado, como no caso do uso de camaras de perfusao e eletrodos de
configuracdo incompativel com algum modelo fisico que permita estimativa
aproximada do campo.

Tang et al. (1992) estimaram que campos desfibrilatérios chegam a ser
cerca de 20 vezes maiores que o campo estimulatério limiar. De acordo com
nossos resultados, campos desta ordem de grandeza seriam letais a mais de 50%
das células, independente da orientacao com relagdo ao campo.

Ao determinar as curvas de ktalidade em funcdo de AV, constatamos
que os valores letais de AVmax (~ 263 a 562 mV, Figura 4.11) estdo dentro da faixa
em que ocorre eletroporagédo (150 mV a 1 V, Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska,
1999), o que € sugestivo de que este fendmeno é provavelmente responsavel pela
letalidade.

Quando se compara as curvas de letalidade em funcdo de AV € da
intensidade absoluta do campo elétrico (Figuras 4.11 e 4.9, respectivamente),
observa-se posicoes inversas das curvas das células Transv e Long. Em outras
palavras, valores de AVma letais a células Transv (menores que aqueles em
células Long) requerem campos maiores do que os aplicados a células Long, o
que indica uma maior sensibilidade do Vi ao campo elétrico quando este é
aplicado na direcao transversal. Isto se torna mais claro quando se observa, em

uma célula hipotética (dimensdes 2c¢ = 115 um e 2a = 29 um), a distribuicao
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espacial da AVp, estimada pelas equagbes 3.8 e 3.10, que descrevem AVpem

células Transv e Long, respectivamente, normalizada pelo AV max (Figura 5.1).

Longitudinal

Transversal
=1 0.8 0,6 0.4 -0.2 0 0,2 0.4 0.6 0.8 1
Figura 5.1: Distribuicdo espacial da variagdo do potencial transmembrana (AVy)

normalizada pela variagcdo do potencial transmembrana maxima (AVma) estimada em uma
célula-modelo esferdide prolato, com dimensdes médias de 2c = 115 um e 2a = 29 um,

para campos elétricos aplicados nas dire¢des transversal e longitudinal, com relagéo ao
maior eixo da célula.

Pode-se observar na Figura 5.1 que a area de membrana na qual AV, é >
99% de AV,..« € maior para aplicagédo transversal do que bngitudinal do campo
(mais facilmente observavel na Figura 5.2). Portanto, a maior sensibilidade AV, ao
campo elétrico aplicado na direcao transversal pode ser devida ao fato de que
quanto maior a AV, maior é a probabilidade de abertura de poros (Weaver, 1994;
Weaver & Chizmadzhev, 19964, b), e, portanto, quanto maior a area na qual AV,
€ alta, maior seria o numero de poros abertos. Deste modo, a desfibrilacdo

recrutando a maior parte das células Long seria menos danosa porque, para um
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mesmo AVmax, @ AV em torno de AVnax Ocupa uma area menor, diminuindo a

probabilidade de lesao celular.

!

<—VLong Transv Long—

}

Figura 5.2: Representagcdo semelhante a da Figura 5.1, mostrando as regides da

membrana onde AV, é maior ou igual a 99% de AV,. durante aplicacdo de campos

elétricos ras diregdes longitudinal (Long, regido em vermelho) e transversal (Transv,
regido em rosa). Em ambos 0s casos, AV« foi de 361,6 mV.

A AV foi semelhante em células Long e Transv, no entanto. Isto poderia ser
explicado pelo fato de que a excitacdo e a letalidade, causadas por campos
elétricos, tratam-se de fenébmenos diferentes, apesar de ambos dependerem de
AVn. Como ja discutido, a estimulacao limiar esta diretamente ligada a abertura de
um numero critico de canais de Na* dependentes de tensao elétrica, presentes no
sarcolema. Uma vez abertos, estes canais medeiam uma rapida e grande corrente
despolarizante que é responsavel pelo disparo de um PA, o qual se propaga
rapidamente em toda a membrana da célula (o PA € um fen6bmeno auto-
regenerativo: o disparo do PA num dado local da membrana leva disparo de outro
PA em uma regido vizinha). Porém, a letalidade esta aparentemente ligada a
formacédo de poros ndo seletivos na membrana, que formam circuitos de baixa
resisténcia, e assim dificultam a prépria variagdo de AVy, e, portanto, a formacgéo
de novos poros (DeBruin & Krassowska, 1999). Ao contrario do PA, a
eletroporagdo nao parece ser auto-regenerativa e sim, provavelmente, auto-

limitante, pelas razdes expostas acima.
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5.3.3 — Influencia da [Ca?*],

