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RESUMO

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) encontra-se associada a uma elevada mortalidade e
morbilidade. Esta patologia resulta de altera¢gdes agudas ou crénicas da fun¢do cardiaca.
Vdarias sdo as técnicas que permitem uma avaliacdo das propriedades contracteis do
miocardio, como a ecocardiografia, a avaliagdo hemodinamica, e o estudo de musculo
papilar ou de cardiomidcitos isolados.

O trabalho realizado teve como principais objetivos a implementacdo de um sistema
de medicdo de for¢ca em cardiomidcitos isolados e a avaliagdo da forga nestas células.

Coelhos brancos Neo-zelandeses foram administrados com doxorrubicina (Doxo,
1mg/Kg, n=10) ou com uma dose salina equivolumétrica (Controlo, n=15), durante 8
semanas, sendo periodicamente avaliados ecocardiograficamente. A funcdo cardiaca foi
avaliada em musculos papilares isolados e analisado o efeito da adiponectina e da insulina
na cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina.

O equipamento, composto por um transdutor de for¢ga e por um controlador de
comprimento, foi instalado e permitiu a realizagdo de medicBes isométricas em
cardiomidcitos provenientes dos apices ventriculares dos coelhos, extraindo-se a forca
passiva (Tp), a forca ativa (Ta) e a sensibilidade dos miofilamentos ao célcio (pCasg). A
relagdo Tp/Ta diminuiu significativamente nos animais do grupo Doxo, dados consistentes
com o fendtipo de cardiomiopatia dilatada confirmado ecocardiograficamente. Nao se
verificaram diferencas significativas em nenhum dos restantes parametros analisados.

A performance dos musculos papilares provenientes dos dois grupos foi semelhante.
Tanto a adiponectina como a insulina resultaram em efeitos inotrdpico negativo e lusitrépico
positivo. No entanto, ndo se verificaram diferencas significativas na avaliacdo da
contractilidade em musculos papilares.

Concluiu-se que a inducdo de IC pela doxorrubicina induz um fenétipo de
cardiomiopatia dilatada que se fez acompanhar por uma diminuicao da rigidez miocdrdica tal
como expressa na diminuicdo significativa da relacdo Tp/Ta no grupo Doxo.

A implementacdo do sistema de avaliacdo da funcdo miocardica ao nivel do
cardiomidcito foi bem sucedida e abre novos caminhos para a avaliacdo da contractilidade e
propriedades passivas miocardicas, podendo assumir uma grande importancia no

diagndstico e estudo de doengas cardiacas ao nivel celular.



ABSTRACT

Heart failure (HF) is associated with high morbidity and mortality. This syndrome
results from acute and chronic changes in cardiac function. Nowadays, some methodologies
allow an evaluation of myocardial contractile properties, such as echocardiography,
hemodynamics assessment as well as isolated cardiomyocytes and papillary muscles
functional studies.

The present work aims to implement of a system especially designed for force
measurements in isolated cardiomyocytes.

New Zealand white rabbits were treated with doxorubicin (Doxo, 1mg/Kg, n=10) or
with an equivolumetric dose of saline (Ctrl, n=15), administered intravenously into the
marginal ear vein twice weekly for 8 weeks. Echocardiographic evaluation was performed
periodically. The cardiac function was evaluated in isolated papillary muscles and the
adiponectin and insulin effects on doxorubicin induced cardiomyopathy were analyzed.

The apparatus, composed by a force transducer and a length controller, was installed
and allowed to acquire isometric force measurements in cardiomyocyte from rabbits left
ventricular apex. The passive tension (Tp), the active tension (Ta) and the total tension (Tt)
was obtained, as well as the myofilaments calcium sensitivity (pCaso). The ratio Tp/Ta
decreased in Doxo group and the rest results didn’t present significant differences.

The papillary muscles performance in two groups, Ctrl and Doxo, was similar. Both
adiponectin and insulin resulted in negative inotropic and positive lusitropic effects.
However, there were no significant differences in the assessment of contractility in papillary
muscles.

We conclude that the doxorubicin induced HF leads to a dilated cardiomyopathy
phenotype, which was accompanied by a decrease of myocardial stiffness as expressed in a
significant decrease of ratio Tp/Ta in Doxo group.

The implementation of the system for myocardial function evaluation at
cardiomyocyte level was successful and provide new tools to evaluate myocardial
contractility and passive properties, playing an important role in study and diagnosis of

cardiac diseases at cellular level.
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1 INTRODUCAO

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é um problema que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo [1], e encontra-se associada a elevadas mortalidade e morbilidade [2]. E uma
sindrome clinica resultante de uma disfuncdo aguda ou crénica da funcdo cardiaca
caracterizada por uma perfusdo inadequada de drgdos vitais, uma atividade neurohumoral
exacerbada, retencdo de sédio renal e liquidos [3]. A IC é caracterizada por um débito
cardiaco diminuido e uma pressdo venosa aumentada, geralmente acompanhada de
alteragdes ao nivel molecular que levam a morte precoce dos cardiomidcitos, ao aumento da
rigidez miocdrdica e a degeneracdo progressiva da fungdo cardiaca [2].

Atualmente a cardiomiopatia dilatada representa o estddio final da IC sistdélica e
caracteriza-se por um aumento do didmetro das camaras ventriculares, e uma consequente
reducdo da contratilidade [4]. Além desta cardiomiopatia existem outras, como a
hipertrdfica, diagnosticada pelo aumento da espessura do septo intraventricular e da parede
do ventriculo, pela exagerada funcdo de bombeamento (elevada contratilidade) e
dificuldades no relaxamento e disfuncao diastdlica [4].

A avaliagdo da fungdo miocardica revela-se de extrema importancia no diagndstico
destas doencas cardiacas.

Na pratica clinica existem, atualmente, varias técnicas que possibilitam avaliar a
funcdo miocdrdica e a progressdo de diferentes cardiomiopatias, como é o caso da
eletrocardiografia, ressonancia magnética, angiografia e ecocardiografia [5]. Adicionalmente
existem outras técnicas laboratoriais que permitem o estudo ao nivel do musculo papilar,
possibilitando uma avaliagdo do desempenho mecanico, mas torna-se urgente o
desenvolvimento de metodologias que sejam capazes de detetar alteragdes ao nivel celular.

O estudo da fungdo cardiaca em cardiomidcitos isolados tem vindo a assumir um
papel fundamental na investigacdo das alteracdes fisiopatoldgicas mecanicas e energéticas
gue ocorrem a esse nivel, conduzindo a uma melhor compreensdao de mecanismos e vias de
sinalizacdo intracelular do miocardio. O principal objetivo do estudo em cardiomidcitos
isolados é investigar a viabilidade da determinacao simultanea de composicdo de proteinas e

propriedades contrateis em bidpsias ventriculares de pequeno tamanho. Em particular, é



dada atencdo a reprodutibilidade das medidas de forga isométrica e a sensibilidade de calcio

em diferentes midcitos da mesma bidpsia [6].

1.1 OBJETIVOS

O projeto realizado dividiu-se em duas partes. A primeira consistiu na inducdo de
insuficiéncia cardiaca por cardiomiopatia téxica induzida pela doxorrubicina em coelhos e
obtencdo de material bioldgico para posteriores testes. Os objetivos desta parte consistiram
em:

a) Caracterizar a progressao do fendtipo cardiaco associado a cardiomiopatia

induzida pela doxorrubicina;

b) Avaliar a funcdo cardiaca em musculos papilares provenientes de coelhos normais

e com insuficiéncia cardiaca;

c) Determinar os efeitos miocardicos da adiponectina e da insulina.

A segunda parte baseou-se na implementacdo de uma nova técnica associada a um
equipamento recentemente adquirido pelo Departamento de Fisiologia e Cirurgia
Cardiotoracica®. Esta fase teve como objetivos:

a) Implementar, validar e parametrizar um sistema de medi¢cdo da forca em

cardiomidcitos isolados;

b) Criar um algoritmo de extracdao de dados, a partir dos ficheiros fornecidos pelo

programa de registo e aquisicdo do sistema de medicdo de forga;

c) Avaliar a funcdo cardiaca de cardiomidcitos proveniente do material bioldgico

obtido na primeira parte do trabalho;

d) Organizar e gerir a base de dados associada a este projeto.

1.2 CONTRIBUICOES

No estudo realizado com musculos papilares, avaliou-se a funcdo cardiaca de coelhos

normais e com insuficiéncia cardiaca através da utilizacdo de setups isotdnicos e isométricos.

® Departamento de Fisiologia e Cirurgia Cardiotoracica da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto



Estes setups permitiram a aquisicdao de parametros de contractilidade e relaxamento, como:
tensdo ativa, Ta, velocidade maxima de elevagdo da tensdo, dT/dtmax; a velocidade maxima
de queda de tensdo dT/dtmin; o pico de encurtamento maximo PS; a velocidade de
contragdo, dL/dtmax; a velocidade maxima de relaxamento dL/dtmin; o tempo para atingir a
velocidade de relaxamento, tVR; o tempo de encurtamento maximo, tPS; o tempo para
atingir a tensdo ativa tTa; o tempo para atingir o pico de encurtamento, tPS; e o tempo para
metade do relaxamento, tHR.

Para caracterizar o fendtipo associado a cardiomiopatia, recorreu-se a um estudo
ecocardiografico complementar, avaliando-se as dimensGes do ventriculo esquerdo e
parametros como a fracdo de ejecdo (FE) e a massa do ventriculo esquerdo (LVM).

No projeto realizado instalou-se um sistema de medicdo da forca em cardiomidcitos
isolados. Este sistema integra um motor magnético com controlo de alta velocidade, um
transdutor de forca, uma interface analdgico-digital, dois bracos mecanicos para o controlo
da movimentacdo do sistema, micromanipuladores e um microscdpio ético invertido para a
visualizacao dos procedimentos.

Com o equipamento implementado foi possivel obter parametros de forca das células
cardiacas e de sensibilidade dos miofilamentos ao calcio, controlando o comprimento do
sarcoémero: a Tt, forca total que o cardiomidcitos consegue desenvolver; a Tp, a forca passiva
do cardiomidcito; a Ta, a forca ativa que o cardiomidcito desenvolve durante a contracao; e
o pCasp, um indice indicador da sensibilidade ao célcio. Além destes parametros, realizou-se
o estiramento das células, avaliando-se as suas propriedades passivas. Da relacdo entre a
tensdo passiva e o comprimento do sarcémero, obteve-se o valor da constante de rigidez da
célula, Kc.

O programa fornecido com o sistema permitiu criar um protocolo para automatizar o
processo de medicdo de forca isométrica, baseando-se no controlo das acdes do motor, e
ainda a aquisicao dos dados.

O estudo realizado com cardiomidcitos provenientes de apices de coragdes de
coelhos permitiu avaliar a fun¢do cardiaca em animais normais e com IC, recorrendo ao

sistema implementado.



2 MORFOLOGIA CARDIACA

O coracdo é um o6rgao composto por musculo cardiaco responsavel por manter o
fluxo sanguineo através de contragdes ritmicas e involuntarias [7, 8]. O musculo cardiaco é
auto-excitante ja que gera contracGes espontaneas e ritmicas cuja frequéncia ou ritmo
cardiaco podem ser alterados por influéncia nervosa ou hormonal [8].

O ciclo cardiaco refere-se ao padrdo de repeticdo da contracdo, ejecao, relaxamento
e enchimento ventriculares. As duas primeiras fases constituem a sistole, e as duas ultimas a
diastole [9].

O musculo cardiaco possui caracteristicas Unicas ja que é necessario que esteja
adaptado a especial fungdo do coragdao que contrai e relaxa rapidamente. Durante a
contragao, o coragao tem de gerar pressoes suficientemente elevadas para conseguir ejetar
0 sangue para todas as partes do corpo [10, 11].

Neste capitulo abordar-se-4 a composicao do musculo cardiaco e o seu processo de
contracdo e de relaxamento, bem como a funcdo cardiaca para compreender melhor o
coracao, ja que se revela de extrema importancia conhecer a relagdo entre a sua estrutura e

a funcao dos elementos que o compde [11]

2.1 CARDIOMIOCITOS

As células musculares cardiacas, os cardiomidcitos, tém forma cilindrica, cujo
diametro pode variar entre os 10 e 0s 25 um, e o comprimento entre os 30 e os 100 um,
aproximadamente [7]. Para que o fornecimento de oxigénio e substrato seja adequado ao
metabolismo cardiaco, o miocdrdio possui uma boa rede capilar, com cerca de um capilar
por fibra. Além disso, os cardiomidcitos possuem um largo nimero de mitocondrias, o que
permite suportar os requisitos energéticos, através da sintese de trifosfato de adenosina
(ATP) [11].

Estas células possuem um nucleo central e contém miofibrilas que se organizam em
sarcomeros alinhados [10, 11]. Os cardiomidcitos formam redes celulares ramificadas,
fortemente unidas topo-a-topo por discos intercalados (ligacdo mecanica) e comunicando
amplamente através juncdoes de hiato, que permitem ligacdo elétrica entre si (Figura 1) [10-

12].



Discos
Sarcémero Intercalados

Miofilamentos

Miofibrilas

Figura 1 - Estrutura dos midcitos cardiacos. Os cardiomidcitos sdao compostos por miofibrilas, cada
uma contendo miofilamentos constituidos por actina e miosina. A miosina estd ancorada a linha-Z pela titina.

O sarcédmero, a unidade basica contrdctil, situa-se entre duas linhas-Z (Adaptado de [12]).

Os sarcOmeros sao complexos multi-proteicos que formam unidades basicas
responsaveis pela contragdao dos cardiomidcitos. S3o compostos principalmente por dois
sistemas de filamentos: os filamentos grossos de miosina e os filamentos finos compostos
por actina, troponina e tropomiosina [12].

Os sarcémeros sdo, também, responsaveis pelo aspeto estriado que os
cardiomidcitos possuem, e podem ser divididos em 4 dreas microscopicamente distintas: 1)
Os discos Z, também designados de linhas-Z, formam o limite de cada sarcémero; 2) a
banda-l contém os filamentos de actina e miosina a volta das linhas Z; 3) a banda-A esta
localizada entre duas bandas |; 4) a linha M forma o centro do sarcémero (Figura 2) [10].

As pontes cruzadas sdao as interagdes mecanicas entre os filamentos de actina e
miosina durante o processo de contragdo que provocam o deslizamento dos filamentos finos

sobre os grossos, diminuindo a distancia entre as linhas-Z e encurtando os cardiomidcitos

[10-12].
Sarcomero

—_—
—_——
—_——
c——
—t—————

Disco-2 Linha-M Disco-Z

Banda-l Banda-A Banda-l

Figura 2 - Representacdo esquematica do Sarcomero (Adaptado de [10]).



O comprimento de cada sarcémero é um fator determinante da forga de contracao
do cardiomidcito [12]. Em condig¢Oes fisioldgicas varia entre os 1,6 e os 2,4 um, sendo a
sobreposicdo dos filamentos de actina e miosina 6tima para comprimentos de 2 até 2,4 um,

ja que o numero de pontes cruzadas formadas e forca desenvolvida sdo maximas [11].

2.1.1 PROTEINAS MIOFILAMENTARES

A linha-Z tem sido vista, vulgarmente, como uma ligagdo mecéanica entre dois
sarcomeros, sendo importante na associacdo entre os filamentos finos e a transmissdo de
forca gerada pelos miofilamentos. Esta ligacdo é feita pela a-actinina, provavelmente o mais
conhecido componente dos discos-Z. A a-actinina é uma molécula de ancoragem dos
filamentos finos de actina dos dois sarcdmeros a respetiva linha Z que os separa. Os discos-Z

podem funcionar como sensores de estiramento altamente especializados (Figura 3) [10].

a - actinins-2 actina titina Cap-Z T-cap

Figura 3 - Representacdo esquematica do sensor de estiramento ao nivel dos discos-Z (Adaptado de [10]).

No sarcomero existe uma larga proteina filamentosa designada de titina. Esta
proteina liga os filamentos de miosina as linhas-Z, posicionando os filamentos grossos no
centro do sarcomero. Gragas as suas propriedades eldsticas, a titina desempenha um papel
relevante nas propriedades mecanicas do coragao. A titina, a miosina, a actina e outras
proteinas, formam o citosqueleto dos midécitos [12].

A miosina é uma proteina de grande peso molecular. Dentro de cada sarcémero,

existem cerca de 300 moléculas de miosina por cada filamento grosso. Cada molécula de
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miosina contém duas cabecas, que servem como local de ligacdo a ATPase da miosina, uma
enzima que hidrolisa o ATP, necessario a formagdao de pontes cruzadas. As cabecas da
molécula interagem com um sitio de ligacdao na actina [12].

Cada filamento grosso de miosina estd rodeado por seis filamentos finos. Estes
filamentos finos sdo compostos por actina que é uma proteina globular, disposta numa
cadeia de unidades globulares repetitivas, formando dois filamentos helicoidais. Entre os
filamentos de actina encontram-se proteinas, em forma de bastonete, chamadas
tropomiosina. Cada molécula de tropomiosina associa-se a sete moléculas de actina.
Anexado a tropomiosina em intervalos regulares esta o complexo regulador troponina,
composto por trés subunidades: a troponina T (Tn-T), que se liga a tropomiosina; a
troponina C (Tn-C), que se liga ao Ca®" durante o acoplamento excitacdo-contracdo; e a

troponina-l (Tn-l), que se liga a actina (Figura 4) [12].

da Miosina
Tn-C
Tn-| /
~a Tn-T
V'd
Tropomiosina f
Actina

Figura 4 - Composicdo dos miofilamentos cardiacos. Os filamentos finos sdo compostos por moléculas de
miosina, cada molécula contendo duas cabegas globulares em cada extremidade. Os filamentos finos sdo
constituidos por actina, tropomiosina, e troponina (troponina-T (Tn-T), troponina-C (Tn-C) e troponina-i (Tn-

I) (adaptado de [12]).

O complexo troponina mantém a tropomiosina numa posicdo que impede das
cabecas da miosina a actina. Quando o Ca** se liga a Tn-C, ocorre uma mudanga
conformacional no complexo troponina de tal forma que o complexo troponina-
tropomiosina se afasta e expde o local de ligagio da miosina a actina. Quando o Ca** é
removido da Tn-C, o complexo troponina-tropomiosina retoma a sua posi¢ao inicial

blogueando a ligacdo miosina-actina [12].



2.1.2 MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular (MEC) é composta por tecido conjuntivo que contem fibras de
colagénio |, colagénio lll, elastina, substancia gelatinosa composta por proteoglicanos e por
proteinas da membrana basal como o colagénio IV, a laminina e a fibronectina [13]. Esta
MEC atua como um substrato aderente e fornece estabilidade estrutural ao tecido cardiaco
[14].

Na periferia da célula, em contacto com o disco-Z sarcomérico, existem focos de
adesdo complexos. Estas estruturas, designadas de costameros, ligam os sarcdmeros ao
sarcolema. Os costameros sdo relevantes na transmissdo da forca contractil gerada pelas
miofibrilas ao sarcolema e a MEC, e eventualmente a células vizinhas [10]. Além disso. S3o
pontos organizacionais do citosqueleto membranar, que mantém a integridade estrutural da

membrana durante a contracdo [14].

2.2 ESTIRAMENTO

O estiramento significa alongamento do musculo. No corag¢do, o estiramento
acontece durante o enchimento. O musculo é entdo estirado contra uma forca de resisténcia
num processo designado de contragdo excéntrica, enquanto o encurtamento do musculo é
designado de contracdo concéntrica [10].

Os midcitos possuem propriedades elasticas passivas que auxiliam o retorno das
células estiradas ao seu comprimento em repouso. No estiramento diastélico, que
corresponde a um comprimento de sarcémero do cardiomiocito menor do que 2,2 um, a
geracao de tensdo diastdlica é atribuida principalmente a distensdo da titina [13], mas, para
comprimentos de sarcomero superiores, a contribuicdo da matriz extracelular (MEC) torna-

se muito importante [10].

2.3 EXCITACAO-CONTRACAO DA CELULA CARDIACA

.e sy . 24\ « . . . . . ~ .
O ido calcio (Ca”") é o mensageiro universal envolvido na sinalizagao intracelular em
guase todas as células e tecidos [15] e é essencial na atividade elétrica cardiaca, sendo um

ativador direto da contragdo dos miofilamentos [16].



“O ponto crucial no processo contrdctil reside na alteracéo das concentragdes de iGes

de cdlcio no citosol miocdrdico.” (Opie, 1997)

A modulagdo da contractilidade e relaxamento cardiacos pelos niveis de cdlcio livre
intracelular tem sido considerado um mecanismo crucial. Por exemplo, o aumento da forca
miocdrdica que é induzido por hormonas de stress (adrenalina e noradrenalina) pode ser
atribuido ao aumento da velocidade de entrada de calcio durante o potencial de acdo [15].

A associacdo excitagcdo-contracao cardiaca é um processo que vai desde a excitacao
elétrica do midcito até a contracdo do coragdo [16].

A membrana das células musculares designa-se de sarcolema. Nos cardiomidcitos
caracteriza-se por profundas invaginacées chamadas de tubulos T (transversais) (Figura 5).
Os tubulos T, sendo uma parte do sarcolema, estdo abertos para o exterior da célula o que
permite as trocas idnicas entre os compartimentos extra e intracelular que sdo necessarias a
despolarizacdo e repolarizacdo elétricas dos midcitos. Dentro da célula, e em estreita
associacao com os tubulos T, existe uma extensa rede de ramificacdo tubular chamado
reticulo sarcoplasmatico (RS) [12].

As cisternas terminais sdo bolsas do RS que estdo adjacentes aos tubulos T. Entre as
cisternas e os tubulos ha regides de densidade eletrénica, designadas de pés funcionais que
detetam a despolarizacdo do sarcolema e permitem a entrada de Ca2+ a partir do meio

extracelular através de canais de Ca* tipo L [12].

— Reticulo Sarcoplasmatico
J

Miofibrilas

A / ~— Citosol
Yy /
./
. ____ Membrana

. Plasmatica
.' s’
-
Tubulos-T <= S
Sacos laterais A,

Mitocdndria—————— Lo
: iy -

Figura 5 - Estrutura anatémica dos tubulos transversos e do reticulo sarcoplasmético numa fibra muscular

(adaptado de 15).