A sobrecarga de Ca® pode gerar atividade espontdnea em miécitos
cardiacos e levar a morte celular (Bassani et al., 1997; Bers, 2001; Bassani &
Bassani, 2003). Consideramos que a contratura irreversivel seja causada por
sobrecarga de Ca?*, uma vez que o Ca?* é o agente que ativa o processo de
contracao celular. Assim, é importante investigar se esta sobrecarga é devida a
entrada de Ca®* do meio extracelular.

Os experimentos feitos com [Ca®*]y virtualmente nula (a [Ca?*], estimada na
solucdo sem Ca®* contendo 1 mM EGTA é de cerca de 1 uM) mostraram que a
contracao irreversivel da célula ocorre somente na presenca de concentracao
extracelular de Ca?* na faixa milimolar (observado também por Knisley & Grant,
1995). Mas este resultado ndo é suficiente para que se possa afirmar que a lesao
celular irreversivel se deva ao influxo de ions Ca®* através dos poros nido seletivos
(como concluido por Tung et al., 1994 e Krauthamer & Jones, 1998). Ele nos
permite afirmar apenas que é necessaria a entrada de Ca®* externo para que
ocorra a morte celular, e que o campo elétrico de alta intensidade nao lesa o RS a
ponto de este liberar espontaneamente grande quantidade de Ca?*. Lesdes, como
ja mencionado, e alteragdes funcionais no RS foram observadas por Jones et al.
(1980) e Jones & Narayanan (1998), respectivamente, ap6s a aplicacdo de
choques de alta intensidade. A sobrecarga citosélica de Ca?* poderia ser devida a
entrada dos ions pelos canais de Ca*" do sarcolema, pela NCX funcionando no
modo reverso, pela liberacdo de Ca®* do RS disparada pela entrada de Ca?
externo, pela liberagdo de Ca?* da mitocondria, pela entrada dos fons por meio de
poros nao seletivos (eletroporacdo) ou pela combinagdo de mais de um destes
mecanismos.

Tovar & Tung (1992), estudando miécitos cardiacos de ra, investigaram a
hipétese de que a sobrecarga de Ca* do citosol se deva a influxo do fon através
dos canais de Ca?* do sarcolema, e observaram que, a partir de uma Vi, de 0,4 V,
Ca?* entra na célula mesmo na presenga de bloqueador destes canais (Cd**, 1
mM e Ni%*, 1 mM).

51



Jones et al. (1987) detectaram a formacao de poros com didmetros de 45 a
60 A apos a aplicagdo de um campo de 200 V/cm a cultura de células cardiacas
de embrido de ave, com base na entrada de moléculas de dextranos com
dimensdes conhecidas, marcadas com isotiocianato de fluoresceina. Estes poros
seriam de tamanho mais que o suficiente para a entrada de Ca?*, que possui um
raio idnico de 0,94 A (Mahan, 1991).

Mesmo assumindo que o fendbmeno da eletroporacao tenha ocorrido e que
a quantidade de Ca?" que tenha entrado pelos canais de calcio do sarcolema
fosse minima no experimento com solugdo sem CaCl, ndo podemos descartar a
influéncia dos outros mecanismos de aumento de [Ca®*]i na contragdo irreversivel
(NCX, RS e mitocéndrias). Porque a abertura de poros pode ser reversivel (Tsong,
1991; Weaver, 1994; Weaver & Chizmadzhev, 1996a, b), ndo podemos afirmar
que o aumento do [Ca?']; ocorreu pela entrada de Ca?* através de poros nido
seletivos. Assim, a contracdo irreversivel pode ter ocorrido devido a um
desequilibrio ibnico no citosol causado pela eletroporagdo e mantido apds o
fechamento dos poros. Este desequilibrio poderia facilitar o aumento do [Ca®*] por
outros mecanismos (NCX, RS e mitocondria). Assim, precisamos de mais
experimentos para identificar o(s) mecanismo(s) envolvidos na geragdo da
contratura irreversivel.