E importante referir que esta quantidade de célcio é muito pequena. Por si s, este
influxo de calcio ndo aumenta significativamente a concentragdo intracelular, exceto nas
regides junto ao sarcolema. Este calcio é detetado por canais rianodinicos localizados nas
cisternas terminais do RS e que se abrem libertando grande quantidade de Ca2+ para o
citoplasma [7, 10, 12]. A combinacdo do influxo e da libertacdo de Ca** aumenta a
concentracdo de cdlcio livre intracelular, permitindo a sua ligacdo a proteina Tn-C, que
aciona, ent3o, a maquinaria contractil. Para que ocorra o relaxamento, o Ca** terd que se
dissociar da Tn-T e a sua concentracao intracelular diminuir substancialmente através da sua

recaptacdo para o interior do RS (Figura 6) [16].

Sarcolema Eg™

Miosina
l E ) Ca* Canais
de
nC—_ f L Calcio
tipo-L
Actina /

SERCA Fosfolamban “feet” Tubulo-T

Figura 6 - Papel do Calcio no acoplamento excitagdo-contragdo cardiaco (Adaptado de [12]).

No final da sistole, o influxo de Ca®* cessa, terminando a libertagdo de calcio do RS, ja
que deixa de ser estimulado. Avidamente, o RS retoma o Ca®* por meio de uma bomba de
calcio (SERCA-2a — Bomba de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico) que é estimulada pelo
fosfolamban, depois deste ser fosforilado por uma proteina cinase dependente do AMPc
(PKA) [11]. A fosforilacdo da troponina-l inibe a ligacdo do célcio a troponina-C, o que conduz
ao bloqueio dos locais de interagdo entre a miosina e a actina, ocorrendo o relaxamento. O

sarcomero volta ao seu comprimento inicial (Figura 7) [7, 11].
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Figura 7 - Encurtamento do sarcémero e o deslizamento dos filamentos. O cdlcio liga-se a troponina-
C (Tn-C) possibilitando a ligagdo actina-miosina, formando as pontes-cruzadas. Removendo o calcio, inibe-se
a ligagdo actina-miosina e as pontes-cruzadas cessam, voltando o sarcdmero ao seu comprimento de

relaxamento (Adaptado de [12]).

O desenvolvimento da forga de contracdao depende da concentragdo intracelular e
total de cdlcio em relagGes altamente ndo-lineares, como resultado de uma forte
cooperatividade dos miofilamentos com a respetiva concentracdo de cdlcio. Além disso a
contragao gera forca isométrica (pressao ventricular) e encurtamento rapido (para ejetar o
sangue). Existem duas maneiras de alterar a forca da contracdo cardiaca: alterando a
amplitude ou a duracdo dos transientes de calcio, e alterando a sensibilidade dos
miofilamentos ao calcio [16].

A sensibilidade ao calcio dos miofilamentos é melhorada dinamicamente pelo
estiramento dos miofilamentos (tal como o coracdo se enche de sangue), resultando numa
contracdo mais forte. Isto deve-se, em parte, a compressao transversa do miofilamento que
ocorre no estiramento, que aumenta a interacdo actina-miosina. Esta compressdo lateral é
um importante mecanismo autorregulatério pelo qual o coragdo se ajusta ao enchimento
diastdlico alterado [16].

Existem outros mecanismos importantes associados a contractilidade cardiaca. E o
caso da alteracdo da conformidade do cdlcio dos miofilamentos. Fisiologicamente, estas

variacOes sdo obtidas pela alteracdo do comprimento do sarcomero (mecanismo Frank-
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Starling) ou, especificamente, pelo estado da fosforilacdo das proteinas do miofilamento
[15].

O termo “alteracdo da conformidade do cdlcio” refere-se a uma alteracdo da
concentragdo de calcio necessdria para o desenvolvimento de 50% da forca maxima do
(modulagao sensibilidade ao calcio), a uma alteragdao da atividade maxima ou a uma

combinacdo de ambas [15].

2.4 FUNCAO CARDIACA

O sistema cardiovascular fornece oxigénio e substratos metabdlicos aos tecidos e
remove dioxido de carbono e produtos resultante do metabolismo. Isto requer uma
integracdo de todos os seus componentes. As maiores disfuncdes circulatdrias de origem
cardiaca devem-se a anomalias do ventriculo esquerdo. Nestes casos, a avaliacdo clinica da
funcdo cardiaca baseia-se no desempenho do ventriculo esquerdo, cuja performance
depende da organizacdo e configuracdo da camara ventricular, da funcdo valvular e das
condicdes de carga a que estd sujeito [17].

A funcdo sistdlica cardiaca é determinada por quatro fatores: pré-carga, pds-carga,
contractilidade e ritmo cardiaco [17].

A pré-carga é o estiramento do miocardio antes da contragcdo que determina o
comprimento inicial do sarcémero, isto significa que a pré-carga pode ser entendida como a
tensdo que é realizada sobre o musculo antes do inicio da contracdo. Assim, e dentro dos
limites fisioldgicos, quanto maior for a pré-carga maior forte serd a contracdo do miocardio
[17, 18].

A pos-carga é considerada como a tensdo que o miocardio necessita vencer para
contrair, ou seja, é a tensdo na parede ventricular que os sarcdmeros precisam ultrapassar
para encurtarem. Pode ser pensada como a carga que o cora¢do deve exercer para conseguir
ejectar o sangue. Deste modo, uma elevada pds-carga origina uma elevada pressao, no
entanto o grau e a velocidade de encurtamento diminuem [17].

Em protocolos experimentais que utilizem preparacdes de musculo cardiaco ou
coracdo isolados, a carga pode sofrer um controlo apertado e os efeitos de intervencdes na
forca, extensdo e velocidade de encurtamento indicam os seus efeitos na contractilidade
[17]. Assim sendo, a contractilidade, também designada de inotropismo, pode ser descrita
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como sendo o desempenho do coracdo perante determinadas condi¢des de pré e pds-carga.
Um indice de contractilidade é a pressao isovolumétrica a um dado comprimento inicial da
fibra. Este comportamento reflete a interacdo que ocorre nas pontes cruzadas. Um aumento
da contractilidade pode traduzir-se num aumento da frequéncia de contragao (ritmo
cardiaco) ou num aumento da forca desenvolvida (efeito inotrépico positivo). Normalmente,
no musculo isolado a contractilidade é avaliada através do tracado tensdo-ativa —

comprimento [11, 17, 18].
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3 SISTEMAS DE AVALIACAO DA FUNCAO CONTRACTIL

A avaliagao da fungao contractil em coragdes intactos in vivo é uma tarefa complexa
devido a varios fatores como a pré-carga, pés-carga e frequéncia cardiaca que sdo dificeis
controlar e podem alterar a contractilidade. Varias estratégias tém sido adotadas para fazer
face a estas dificuldades, destacando-se a ecocardiografia e o estudo hemodinamico [19]. O
controlo desses fatores pode ser feito in vitro através de preparacdes multicelulares ou
unicelulares.

Neste capitulo descrever-se-dao quatro estudos diferentes que podem ser realizados
para avaliar a funcdo cardiaca: o ecocardiografico, o hemodindmico, em musculo papilar

isolado e em cardiomidcitos isolados.

3.1 ESTUDO ESTRUTURAL E FUNCIONAL ECOCARDIOGRAFICO

A ecocardiografia € uma técnica ndo-invasiva de ultrassons, desenvolvida para
fornecer informacgdes quantitativas sobre o desempenho ventricular pela derivacdao dos
volumes ventriculares e da fracao de ejecdo a partir das medi¢des do eixo ventricular [20].

A ecocardiografia combina duas modalidades: a imagem dos tecidos e a detecdo do
fluxo de sangue com a determinacdo da velocidade (efeito Doppler). A imagem dos tecidos é
obtida pela transmissdo de ultrassons no torax, e é o reflexo das estruturas intratoracicas,
determinado pelas propriedades acusticas do tecido [21]. Em estudos clinicos, geralmente,

utilizam-se as modalidades de imagem bidimensional e o modo-M.

Figura 8 - Ecocardiograma Modo M das cavidades ventriculares direita (VD) e esquerda (VE) [22].
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O modo-M usa um unico feixe de varrimento para produzir uma vista unidimensional
através de estruturas intracardiacas, ao longo da proje¢ao do feixe (Figura 8). O modo-M é
util para medir as dimensdes das camaras cardiacas: a IVS, espessura do septo
intraventricular; os LVDd e LVDs, diametros do ventriculo esquerdo diastdlico e sistélico,
respetivamente; e a LVPW, espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo (Figura 8).
O modo-M pode ser utilizado, também, para avaliar o movimento de alta frequéncia, o que
se revela de grande importancia para a sequéncia de eventos, como a abertura e o fecho das
valvulas cardiacas. Como o modo-M proporciona um campo de visdo muito limitado, é
usado, principalmente, como complemento as imagens bidimensionais [21].

As imagens bidimensionais s3ao obtidas a partir de varios feixes de varrimento
sequencial gerados e processados eletronicamente, de modo a criar um plano de imagem
tomografica com um campo de visdo mais alargado [23].

S3do necessarias imagens 2D de diferentes projecdes para proporcionar uma visao
completa do coracdo. As imagens sdao, normalmente, obtidas das projecdes parasternal,
apical, suprasternal e subcostal, manipulando a sonda de modo a obter imagens dos eixos

longo e curto de cada estrutura a analisar, tal como mostra a Figura 9 [21].

Supraesternal

Figura 9 - Janelas e planos ecocardiograficos (Adaptado de [23]).

A fragdo de ejecdo (FE), que é uma medida do desempenho da bomba do coracdo
apenas relacionada com a funcdo mecanica muscular, tem sido amplamente utilizada como

um indicador de desempenho do miocdrdio sistdlico [20].
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O recurso a técnicas de Doppler permite comparar velocidades médias de
encurtamento circunferencial das fibras. Este parametro esta relacionado diretamente com
a funcdo muscular cardiaca e, portanto, pode fornecer informag¢des sobre o desempenho
ventricular que ndo pode ser obtido considerando apenas a FE [20].

Além de fornecer informacdes sobre dimensdes do VE e FE, ambos importantes para
o diagndstico de insuficiéncia cardiaca diastélica, a ecocardiografia fornece indices de fungao
diastdlica. Os mais conhecidos destes sdo as velocidades do fluxo mitral: as ondas E e A que
correspondem, respetivamente, ao fluxo precoce durante o enchimento precoce do VE e a
subsequente contribuicdo da contracdo auricular. Quando a funcdo diastdlica é normal a
velocidade da onda E excede a da onda A [24].

Com relaxamento alterado, a contracdo auricular contribui relativamente mais para
enchimento ventricular (A<E, com desaceleracdo prolongada da onda E). Quando aumenta a
pressao diastdlica do VE, ao ponto que a contribuicdo da contragdo auricular € minima para
o enchimento do VE, a onda E mais uma vez torna-se predominante, mas com rapida
desaceleracdo (de alta velocidade da onda E, normalmente mais do dobro da A velocidade
da onda) [24].

Esta técnica tem associadas a si algumas vantagens sendo um método de facil
realizacdo, ndo invasivo e disponivel em larga escala, possuindo, no entanto, uma baixa
reprodutibilidade, j& que é bastante dependente do operador [5]. Além disso, a
ecocardiografia ndo permite a medi¢ao de for¢a do musculo cardiaco e, consequentemente,

ndo possibilita uma avaliacdo das suas propriedades mecanicas.

3.2 ESTUDO FUNCIONAL HEMODINAMICO

O estudo hemodinamico é um método de diagndstico que utiliza técnicas invasivas
para obtencdo de dados funcionais e anatdmicos das varias cardiopatias. As pressdes
intracardiaca, arterial e venosa sdo variaveis importantes e podem ser usadas para avaliar a
funcdo cardiaca [17]. As ansas pressdo-volume do ventriculo esquerdo, obtidas em tempo
real, fornecem um meio de compreensao do mecanismo cardiaco em experiéncias humanas
e animais. Estas ansas podem ser determinadas pela medicdo da pressdo e do volume

dentro do ventriculo esquerdo, em tempo real. E através do cateterismo que se faz o estudo
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da dinamica circulatdria, que consiste na insercao de cateteres nas cavidades cardiacas [17,
25].

A partir das ansas pressao-volume podem ser determinados varios parametros
hemodinamicos relevantes, tais como o volume de ejecao (Ve), débito cardiaco (DC), fracao
de ejecdo (FE), entre outros [24, 25].

Apesar da sua utilidade na obtencdo de pressdes intracardiacas, o facto de ser uma
técnica invasiva e de ndo permitir medir a forca desenvolvida pelo coracdo torna-se

desvantajoso quando se pretende avaliar as propriedades mecanicas deste érgao.

3.3 ESTUDOS FUNCIONAIS EM MUSCULO PAPILAR ISOLADO

A importancia funcional dos musculos papilares foi acentuada em 1956, com os
estudos de Rushmer et al. demonstrando que, na fase inicial da sistole, os papilares
promovem encurtamento do eixo longo dos ventriculos, aumentando o diametro da base, a
tensdo nas paredes e, consequentemente, a eficacia e ejecdo sistdlicas [26].

O papel dos musculos papilares do ventriculo esquerdo é, também, fornecer apoio
estrutural para a valvula mitral durante a contracdo cardiaca. Os musculos sdo
particularmente importantes para o fecho da valvula durante a sistole, garantindo que a
valvula ndo se projete para a auricula [27].

Os estudos realizados com musculos papilares dividem-se, normalmente, em trés
fases: uma primeira fase isométrica, que ocorre durante a contracdo isovolumétrica no inicio
da sistole; a fase de encurtamento, que ocorre durante a ejecdo (esvaziamento ventricular);
e uma fase de re-alongamento que coincide com o enchimento do ventriculo relaxado [27].

Tradicionalmente, estudos cardiacos in vitro tém usado o musculo papilar como um
modelo de musculo ventricular. Este tipo de protocolos envolvem, geralmente, tanto
contragdes isométricas como isotdnicas com pds-carga, contudo a frequéncia de contragao é

muito baixa em comparagao com as frequéncias fisioldgicas [27].
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Figura 10 - Diferentes setups para determinagdo da forgca do musculo papilar.

A preparacdao com musculo papilar isolado é usada para a avaliacdo das propriedades
mecanicas do tecido cardiaco, tais como efeitos inotrdpicos e lusitrépicos, para o estudo das
propriedades basicas eletrofisioldgicas ou para estudos farmacoldgicos. A determinacdo da
forca mecanica pode ser obtida a partir de trés setups possiveis (Figura 10): o isotdnico (a
forca mantém-se constante, enquanto o musculo pode encurtar); o isométrico (o
comprimento do musculo mantém-se constante, enquanto a forca varia); e o auxoténico (a
forca e o comprimento alteram-se) [28]. No entanto, apenas os setups isotdnico e isométrico
foram utilizados no decorrer deste estudo, ja que se pretendia realizar medi¢des isotdnicas e
isométricas no musculo papilar.

Os musculos papilares necessitam de ser estimulados eletricamente. Desde que a
solugcdo usada contenha sais, é possivel que os processos eletroliticos ocorram nos
elétrodos, levando a polarizacdo dos elétrodos ou a libertacdo de metais. Para evitar esta
situacdo, usam-se normalmente elétrodos nao polarizdveis (Pt — platina) [28].

Uma das caracteristicas do musculo cardiaco que o torna dificil para o estudo do
ponto de vista mecanico é o facto de as suas propriedades serem influenciadas pelas

condi¢cGes mecanicas sob as quais contrai [29].

3.3.1 MEDICOES ISOMETRICAS DA FORCA

O musculo é colocado no setup isométrico, no qual é pré-estirado, e portanto nao ha
alteracdo do comprimento do musculo quando contrai, isto €, o musculo esta fixo nos dois
terminais, sendo que um esta ligado ao transdutor de forca. E entdo aplicado um estimulo

elétrico simples, e a forca desenvolvida é registada sob condi¢des isométricas. Os pré-
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estiramentos repetem-se. O valor de estiramento no qual se obtém maxima forca é definido

como Lpyax (28]

3.3.2 MEDICOES ISOTONICAS DA FORCA

Tal como nas medi¢bes isométricas, o musculo é fixo na base, enquanto o outro
terminal estd associado ao transdutor. Em principio, existe movimento quando o musculo
contrai, ao contrdrio do setup isométrico, e este movimento é registado por outro tipo de
transdutor [28].

A pré-carga é responsavel pela existéncia do estiramento inicial (Figura 11 A). Com a
estimulacdo, os elementos contracteis do musculo comecam a encurtar, contudo o
comprimento ndo se altera: as fibras musculares encurtam a custa da interacdao dos
miofilamentos. O estiramento dos elementos eldsticos representa um aumento progressivo
da forca desenvolvida, mas sem qualquer encurtamento do musculo. Quando a forca dos
elementos contracteis iguala a carga (pds-carga), é possivel observar-se um encurtamento

do musculo, sem que haja aumento da forca desenvolvida [11].
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Figura 11 - Modelo para a contracdo em pré-carga e pds-carga do musculo papilar, em que A
representa o musculo em repouso, B a contragdo com estiramento sem encurtamento visivel, e C a contragdo

com encurtamento externo (Adaptado de [11]).

A velocidade e a forca de contracdo s3o dependentes da concentracdo de Ca®* livre
intracelular. A forca e a velocidade estdo inversamente relacionadas, portanto sem nenhuma
carga, a velocidade é maxima, mas a forca é insignificante. Numa contracdo isométrica, sem

qualguer encurtamento externo, a forca € maxima mas a velocidade é nula [11].
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De modo a obter uma relacdo forca-comprimento e a curva isotdnica maxima, o
musculo é pré-estirado de modo crescente, a forga é registada, o estimulo é aplicado [28].

Normalmente é usado um banho cilindrico com uma resisténcia exterior para manter
a solucdo a temperaturas fisiolégicas. No fundo do banho existe um pequeno dispositivo
para oxigenacdo da solucdo. O musculo papilar é fixo com a sua base no fundo de uma haste
longa, enquanto o tendao é preso ao transdutor de forca. Na haste em que o musculo é fixo

existe um sensor que permite controlar a temperatura do banho [28].

3.4 ESTUDO FUNCIONAL DE CARDIOMIOCITOS ISOLADOS

As propriedades passivas e ativas do musculo cardiaco tém sido determinadas pela
utilizacdo de aplicagdes multicelulares, tais como os musculos papilares. Alguns
investigadores avancaram para preparacdes de células Unicas isoladas, que permitem que as
medi¢Ges sejam feitas a uma escala mais fina e sem interferéncia da MEC [30].

O estudo da contractilidade dos cardiomidcitos pode ajudar a desvendar os processos
e vias de sinalizagdo intracelulares que estdo na base da fung¢do cardiaca, quer em coragdes
saudaveis, quer em doentes. Sdo varios os fatores inotrépicos positivos ou negativos que
influenciam o comportamento contractil destas células musculares [31].

Quando sujeitas a varias condicbes patoldgicas, como a sobrecarga de pressdo e/ou
volume, as proteinas contricteis sofrem alteracdes na sua composicao, influenciando a
fungdo cardiaca [32]. Até agora, os efeitos destas alteragdes nas propriedades mecanicas e
energéticas do coracdo tém sido investigados em modelos animais [6, 32].

Um dos objetivos do estudo das propriedades mecanicas em midcitos cardiacos
isolados é deduzir a cinética das pontes cruzadas pela compreensdo do processo contractil
[33].

A funcdo contractil esta fortemente dependente do comprimento do sarcémero e do
encurtamento das pontes-cruzadas [33]. Uma preparagdo de cardiomidcitos isolados torna-
se importante para o estudo da mecanica cardiaca devido a auséncia de tecido conectivo e
endotélio que provocam altera¢des nas propriedades contrdcteis e viscoelasticas do tecido

[34]. De facto, uma preparacdo sem colagénio e com um numero reduzido de miofibrilas
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permite um acesso quase direto a medicdo do comprimento do sarcémero e a resposta
contractil das pontes-cruzadas [33].

Os mecanismos subcelulares podem ser avaliados com maior detalhe neste tipo de
preparacdes, o que é uma vantagem em relacao a preparag¢des de tecido intacto, como é o

caso do musculo papilar isolado [34].

*gura

Comprimento

H1.0um

Figura 12 - Cardiomidcitos isolados (escala em um).

A escolha da célula é importante: deve ser tido em conta o seu aspeto estriado, que
permitird determinar o comprimento do sarcémero, e as dimensdes proximas das esperadas
(largura cerca de 25 um e comprimento préximo dos 100 um). A Figura 12 mostra uma
célula dentro dos parametros desejaveis para a colagem.

A fixacdo de um cardiomidcito possibilita a medicdo da sua forca e da sua rigidez [33].
O desenvolvimento de técnicas que possibilitam a medicdo de forca em células ndo tem
sofrido um grande progresso. A dificuldade de encontrar métodos de fixacdo de células que
sejam suficientemente robustos para tolerar contracdes fortes sem afetar a funcao da célula
e a sua viabilidade estao na base deste impasse.

Em 1989, Le Guennec et al. apresentaram uma técnica que permitia controlar a pré-
carga do cardiomidcito fixando fibras de carbono nas extremidades da célula. Deste modo
era possivel aumentar o comprimento do sarcémero (SL) homogeneamente e calcular as
forcas passiva e ativa pela monitorizacdo otica das alteragdes na curvatura das fibras de
carbono [35]. Esta técnica tem sido utilizada por varios grupos de investigacdo para a

caracterizagdo das propriedades eletromecanicas durante contragdes auxoténicas [34].
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Recentemente, Yasuda et al. utilizaram uma versdao modificada da técnica de Le
Guennec, adaptando um sistema de controlo de for¢a e comprimento. Este método pode ser
usado em cardiomidcitos isolados durante contracdes isométricas, isoténicas, e auxotdnicas.
Uma fibra de carbono é rigida, servindo como local de ancoragem da célula, enquanto o
movimento de flexao da fibra complacente é controlado para fazer a medicdo da forca e do
comprimento. Uma desvantagem desta técnica é a auséncia de controlo da posicdo global
do cardiomidcito, o que contribui para a indefinicdo do sarcémero [34, 36].

Varios investigadores tém apontado um método que recorre a um transdutor de
forca sensivel e um motor para medicdo de forca em cardiomidcitos isolados durante
contracOes isométricas. Neste processo a fixacdo ao transdutor e ao motor é realizada com
cola silicone, sendo que o motor realizard alteracdes no comprimento das células [6, 37-39].
Um estudo realizado por van der Velden et al. em cardiomidcitos provenientes de bidpsias
humanas revela que a for¢a isométrica média na concentra¢do de saturacao de calcio ronda
0s 50 N/mm? [6].