5.3.4 - Extensao dos Presentes Resultados ao Musculo Cardiaco

Soares (2003) observou que campos elétricos de 220 V/cm foram capazes
de deprimir irreversivelmente a atividade contratil em musculo atrial isolado de rato
e, em alguns casos, elimina-la por completo, resultando numa contratura
sustentada ap6s o choque. Ele também observou que, apds aplicacdo de choques
de 130 V/cm, a tenséo diastdlica aumentava, o que pode ser indicativo de acumulo
de Ca?* no citoplasma. Ap6s aplicagdo de choques de 130 V/cm na auséncia de
Ca?* externo, nada ocorria com a tensdo diastélica, mas, logo apés o retorno da
[Ca**], para 1,5 mM, a tensdo diastélica se elevou. Estes resultados estdo de
acordo com 0s nossos resultados obtidos em células, ou seja, que um campo de
220 V/cm é letal em todas as células, e um campo de 130 V/cm é letal em cerca
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de 38% das células Transv. A proximidade de equivaléncia dos nossos dados
obtidos em células isoladas aos dados de preparacées multicelulares indica que
os valores aqui encontrados poderdo eventualmente ser extrapolados para o

coracao inteiro.

5.4 — Resumo e Conclusoées

O desenvolvimento de instrumentacdo, como a camara de perfusao, o
sistema de microscopia e a bancada de trabalho, e de metodologia especifica
permitiram quantificar a relacdo entre a letalidade e a intensidade do campo
elétrico aplicado e AVnax de maneira probabilistica, que permite andlise estatistica
para comparacao entre grupos experimentais, ao contrario de outros estudos
(Knisley & Grant, 1995; Cheng et al., 1999) que nao utilizam a abordagem
probabilistica. Uma investigacao futura mais detalhada de possiveis mecanismos
associados & morte celular, como a NCX e a liberagdo de Ca?* do RS, podera ser
realizada com nossa abordagem e montagem experimental, com modificacdes
minimas na metodologia.

Em nosso estudo, além de analisarmos o efeito da direcao de aplicacéao do
campo e da [Ca?'], sobre o efeito letal de campos elétricos, 0 que também foi
investigado por Knisley & Grant (1995), quantificamos o campo elétrico letal em
duas direcdes, o que nos permitiu concluir que campos elétricos de magnitude
semelhante a campos desfibrilatorios podem lesar midcitos cardiacos de modo
irreversivel, e que, portanto, o processo desfibrilatério precisa e pode ser
modificado.

Ao expressarmos o campo como multiplo do Ef, descobrimos uma
ferramenta util para o estudo de células submetidas a campos elétricos de alta
intensidade quando nao se pode determinar o moédulo e a direcdo do campo
elétrico aplicado. Esta ferramenta ja estd sendo utilizada em nosso laboratorio,
com resultados positivos.

Ao estimarmos a AV, letal, pudemos inferir que o Vi, € mais sujeito a

variagdo quando o campo elétrico é aplicado na direcao perpendicular do que na
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direcédo paralela ao eixo maior da célula. Esta € uma observagao original, embora
este aspecto requeira maiores estudos para esclarecimento de suas bases fisicas.

Esperamos que a metodologia e os resultados obtidos no presente trabalho
possam ser aproveitados em futuros estudos com campos de alta intensidade e

levados em conta no desenvolvimento de desfibriladores mais eficientes.
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APENDICE - A

DADOS DE CELULAS INDIVIDUAIS

Neste apéndice apresentamos os valores individuais dos parametros

calculados a partir das medicbes e dimensdes das células. Com estes dados é
possivel a reproducéo integral de todos os resultados encontrados no presente

trabalho.

Tabela A1. Dimensdes celulares (2a e 2c), campo elétrico (E1) e variagdo maxima do

potencial transmembrana (AV+) no limiar de estimulacdo. Os calculos sao efetuados para

células orientadas nas diregdes transversal e longitudinal ao campo elétrico aplicado.

Células na direcao transversal

Células na dire¢ao longitudinal

Célula Er(Viem) AVr(mV) 2a(um) 2c(um)
T1 8,93 23,18 27,80 115,79
T2 7,47 15,38 21,70 111,58
T3 7,33 1561 22,60 105,26
T4 8,00 22,64 30,40 123,16
T5 8,13 19,28 2520 114,74
T6 5,47 11,41 22,60 84,21
T7 5,47 17,90 37,40 8947
T8 6,93 2192 3480 110,53
T9 7,87 18,63 2520 107,37

T10 7,07 18,92 28,70 118,95
T11 7,60 19,50 27,00 141,05
T12 8,53 23,18 28,70 142,11
T13 5,73 18,53 36,50 94,74

T14 8,40 21,07 27,00 107,37
T15 7,07 1520 22,60 121,05
T16 5,47 18,91 38,30 115,79
T17 7,60 21,47 30,40 121,05

célula Er(V/icm) AVr(mV) 2a(um) 2c(um)
L1 3,73 21,62 27,00 107,37
L2 3,562 2424 30,40 128,42
L3 5,33 2556 31,30 83,87
L4 3,73 27,17 34,80 134,41
L5 2,13 12,20 33,90 102,15
L6 2,19 18,68 33,00 161,29
L7 3,68 26,69 22,60 139,00
L8 3,09 21,03 31,30 125,81
L9 3,73 19,70 26,09 96,77
L10 2,35 12,37 25,78 96,77
L11 1,87 11,08 32,00 107,53
L12 3,13 21,283 23,11 129,03
L13 3,79 22,98 26,67 112,90
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Tabelas A2. Probabilidades de letalidade (média + erro-padrédo da média) em fungédo da

intensidade do campo elétrico, determinados em células orientadas nas diregoes

transversal e longitudinal a direcao de aplicacdo do campo elétrico.

Células na direcao transversal

Células na diregao longitudinal

E(V/cm) Probabilidade de letalidade

E(V/cm) Probabilidade de letalidade

0,00
43,73
45,87
55,47
59,73
62,93
65,07
65,60
87,47
91,73

100,80
102,40
106,00
109,33
113,07
113,07
114,00
117,33
119,47
121,60
134,40
136,53
138,67
141,33
142,93
144,00
146,67
152,00
157,33
160,00
160,80
162,67

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04 £ 0,04
0,08 £ 0,05
0,08
0,08
0,08
0,16 £ 0,08
0,21 £ 0,08
0,21
0,21
0,21
0,27 + 0,09
0,32 + 0,10
0,38 + 0,11
0,43 £0,11
0,49 £ 0,11
0,55 +0,12
0,55
0,55
0,62 +0,12
0,70+ 0,12
0,77 £ 0,11
0,85+ 0,10
0,92 £ 0,07
1,00

0
42,24
42,67
43,73
44,16
44,8
46,67
46,93
49,49
50,13
53,33
54,67
56
56,32
58,67
59,73
61,87
62,67
64

73,6
74,67
75,73
85,33
93,33
94,67

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,06 = 0,06
0,12 + 0,08
0,18 £ 0,09
0,24 £ 0,10
0,29 £ 0,11
0,35 +0,12
0,42 £0,12
0,48 + 0,12
0,48
0,56 £ 0,13
0,63 +0,12
0,63
0,75 +0,13
0,88 £ 0,11
1,00
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Tabela A3. Campos elétricos sub-letais maximos (0), letais (1), e probabilidades de
letalidade (PL, média + erro-padrdo da média) em funcdo da intensidade do campo
elétrico, determinados em células orientadas nas diregbes transversal (n = 17) e
longitudinal (n = 13) a direcao de aplicacdo do campo elétrico. O campo elétrico foi

expresso como um multiplo do campo limiar (x Limiar) em cada célula.