Outras técnicas tém sido desenvolvidas para substituir a utilizacao de transdutores de
forca. A ligacdo fisica do transdutor a superficie da célula pode contribuir para a forca
medida, provocando erros de medicdo [40]. E o caso do método proposto por Lin et al.,
baseado em tecnologia de sistemas microeletromecanicos (MEMS). Com esta tecnologia,
fabricaram dois feixes transdutores, incorporando um dos feixes um medidor de tensdo. As
extremidades dos cardiomidcitos estdo ligadas aos feixes por bragadeiras [39, 41]

Outra técnica de avaliacdo da contractilidade dos cardiomidcitos, e que utiliza um
granulo magnético, foi proposta por Yin et al.. O granulo é anexado a uma extremidade
celular, e é aplicado um campo magnético sobre ele. Recorrendo a um microscépio invertido
com detecdo de bordas, a forca contractil pode ser extraida da medi¢cdo do deslocamento
maximo de contracdo celular e da forca do campo magnético de carga no granulo [39, 40].

O sistema implementado, e que serd apresentado de seguida, é constituido por um
transdutor de forgca e um motor magnético. A escolha deste tipo de sistema, em detrimento
de outros ja existentes, baseou-se nos parametros de forca isométrica pretendidos e no

facto deste sistema proporcionar um ajuste uniforme do SL.
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4 [IMPLEMENTACAO DE SISTEMA DE AVALIACAO FUNCIONAL DE
CARDIOMIOCITOS ISOLADOS

A avaliacdo da funcdo cardiaca a nivel celular torna-se cada vez mais relevante na
compreensdo do processo contractil, pela alteracdo das propriedades mecanicas e
energéticas dos cardiomidcitos.

Como explicado no capitulo anterior, a aquisicdo dos valores de forca de um
cardiomidcito é a base desta avaliagdo funcional. Para tal, é necessario um sistema que
proporcione a fixacdo dessas células e que permita a medicdo da sua forca e o controlo o seu
comprimento.

Neste capitulo descrever-se-8 o funcionamento do sistema que possibilita efetuar
estas tarefas em cardiomidcitos, bem como a sua implementacdo e parametrizagao.
Abordar-se-4, ainda, o modo como foram adquiridos e tratados os dados fornecidos pelo

sistema durante a medicao de forga.

4.1 SISTEMA DE MEDICAO DE FORCA

O sistema para avaliar funcionalmente os cardiomidcitos consiste num conjunto de
dispositivos mecanicos e eletrénicos que, em conjunto, permitem o controlo e a aquisicdo
de parametros funcionais das células em questdo. O diagrama de blocos do setup para a

medicdo de forga estd representado na figura seguinte (Figura 13).

Computador
Controlador de Comprimento Interce AD Transdutor de Forga
— Cdmara
Joystick Motor Dizpositiv de teste Sensor de Forga Joystick
Fonte de Luz Microscopio

Regulador Témico

Figura 13 - Representacdo em diagrama de blocos dos vdrios componentes que compGe o setup.

23



Este sistema é composto por um transdutor de forca, um motor com controlador
servo, um microscopio Otico invertido e um termorregulador. Além destes dispositivos,
possui também micromanipuladores (joysticks), uma cdmara de video e uma interface A/D,

que converte os sinais analdgicos provenientes do transdutor em sinais digitais.

4.1.1 TRANSDUTOR DE FORCA

O sistema transdutor de forca utilizado foi o Modelo 403A fornecido pela Aurora
Scientific Inc., e baseia-se num condensador de placas paralelas, de deslocamento varidvel. A

sua representacao esquematica é apresentada na Figura 14.
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Figura 14 - Representagdo esquematica do transdutor de forga [42].

Os transdutores capacitivos sdo os mais difundidos nas medicGes de forca. Estes
transdutores sdo muito precisos, e sdo conhecidos por possuirem sensibilidade e resolugado
extremamente elevadas, por uma grande largura de banda, pela sua robustez, estabilidade e
capacidade de medicdes sem grandes flutuacdes [43, 44]. Podem ser utilizados em
ambientes hostis (alta temperatura, comp06s magnéticos, radiacao) [22, 43].

A base de qualquer sensor capacitivo € um condensador. Os condensadores estdo
disponiveis em trés configuracdes, ilustradas na Figura 15: plana (paralela), cilindrica

(coaxial) e esférica (concéntrica) [43].
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Figura 15 - Principais tipos de condensadores capacitivos (adaptado de [43]).

No sensor de forca, as duas placas estao separadas por ar, ou outro meio dielétrico. A

capacidade aos terminais do condensador C é dada por:

em que C é a capacidade (em farads — F), €, a constante dielétrica do espaco entre as placas,
&, a constante dielétrica relativa do isolante, A a 4rea sobreponivel das duas placas e d a
espessura do espaco entre as placas [22, 45].

A medicdo da forca é feita através do condensador Croe (Figura 14). A forca é
direcionada para uma membrana cuja deflexdo eldstica é detetada pela variacdo da
capacidade, dada a variacdo da distancia entre as duas placas deste condensador [22]. O
valor do condensador Cgeference (Figura 14) serve como referéncia, sendo que a diferenca
entre as capacidades de ambos os condensadores dard o valor de forca medida. Esta forca
sera proporcional a diferenca entre as duas capacidades [45]. Um circuito eletrénico
converte as variacdes de capacidade em varia¢des de tensdo [22].

A capacidade descreve a resposta a aplicacdo de diferentes voltagens num
condensador, e é uma grandeza determinada pela quantidade de energia elétrica que pode
ser armazenada por uma dada tensdo e pela quantidade de corrente que o atravessa numa
certa frequéncia [46]. A capacidade pode ser expressa por:

o4
U
onde g é a quantidade de carga, dada em Coulomb, e U é o potencial electroestatico, dado
em Volts [46].
Este é um sistema muito sensivel a interferéncias térmicas, mecanicas e elétricas, que

podem alterar o valor de capacidade dos condensadores. Como ambos os condensadores
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estdo sujeitos as mesmas condic¢des, a subtracdo dos valores dos dois dispositivos anulam
qualquer efeito adverso, tornando este sistema termicamente estavel [42].

Uma das maiores vantagens destes transdutores é que o movimento de uma das suas
placas relativamente a outra requer a aplicagdo de forgas extremamente pequenas,
detetando variagcdes muito pequenas com muita precisdo [22].

O circuito detetor, apresentado na Figura 14, que se encontra no transdutor,
converte a corrente alternada de alta frequéncia num sinal de corrente continua
proporcional ao valor de cada condensador. O sinal é entdo enviado para o sistema
eletrénico onde um amplificador diferencial de transimpedancia converte os sinais de
corrente em tensoes proporcionais. Um amplificador diferencial gera a diferenca entre estes
dois sinais e o sinal resultante passa através de um amplificador buffer, usado também para
fornecer controlo de offsets e da amplitude do fator de escala [42].

Antes de passar para o amplificador diferencial, o sinal do condensador de referéncia
é usado para acionar o circuito de controlo oscilador. Se, por exemplo, uma mudanca de
temperatura no transdutor aumenta a corrente através do condensador de referéncia, isso
reflete-se no sinal que atravessa este circuito. Entdo, deve diminuir a amplitude do oscilador
o suficiente para dar conta da variacdo térmica. A resposta em frequéncia do circuito
oscilador é, também, suficientemente elevada para acomodar as alteracdoes devido as
vibracbes mecanicas, disturbios da linha de alimentacdo, etc., e é responsdvel por uma
melhoria de pelo menos 40 dB do ruido do sinal [42].

Apds o sinal ter passado pela desmodulacdo e pela rede de controlo, deve ser
linearizado. Isto deve-se ao facto de que a variacdao da capacidade em fungao da lacuna
(espaco entre as placas do condensador) ser ndo-linear. Na verdade, deve ser aplicada uma
funcdo de correcdo diferente para as forcas positivas e negativas, desde que a capacidade
varie em funcdo da distancia d. E utilizada uma aproximacdo linear por partes através de
uma rede de 4 diodos, que melhora os tipico 10% da ndo linearidade em larga escala para
menos de 1% [42].

O sinal passa, ainda, por um circuito de ganho antes de sair para o conector BNC no
painel frontal. Um comutador permite que o operador escolha um ganho de 1X, 5x ou 10x. O
sinal de saida é enviado simultaneamente para um voltimetro digital no painel frontal que

exibe a corrente de saida do dispositivo [42].
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Na tabela que se segue (Tabela 1), apresentam-se todos os valores, e respetivas
unidades de medida, das especificagdes do transdutor de for¢a 403A, nas quais se baseou a

escolha deste transdutor.

Tabela 1 - Apresentagdo das especificagGes do modelo 403A [42].

Especificacbes Modelo 403A
Escala Total [+/- mN] 5

Sensibilidade [mN/V] 0.5
Resolucdo [uN] 0.1
Tempo de Resposta [ms] 1.0
Frequéncia de Ressonancia [Hz] 600
Complacéncia [p/mN] 1.0
Variagdo do offset [uN/°C] 0.5
Variacdo do ganho [%/°C] 0.01
Histerese [%] 0.01
Forca Maxima de Sobrecarga [mN] 100
Comprimento do Tubo [mm] (L) 7.0
Diametro do Tubo [mm] (D) 1.0

A Figura 16 mostra uma imagem ilustrativa do transdutor de forgca. O tubo de saida
do dispositivo é composto por vidro de borosilicato e a carcaca envolvente é de aluminio, o
gue torna o dispositivo um bom escudo eletrostatico. Ao tubo de vidro do transdutor de
forca foi adicionado uma fibra fina de carbono (com cerca de 1,5 cm), fazendo um angulo de
cerca de 752 com o eixo AA, o que permite reduzir o efeito da tensdo de superficie no valor

de saida do transdutor de for¢a [38].

Tubo

__ Fibra de Carbono ﬂ

AN = A

Figura 16 - Representagdo do transdutor de forca e do eixo de atuagdo da forga (eixo AA).
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Ao transdutor foi adicionada uma fibra de carbono, cujo angulo feito com o eixo de

aplica¢do da forga (Figura 16)

4.1.2 CONTROLADOR DE COMPRIMENTO
O controlador de comprimento de alta velocidade (Aurora Scientific Inc., Modelo

315C-1) foi desenhado para estudos fisioldgicos de caracteristicas mecanicas dos tecidos

musculares (Figura 17) [47].

ﬂ
Figura 17 - Representagdo do Controlador de comprimento de alta velocidade [47].
O coracgdo do controlador é um motor de movimento rotativo magnético. O rotor
destes dispositivos € um iman suspenso em rolamentos esféricos de precisdo. O rolamento
estd localizado logo atras da frente do motor, onde sai o eixo [47].

Na tabela que se segue (Tabela 2), apresentam-se as especificagdes do controlador de

comprimento de alta velocidade 315C-I.

Tabela 2 - Apresentagdo das especificagdes do modelo 315C-I [47].

Especificacbes Modelo 315C-
Comprimento de Excursdo [mm)] 3
Comprimento do brago [mm] 11
Resolucdo [um] 0.5
Linearidade [%)] 99.5
Factor de Escala [mm/V + 10%] 0.15
Tempo de Resposta ao Degrau [ms] 500 (150 pum de degrau) *
Resposta Sinusoidal [kHz] 1.2 (-3dB)
Forca Isométrica Maxima [mN] 50
Complacéncia Isométrica [um/mN] <0.01

* 1% a 99% criticamente amortecida
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Todos os sistemas de controlo tém, pelo menos, um controlador e um atuador
(também chamado de elemento de controlo final). Como se mostra no diagrama de blocos
da Figura 18, o controlador é a inteligéncia do sistema e geralmente é eletrdnico. A entrada
do controlador é chamada de varidvel de referéncia, que é um sinal que representa a saida
do sistema desejada. O atuador é um dispositivo eletromecanico que leva o sinal do
controlador e converte-o numa agao fisica que, no caso especifico, € um motor [48, 49].