Células na direcao transversal Células na direcao transversal
. Pontos da curva de . Pontos da curva de
Intervalo de letalidade letalidade Intervalo de letalidade letalidade
Célul 0-1 E PL Célul E 0-1 E PL

euas  (wLimiar) *'  (xLimiar) eluias  (xLimiar) “'  (xLimiar)

16 0 0 0 12 0 0 0
T L1

18 1 8 0 16 1 12 0

8 0 12 0 12 0 16 0,14 + 0,07
T2 L2 ’ '

16 1 15 0 16 1 20 0,35 +0,11
T3 16 0 16 0,33 £0,10 L3 12 0 25 0,81 £ 0,11

20 1 18 0,39 + 0,11 16 1 30 1
Ta 18 0 20 1,00 £ 0,00 L4 16 0

20 1 20 1

8 0 20 0
™ 20 1 LS 25 1

8 0 20 0
T6 20 1 L6 25 1

8 0 12 0
™ 20 1 L7 20 1

8 0 16 0
T8 20 1 L8 20 1

8 0 20 0
I 20 1 L9 25 1

15 0 20 0
T10 16 1 L10 o5 1

15 0 25 0

L11

™ 16 1 30 1

12 0 16 0

L12

12 16 1 20 1

8 0 20 0
T13 16 1 L13 o5 1

12 0
T14 16 1

16 0
T15 20 1

12 0
T16 16 1

15 0
T17 20 1
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Tabela A4. Campos elétricos sub-letais maximos (0), letais (1), e probabilidades de

letalidade (PL, média + erro-padrdao da média) em fungdo da variagdo maxima do

potencial transmembrana (AVn.), determinados em células orientadas nas direcoes

transversal (n = 17) e longitudinal (n = 13) a diregcdo de aplicagdo do campo elétrico.

Células na direcao transversal

Células na direcao transversal

Intervalo de letalidade

Pontos da curva de

Intervalo de letalidade

Pontos da curva de

letalidade letalidade
Células A(r\:]’{‘;)x 0-1 A(r\]/q”\‘/a)x PL Células A(ma)x 0-1 A(m/a)x PL
T 37091 O 0 0 L1 12 0 0 0
41727 1 91,28 0 16 1 244,03 0
T 123,05 O 123,05 0 L2 12 0 247,36 0
246,10 1 143,21 0 16 1 259,49 0
T3 24976 O 148,23 0 L3 12 0 277,05 0
312,20 1 148,26 0 16 1 290,83 0
T4 407,49 O 154,22 0 L4 16 0 305,04 0,05 + 0,05
452,77 1 175,35 0 20 1 306,67 0,05
T5 15422 0 226,87 0 L5 20 0 309,2 0,10 + 0,07
385,54 1 228,21 0,04 + 0,04 25 1 320,28 0,1
T6 9128 O 243,19 0,04 L6 20 0 332,46 0,15 + 0,08
22821 1 2461 0,08 + 0,05 25 1 336,55 0,15
17 143,21 0 249,76 0,08 L7 12 0 339,7 0,15
358,02 1 252,86 0,08 20 1 345,98 0,21 + 0,09
T8 175,35 0 278,14 0,08 L8 16 0 373,63 0,21
438,38 1 283,81 0,08 20 1 387,77 0,28 + 0,11
T9 148,26 0 292,43 0,08 L9 20 0 394,08 0,28
370,65 1 296,46 0,13 + 0,07 25 1 408,89 0,35+ 0,12
T10 283,81 0 302,5 0,18 + 0,08 L10 20 0 420,69 0,42 + 0,13
302,73 1 302,73 0,23 + 0,09 25 1 42463 0,49 + 0,13
T11 29243 0 303,98 0,28 + 0,10 L11 25 0 434,67 0,49
311,93 1 311,93 0,33 +0,10 30 1 459,68 0,49
T12 278,14 0 312,2 0,39 + 0,11 L12 16 0 467,03 0,60 + 0,14
370,85 1 322,11 0,39 20 1 492.6 0,70 + 0,14
113 14823 0 337,14 044+0,11 L13 20 0 533,79 0,80+0,12
296,46 1 358,02 0,50 + 0,11 25 1 543,33 0,90 + 0,09
T14 25286 0 370,65 0,55+ 0,11 574,6 1
337,14 1 370,85 0,61 +0,11
Ti5 24319 O 370,91 0,61
303,98 1 385,54 0,67 + 0,11
Ti6 226,87 0 407,49 0,67
302,50 1 417,27 0,76 + 0,11
T17 32211 0 429,48 0,84 + 0,10
429,48 1 438,38 0,92 + 0,08
452,77 1,00 + 0,00
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