O ultimo bloco é rotulado de processo e tem como saida a variavel controlada. O
processo representa o sistema fisico a ser afetado pelo atuador, e a variavel controlada é o
resultado mensuravel desse sistema. No caso do motor (atuador) que possui um braco
giratdrio, por exemplo, o processo é "rotacao do braco", e a variavel controlada é a “posicao

angular” do mesmo [48].

Referéncia Variavel
SRS Actuador Processo | —»
(30) Controlador (motor) Controlada
(posigdo do brago)
Motor
h— | |
N Unidade de |
30° ——a-{ Controlo
Electrénico
.
—_‘?’L‘J

Figura 18 - Diagrama de blocos de um controlador em malha aberta, e representagdo esquematica da

atuag¢do de um motor quando, por exemplo, se da ordem para girar 30° (Adaptado de [48]).

Num controlo de malha aberta, como na Figura 18, o controlador calcula a voltagem
exata necessaria para mover o braco. No entanto, o motor ndo sabe se realmente o atuador
realizou a a¢do correta, dado ndao haver nenhuma realimentacao [48, 49].

Num sistema de malha fechada, a saida do controlador (variavel controlada) é
monitorizada constantemente por um sensor. O sensor extrai amostras a saida do sistema e
converte essas medidas num sinal elétrico, que volta para o controlador (realimentacdo). Por
comparagdao com a variavel de referéncia, o controlador sabe a agao que o atuador realizou,

podendo fazer os ajustes necessarios para manter a saida desejada (Figura 19) [48].
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No modelo 315C-Il, o sensor que monitoriza a acdo do motor é um detetor ético de
posicao de elevado desempenho. Localiza-se na parte traseira do motor e deteta as
alteracdes de comprimento na extremidade do braco. O sistema possui ainda um stop

mecanico dentro do motor para prevenir movimentos brutos [47].

Comparador
/ Variavel
Controlada
) 2 ——»{ Controlador|— Actuador | | processo | -
Referéncia + \ (motor) (posicéo)
| - II
Erro $
Feaedback Sensor
(delecior dplico)
Unidade de Controlo
------------------- 1' " Motor \
i o (
Referéncia Erro H | |
30 : 2=\
1 \l// SN\
----------------- \ \ '-! ,/ a0
i 0

Feedback (

Figura 19 - Diagrama de blocos de um controlo em malha fechada, onde existe realimentagdo, e

representacdo da atuagdo do motor com unidade de controlo (adaptado de [48]).

O controlo on-off é dos mais usados e o sistema de controlo mais simples. Neste tipo
de sistema, a varidvel de comando apenas pode assumir dois valores: on (maximo) e off
(minimo). Assumira o valor maximo se a varidvel controlada for maior que o limite inferior, e
o valor minimo se for menor do que o limite superior (Figura 20 A) [50].

A maior desvantagem do controlo on-off é a oscilacdo persistente em torno do valor
de referéncia (Figura 20 B) [50]. A zona entre os limites minimo e maximo da variavel
controlada é designada de zona de histerese. A histerese destina-se a impedir o desgaste e o
aumento das perdas de energia duma operagao, associados a oscilacdo em torno do valor de
referéncia. A largura da margem de histerese, é ajustavel de modo a encontrar um equilibrio

entre a frequéncia de comutacdo do atuador e a precisdo de regulagdo [48].
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Figura 20 - Esquematiza¢do do controlo on-off.

A aplicacdo da lei de controlo PID consiste no somatério de trés acdes controladoras:
a acdo proporcional (P), a acdo integral (I) e a acdo derivativa (D) [50].

A acdo proporcional (P) do controlador origina uma reducdao do erro em regime
permanente, dado que ha uma maior tendéncia para a oscilacdo. Esta tendéncia deve-se ao

facto de existir uma banda proporcional onde é realizado o controlo (Figura 21) [50].

Vanivel
sontrolads
CcO 0IaGa Banda
Proporcional
VY S —
' '
on i
Aumento do !
ganho proporcional !
:
3 '
N\
: '
' .
off >
? L(mm)
>
tempo referéncia

A
B

Figura 21 - Esquematiza¢do do controlo proporcional.

Em relacdo ao controlador on-off, um controlador proporcional tem a vantagem de
proporcionar uma varidvel de controlo pequena quando o erro é pequeno e, portanto, evita
esforcos excessivos de controlo. A principal desvantagem do uso de um controlador

proporcional puro é que produz um erro de estado estacionario. Com o aumento do ganho
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proporcional consegue-se diminuir o erro em regime permanente mas a oscilacdo serd
maior. O aumento do ganho pode levar o sistema a instabilidade [49, 50].

O uso de uma acdo proporcional em conjunto a uma acdo integral (Pl) resolve os
principais problemas da resposta oscilatéria associados a um controlador on-off e do erro de
estado estacionario associado a um controlador proporcional puro [50].

Diminuindo o tempo integral (Ti) verifica-se uma maior tendéncia para o sistema

oscilar. Aumentando Ti consegue-se um aumento na estabilidade do processo (Figura 22).

Variavel
controlada

>

tempo

Figura 22 - Esquematizac¢do do controlo integral.

A acdo derivativa tem um efeito de antecipar a resposta, dado que se baseia no
calculo da derivada do erro, atenuando normalmente o efeito oscilatério introduzido pela
acao integral. Em grande parte, a acdo derivativa melhora a resposta do sistema. Contudo,

evita-se a sua aplicacdo em processos que apresentem muito ruido [49, 50].

4.1.3 INTERFACE ANALOGICO-DIGITAL

Para converter os sinais analdgicos em digitais, e vice-versa, requer-se uma interface
analdgico-digital (A/D). A interface A/D, utilizada para a implementacdo do equipamento de
medicdo em cardiomidcitos isolados, possui uma resolucdo que permite medir a forca e
controlar o comprimento com a resolucdo do transdutor e do controlador, respetivamente.

A sua resolucdo é de 16bits nas 8 entradas diferenciais A/D e nas 2 saidas D/A que possui. A
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frequéncia de amostragem maxima nas entradas e saidas analdgicas é de 200 KHz e todas
aceitam sinais analdgicos entre os -10V e os +10V [51].

A ligacdo das portas da interface com o equipamento é feita através de cabos BNC. As
8 entradas A/D que possui permitem a ligacdo das portas “Length-In” e “Force-In” do
controlador de comprimento e do transdutor, sendo as outras entradas auxiliares.,
enquanto as 2 saidas D/A servem para o controlo do comprimento (“Length-Out”) e da
forca, no caso de existir. Possui ainda entradas e saidas digitais (I/0O) para a ligacdo, por

exemplo, de estimuladores, se necessario [51].

4.1.4 DISPOSITIVO DE TESTE

O dispositivo de teste consiste numa placa de aluminio, que possui 6 pogos com
fundo de vidro. A placa também inclui uma drea localizada a frente dos 6 poc¢os, que serve
de local de montagem das células. Neste pode ser colocada uma lamina de microscépio com
dimensdes 3” x 1” x 1 mm. A superficie superior da lamina fica nivelada com a superficie da
placa, para possibilitar a facil transferéncia de cardiomidcitos do local de montagem para os
pOGos.

A placa é fixa a superficie do microscépio por 4 parafusos, e a deslocacado das células
para cada banho é feita pelo movimento de translagdao XY do microscépio. A placa funciona

como um banho, cuja temperatura é regulada por um termorregulador.

Figura 23 - Representagdo Esquematica do dispositivo de Teste, com a entrada e a saida de agua

proveniente do regulador térmico.
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4.1.5 MICROMANIPULADORES

O equipamento que suporta o transdutor e o controlador é provido de
manipuladores, possibilitando o movimento de ambos os dispositivos de um modo
grosseiro. Os micromanipuladores manuais (Marzhuser Wetzlar HS 6 - manuell) que possui
sdo robustos e sdo projetados para aplicagcbes que requerem grande precisdao, como é o
caso, em que se manipula células cujo tamanho se situa na ordem dos micrémetros.

A associacdo de joysticks (Marzhuser Wetzlar STM3) aos micromanipuladores
manuais proporciona a execuc¢ao translacdes simultdaneas nos eixos X, Y e Z, em multiplas
direcdes. O deslocamento maximo nos trés eixos é de 25 mm, e a utilizacdo dos joysticks

confere uma resolugdo de cerca de 0,01 um ao sistema de manipulagao.

4.1.6 SISTEMA DE VISUALIZACAO

A camara de video instalada, anexada ao microscépio, possibilita a obtencdo de
imagens em tempo real. Em conjugacdo com o programa VSL 900B (Aurora Scientific Inc.)
permitiu determinar as dimensdes dos cardiomidcitos, em um ou em pixéis, bem como o

controlo do SL, através da selegcdo de uma regido de interesse (ROI) da imagem (Figura 24).

AN Astias Serernh e Made SOUR  Wdes Ve e Lemgth

Fie B Selup  R00A  Ansiyes  Scopr  Becont  Pimtisctk  Mep

sL m Fr ELLAN Ur‘_ 1T ----»‘:»J oot """'l n-v.qn.ul LM

Figura 24 - Selecg¢do de uma regido de interesse (ROI) e calculo do comprimento do sarcémero (SL) a partir

do grafico ACF da regido de interesse.
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O comprimento do sarcomero é um parametro importante para a geracdo maxima de
forga pelos cardiomidcitos. Microscopicamente, as linhas-Z formam um padrao de estriagao
evidente que permite calcular a distancia entre os sucessivos picos de intensidade maxima e
a determinagado do comprimento dos sarcémeros.

O programa VSL 900B inclui trés métodos para calcular o comprimento do sarcémero:
a Transformada de Fourier (FFT), e a funcdo de autocorrelacdo (ACF).

A FFT decomp8e os harmodnicos de um sinal. Para a regido de interesse (ROI)
selecionada a FFT determinard o periodo do sinal. Para sinais periédicos, como o caso da
estriacdo linhas Z dos cardiomidcitos, a ACF é uma fun¢do com o mesmo periodo do sinal

[52, 53].

4.2 MONTAGEM E CALIBRACAO DO EQUIPAMENTO

Como um dos objetivos deste trabalho, foi realizada a montagem de todos os
componentes do equipamento.

A implementacdo iniciou-se com a instalagdo do microscépio, dado que componentes
como o transdutor de forca, o controlador e o dispositivo de teste necessitam de ser
encaixados a distancias fixas deste, como mostra a Figura 25. A estabilidade do Olympus
IX51 é elevada, possui um layout ergondmico e uma posi¢cdo baixa dos controlos, que o
tornam de uso simplificado. As objetivas fornecidas foram as 4x, 10x e 20x.

Foi necessario adquirir, também, uma fonte de alimentacdo externa para microscépio
(Olympus Th4-200) fornecida com u a lampada de halogénio de 100W. Esta fonte possui um
interruptor ON/OFF e possibilita o ajuste de intensidade da luz, localizando-se ao lado do
microscopio.

Os dispositivos de maior relevancia no equipamento, o transdutor de forca e o

controlador, requereram uma instalacao cuidadosa dada a sua fragilidade.
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forca ]
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Figura 25 - Integra¢do dos componentes do setup. Bragos mecanicos dos transdutor e controlador

sobre o microscépio 6ptico invertido (1X51).

4.2.1 AJUSTE DO MOTOR E DO CONTROLADOR DE COMPRIMENTO

O primeiro dispositivo a ser instalado foi o controlador de comprimento (Aurora
Scientific Inc., Modelo HSVL 315C-I). Ao braco do motor colou-se uma agulha de fibra de
carbono, com aproximadamente 0,5 cm de comprimento e 20 um de diametro, facultando

um suporte para a fixacdo da célula (Figura 26).

=20

Figura 26 - Agulha colocada no brago do motor e pormenor da base da agulha.
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O terminal da agulha, ao qual se fixara a célula, foi polido com uma lixa de modo a
ficar com uma base de cerca de 20 um, capaz de sobrepor a totalidade da largura do
cardiomidcito (Figura 26). A colagem foi minuciosa para garantir que a agulha permanecesse
numa posi¢do correta.

O correto funcionamento do controlador foi garantido pela calibracdo realizada
aquando da sua instalacdo, apds a colocacdo do motor no brago mecanico e da sua ligacao a
caixa eletrdnica de controlo.

O ajuste do controlador PID permitiu ver a sua resposta ao degrau, tornando-a mais
rapida ou mais lenta. Para realizar este procedimento, recorreu-se a um osciloscopio e a um
gerador de funcgGes. Através de cabos BNC, ligou-se o CH1 (canal 1) do osciloscépio a saida
(Length OUT — Figura 27) e o gerador de fun¢bes a entrada do controlador (Length IN —
Figura 27). Aplicou-se uma onda quadrada de 1V pico-a-pico, com uma frequéncia de 50Hz, a

entrada do controlador, monitorizando o sinal de saida no osciloscépio [47].

| Length IN [ Length OUT

Figura 27 - Painel frontal da caixa electrénica do controlador de comprimento de alta velocidade.

Para aceder ao circuito eletrénico de controlo do motor, abriu-se a caixa da Figura 27.
No circuito é possivel aceder a todos os componentes, inclusivamente os potencidmetros
R25, R28, R31 e R59. Para ver a resposta ao sinal de entrada aplicado, rodou-se o
potenciometro R28, no sentido do ponteiro dos relégios, até se comecar a ver uma onda
quadrada sub-amortecida, tal como ilustra a Figura 28 A.

Para a obtencdo de uma onda quadrada criticamente amortecida, tal como mostra a
Figura 28 F, rodou-se alternadamente, no sentido dos ponteiros do relégio, os quatro

potenciometros R31, R28, R25, R59 [47].
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Cada um dos potenciémetros tem um efeito diferente:

1. R31 é o potencidmetro integrador de erro. Ele controla o ganho do motor ou a
velocidade do sistema. Quando este componente é afinado, o sistema responde mais
rapidamente a uma entrada em degrau, isto é, diminui o tempo de resposta e aumenta a
velocidade do sistema.

2. R28 é o potencidmetro amplificador de erro. Ele produz uma mola elétrica que age
como uma forca restauradora no motor. Esta forca age na direcdo da posicao final ordenada.
Com a sintonizacgao limita-se o overshoot do sistema.

3. R25 é o potenciometro diferenciador de posicdo. Isto proporciona baixa frequéncia
de amortecimento ao sistema. Rodando-o no sentido do ponteiro dos reldgios, aumenta-se
o amortecimento no inicio do processo de ajuste, mas logo fica sem largura de banda. Nesse
momento deve rodar-se o R59 em conjunto com o R25.

4. R59 é o potenciémetro integrador. Ele fornece amortecimento de alta frequéncia
ao sistema. Usa-se este potenciometro em conjunto com o R25 para amortecer uma onda

guadrada sub-amortecida, depois do R25 perder a sua eficacia.

A 1 B
C ) Bl |
LE F

..... D e N PRSP — et f D —— R S

Figura 28 - (A) Resposta sub-amortecida; ajustamento de: (B) R28 para remover overshoot; (C) R25 para
remover oscilagdo de baixa frequéncia; (D) R59 para remover a oscilagdo de alta frequéncia; (E) R28 para

remover overshoot; (F) R31 para aumentar a velocidade do sistema.
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Este procedimento envolve o ajuste do potencidmetro R31 para aumentar o ganho
(Figura 28 A); em seguida, ajusta-se o R28 para aumentar o amortecimento e eliminar o
overshoot (Figura 28 B); rodando os potenciometros R59 e R25, elimina-se as oscilagcdes de
baixa e alta frequéncia, respetivamente (Figura 28 C e D). Apds estes ajustamentos, havera
overshoot, que deverd ser eliminado pela adaptacdo do R28, novamente (Figura 28 E). Nesta
etapa, a onda deve aproximar-se da criticamente amortecida. Contudo a velocidade, tempo
de subida, ndo corresponde a indica pelos fabricantes (0,5ms), portanto serd necessario
ajustar novamente o R31 (Figura 28 F). Todos os ajustes anteriores devem ser repetidos até
se encontrar uma onda criticamente amortecida, com tempo de subida igual ou inferior a
0,5 ms. Quando o ganho é ajustado pela rotacdo do potenciometro R31 é preferivel que nao
se aumente o ganho abruptamente mas sim em porg¢des pequenas [47].

Depois da instalacdo e calibracdo completas, testou-se o funcionamento do motor.
Primeiro, moveu-se o motor uma certa distancia e verificou-se que respondia a alteracdo de
distancia, ou neste caso ao movimento, pela variacdo da tensdo de saida, apresentada no
painel frontal (Figura 27).

Para testar o seu bom funcionamento optou-se por enviar uma ordem ao motor para
se mover uma distancia conhecida e comprovar o bom funcionamento quer do controlador
qguer do motor. Assim sendo, criou-se um pequeno protocolo no programa ASI600A, com a
fungdo “Length-step” que permite uma rotagdo instantanea do motor. Com a monitorizagao
da imagem em tempo real, pelo programa VSL, conseguiu-se atestar a varia¢ao do

comprimento desejado.

4.2.2 AJUSTE DO TRANSDUTOR DE FORCA

O segundo dispositivo montado sobre o microscépio foi o transdutor de forga. Ao
topo do transdutor, colou-se uma fibra de carbono (com cerca de 1,5 cm) a qual se tinha
previamente colado uma agulha, para possibilitar a sua fixacdo a célula. Esta fibra foi colada
com parafina, tendo em ateng¢do quer a sua orientagao, quer a sua firmeza, importante para

a robustez dos resultados obtidos na medigao da forga.
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Figura 29 - Cabega do transdutor com fibra de carbono e agulha anexadas. Sentido da forga nas medigdes

realizadas — uso em tensao.

Este dispositivo necessitou de calibracdo, que foi realizada pelo ajuste do offset e do
ganho do sistema. Uma vez que o transdutor é usado em tensdo (Figura 29), montou-se o

dispositivo na vertical com a cabeca direcionada para baixo, tal como mostra a Figura 30.

Figura 30 - Montagem do transdutor de forga para a realizagdo da calibragdo.

A calibracdo é feita colocando pesos diretamente na extremidade da agulha. Para ndo
danificar a agulha recorreu-se a elasticos de borracha com pesos varidveis.
O processo de ajustamento do transdutor de forga iniciou-se pela remog¢do da tampa

da caixa eletrénica, permitindo o acesso ao circuito (Figura 31).
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Figura 31 - Circuito electrdénico do transdutor de forga, em evidéncia os potenciémetros de ajuste do offset e

do ganho do sistema.

De seguida, localizaram-se os dois potencidmetros correspondentes ao offset (R15) e
ao ganho (R9) do sistema. Girando o potencidmetro R15, colocou-se a tensdo de saida a

0,000V.

Tabela 3 - Peso de Calibragdo, tensdo de saida e fator de escala do transdutor 403A.

Modelo 403A
Peso [mg] 50
Tensdo de saida [V] (Ganho 1X) 1
Fator de Escala [mg/V] 0.5

Tendo por base a Tabela 3, colocou-se o peso adequado na agulha (Figura 32) e
verificou-se qual a tensdo de saida, rodando o potenciometro R9 até o valor ser o indicado.

Retirou-se o peso, cuidadosamente, e reajustou-se o offset para 0,000V.

Figura 32 - Colocagdo de elasticos, pesos, na agulha do transdutor para registo das tensdes durante a

calibragdo.
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Repetiu-se este processo até que a tensdo fosse nula sem o peso no transdutor, e até
que fosse a esperada com o peso. Por regra, esta calibracdo necessita de varios
ajustamentos dos dois potencidmetros uma vez que o offset influencia o ganho e vice-versa.
Quando o ajustamento termina, verifica-se a calibrag¢do, colocando varios pesos diferentes
conhecidos e registando os valores de tensdo de saida. Estes valores sdo usados para

construir a curva de calibracdo, no programa ASI600A, e verificar a sua linearidade.

4.2.3 AJUSTE DO SISTEMA DE VISUALIZACAO

A calibracdo da escala no programa VSL é muito importante quer para a medicdo do
comprimento do sarcomero quer para a obtengao das dimensdes dos cardiomidcitos. O
ajustamento desta escala depende da objetiva a utilizar. O programa fornece dois tipos de
escala, ajustaveis para duas objetivas.

Colocando uma escala micrométrica no campo de visdo do microscépio, e
visualizando em tempo real a sua imagem no ecrd, selecionou-se uma regido de interesse
sobre a escala fazendo-a corresponder ao comprimento real. O processo foi realizado para
as objetivas 10x e 20x, correspondendo no programa a “Low-magnification” e “High-

magnification”, respetivamente. A ampliacdo é selecionada consoante a objetiva usada.

4.3 PROTOCOLO DE ESTIRAMENTO DO CARDIOMIOCITO

O estiramento dos cardiomidcitos simula o enchimento das camaras cardiacas e
permite realizar uma avaliacdo das propriedades eldsticas destas células.

Usando as fung¢des “Data-Enable”, que inicia a aquisicao de dados, “Data-Disable”,
gue termina a mesma aquisi¢cdo, e “Stop”, que finaliza o protocolo, disponibilizadas pelo
programa ASI 600A (Apéndice 1 — Funcdes do programa ASI 600A), criou-se um protocolo
para aquisicdo do valor de forca para SLde 1,6, 1,8, 2,0, 2,2 e 2,4 um.

Este protocolo consiste na aquisicdo do valor de forca durante 5 segundos no SL
pretendido, a uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz. A Figura 33 ilustra o processo de

estiramento, mostrando a variacdo do SL em func¢do do tempo decorrido.
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Figura 33 - llustracdo do processo de estiramento do cardiomidcito.

O protocolo de estiramento criado é apresentado no Apéndice 2 — Protocolo de
estiramento.

4.4 PROTOCOLO DE MEDICAO DE FORCA

Tendo como base o leque de fun¢Ges disponiveis no programa ASI 600A (Apéndice 1
— Fungbes do programa ASI 600A), criou-se o protocolo para medir a forca em cada
cardiomidcito, para cada concentracdo de calcio a utilizar. Todos os parametros das fungdes,
o tempo de inicio de cada uma delas, bem como a frequéncia de amostragem tiveram de ser
definidos no mesmo protocolo.

As funcgbes usadas foram a “Step-Length”, que altera o comprimento
instantaneamente, “Data-Enable”, a “Data-Disable” e a “Stop” [51]. A frequéncia de
amostragem fixou-se nos 2KHz. A partir deste protocolo, pretendia-se recriar uma curva de
tensdo como a representada na Figura 34.

O protocolo baseou-se no encurtamento da célula em cerca de 20% do seu
comprimento inicial, primeiro na solucdo ativante durante 3 ms, possibilitando a medicdo da
tensdo total (Tt) desenvolvida pelo cardiomidcito, e depois, durante 10 s em relaxamento,
obtendo-se a tensdo passiva (Tp) (Figura 34). A ativacdo da célula a uma concentracdao
saturada de célcio (pCa b4.5) teve como finalidade calcular a tensdo maxima desenvolvida.

Esta ativacao foi repetida para a mesma concentracdo e de seguida para valores de pCa mais

° pCa = log[Ca®*]
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baixos, numa ordem aleatdria. Para finalizar, o cardiomidcito foi colocado novamente na

solugdo de concentragdao mais elevada, como medida controlo.

Tmax Activante

Tt & FRelaxante

Repouso —

LY s

Lo — — ] O
i 20%
0.8 Lo

Figura 34 - Sequéncia contracgdo-relaxamento esperada para o protocolo experimental usado, com Tmax a
tensdo maxima de activagdo da célula, Tt a tensdo total, Tp a tensdo passiva, Lo o comprimento inicial da

. . ~ 2 ~ . 2
célula, ativante: solucdo com [Ca’’] saturante; e relaxante: solugdo com baixa [Ca®"].

O protocolo criado é apresentado em anexo no Apéndice 3 — Protocolo de medicao

de forga.

4.5 ANALISE DE DADOS

Os dados resultantes das medicdes de forca dos cardiomidcitos, ficam disponiveis em
ficheiros idénticos ao do Apéndice 4 — Ficheiro de dados. Para extrair os dados a serem
analisados, construiu-se um pequeno algoritmo.

Tendo presente a Figura 34, com base nos tempos de inicio de cada funcdo e na
frequéncia de amostragem definidos no protocolo criado (Apéndice 3 — Protocolo de
medicdo de forcga), o algoritmo consiste em:

1. Abrir ficheiro de dados;

2. Na tabela com os registos dos dados adquiridos durante o protocolo, procurar o

instante 1000 ms (coluna correspondente ao tempo);

3. X= média dos 30 valores da Fin (forca medida — 42 coluna) anteriores ao instante

1000 ms;
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4. Y= valor minimo dos valores de Fin durante os instantes 1000 e 1002 ms
(correspondente aos 2ms de encurtamento da célula em solugdo ativante);

5. Tt=X-Y (calculo da forca total);

6. Na mesma tabela, procurar o instante 11002 ms (inicio do encurtamento da
célula em solucdo relaxante);

7. Z=média dos 30 valores de Fin anteriores ao instante 11002 ms;

8. W= média dos 30 valores de Fin posteriores ao instante 11002 ms;

9. Tp=Z-W (cdlculo da forga passiva):

10. Ta=Tt-Tp (calculo da forca ativa).

A normalizacdo dos dados relativos a forca medida foi realizada pela area seccional
de cada cardiomiécito. Considerou-se que a sec¢do da célula era eliptica. Na impossibilidade
de determinar a profundidade do cardiomidcito, assumiu-se o valor do diametro menor
como sendo 70% do didmetro maior, correspondente a largura medida (L). Assim sendo, a
expressao usada para calcular a area foi:

P I S
sT RNy TRy

A curva que relaciona a tensdo passiva (Tp) com o comprimento do sarcémero (SL),
obtida a partir dos valores obtidos durante o estiramento da célula, foi construida com
recurso a uma funcdo exponencial. O declive desta curva representa a constante de rigidez
(Kc) e foi determinado com recurso ao programa GraphPad Prism 5.0.

A curva de relacdo forca-pCa foi construida utilizando a equagdo modificada de Hill,

expressa por:

F(Ca*")/Fpax = [Ca®** 1™ [(pCasy™ + [Ca?*]™H)

Onde F é a forca em estado estaciondrio (forca maxima de activacdo para cada
solugdo activante), Fnux @ forgca isométrica maxima numa concentragdo de calcio saturada
(pCa 4.5), nH o coeficiente de Hill correspondente ao declive da curva, e o pCasy que
representa o ponto médio da relagdo.

Para a construcdo e analise desta curva recorreu-se ao programa KaleidaGraph 3.6.
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5 METODOS EXPERIMENTAIS DE AVALIACAO DA FUNCAO
CARDIACA

Neste capitulo descrever-se-ao os métodos utilizados experimentalmente para avaliar
a funcdo cardiaca em animais normais e com IC induzida. Esta avaliacdo foi realizada em
musculos papilares e em cardiomidcitos isolados, extraidos do coracao dos animais. Foram,
ainda, estudados os efeitos agudos da adiponectina e da insulina. Para controlar a
progressdo do fendtipo da cardiomiopatia induzida recorreu-se a avaliacdo ecocardiogréfica.

As experiéncias realizadas com animais decorreram de acordo com a lei portuguesa
do bem-estar animal, aplicando as diretrizes do Guide for the Care and Use of Laboratory
publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH Publication N2 85-23,
Revised 1996). Os protocolos foram devidamente avaliados pelas autoridades veterinarias

portuguesas (DGV).

5.1 MODELO ANIMAL

Nas experiéncias laboratoriais realizadas recorreu-se a utilizagdo de animais, nos
quais foi induzida IC. Os animais utilizados foram coelhos brancos Neo-Zelandeses
(Oryctolagus cuniculus). A escolha deste modelo para estudar insuficiéncia cardiaca humana
¢ adequada porque as semelhangas na composi¢cdo das proteinas do sarcomero entre os
humanos e o modelo animal selecionado sdo criticas para caracterizar a patogénese do
fendtipo. Além disso, o coelho é de facil manuseamento, facil observagdo, e permite a
utilizagao de um grande numero de individuos. [54, 55].

O estudo foi realizado em 25 coelhos, machos adultos com pesos iniciais entre os 2 e
os 2,5 Kg. Estes animais foram colocados em gaiolas, com dgua e comida ad libitum.

A inducdo da IC foi induzida pela administracdo de doxorrubicina (Doxo). Os coelhos
foram injetados com esta substancia (1 mg/Kg), por via intravenosa (IV), na veia marginal da
orelha. A administragao da doxorrubicina foi bissemanal e decorreu ao longo de 8 semanas
(n=10), seguindo-se um periodo de washout de uma semana. O grupo controlo, constituido
por 15 coelhos, recebeu uma dose equivolumétrica de veiculo (NaCl 0,9%) durante o mesmo

periodo de tempo.
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5.2 AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Os coelhos foram sujeitos a avaliagcdo ecocardiografica as 0 semanas para despistar
qualguer anomalia cardiaca pré-existente. Esta avaliagdo foi realizada ao longo do processo
de inducdo da IC (as 4 e as 8 semanas) por um técnico especializado, para observar a
progressdao da doencga. Previamente a cada avaliagdo ecocardiografica, os coelhos foram
anestesiados com cetamina (75 mgl/Kg) e midazolan (5 mg/Kg) e deixados a estabilizar
durante 10 minutos.

Os parametros ecocardiograficos foram obtidos através de uma avaliacdo
bidimensional, em modo-M e por Doppler, realizada com um ecocardiégrafo Aloka Color
Doppler SSD-2200 (VingMed Ultrasound, GE) equipado com uma sonda de 5 MHz. Foram
obtidas proje¢des do eixo curto e longo do VE nas janelas paraesternal direita e subcostal.
Os parametros obtidos neste processo foram: a espessura do septo intraventricular (IVS,
mm) e da parede posterior esquerda (LVPW, mm), o didametro interno do ventriculo
esquerdo em sistole e diastole (LVDs, LVDd, mm), a fracdo de encurtamento (FS, %), a fracao
de ejecdo (FE, %), a velocidade das ondas E e A (m/s), e a massa do ventriculo esquerdo

(LVM, mg).

5.3 ESTUDOS FUNCIONAIS EM MUSCULOS PAPILARES

As medicOes isométricas e isotdonicas foram realizadas em musculos papilares
isolados do ventriculo direito de coelhos 1 semana depois da ultima administracdo de
doxorrubicina ou soro. Os coelhos foram eutanasiados através de uma injecdo de
pentobarbital sédico (25 mg/Kg) na veia marginal da orelha.

O coracdo foi rapidamente removido através de uma toracotomia®. O coracdo foi
imerso numa solugado de Krebs-Ringer ainda a contrair. As solu¢des preparadas mantiveram-
se a uma temperatura de 37,2°C, e o pH foi acertado para o intervalo de 7.38 a 7.42. A
solugdo inicial de Krebs continha soro bovino (BSA) a 5%, e 3% do composto cardioplégico d

2,3-butanediona (BDM).

“ Toracotomia - abertura da cavidade toracica para examinar as estruturas expostas cirurgicamente.
d N . . L ~
Cardioplégico — promove a paragem dos batimentos cardiacos por inibicdo da formagao de pontes cruzadas.
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Antes da abertura do ventriculo direito do cora¢do dos coelhos, para a extracdo dos
musculos papilares, foi retirado o apice e congelado de imediato em azoto liquido, para
minimizar a degradacao das proteinas contracteis. Cada apice foi identificado e devidamente
acondicionado a -80°C.

Posteriormente, o ventriculo direito foi aberto e os musculos papilares foram
isolados, dissecados, e montados verticalmente em banhos préprios com cerca de 10 ml de
solucdo de Krebs-Ringer com BDM e BSA. A extremidade inferior dos musculos foi fixa num
clip de fosfobronze e a extremidade superior, tendinosa, foi fixa a um transdutor isoténico-

isométrico.

Figura 35 - (A) Setup musculo isolado; (B) local de ligagdo da parte superior do musculo ao transdutor; (C)

local de fixagdo da base do musculo papilar.

A pré-carga foi determinada de acordo com o tamanho do musculo e foi aplicado um
estimulo elétrico de 3,5 mV (com pulsos retangulares com a durag¢do de 5 ms, intercalados
por 1670 ms, perfazendo uma frequéncia de 0,6 Hz), através de dois elétrodos de platina
orientados paralelamente ao musculo papilar. Quinze minutos depois, a solugdo foi
substituida por outra idéntica mas sem BDM. Esperou-se que o musculo estabilizasse e
substitui-se a solugdo por Krebs-Ringer sem o soro bovino. Deixou-se estabilizar e calculou-
se 0 Lmax (Mmm).

De dez em dez minutos registou-se uma contracdao isométrica e uma isoténica. O

musculo considerou-se estavel quando duas medi¢des isométricas e isotdnicas consecutivas
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apresentavam curvas sobreponiveis. Nesta altura iniciou-se o protocolo mantendo uma
temperatura constante de 35°C nos banhos.

Os parametros avaliados foram: tensdo ativa (Ta, mN/mmZ), velocidade maxima de
elevacdo da tensdo (dT/dtmax, mN/mmZ/s), velocidade maxima de queda de tensdo
(dT/dtmin, mN/mmZ/s); pico encurtamento maximo (PS, % Lmax), velocidade de contracdo
(dL/dtmax, Lmax/s), velocidade maxima de relaxamento (dL/dtmin, Lmax/s), e tempo para a
velocidade de relaxamento (tVR, ms), tempo de encurtamento maximo (tPS, ms), tempo
para a tensdo ativa (tTa, ms), tempo para atingir o pico de encurtamento (tPS, ms) e o tempo
para metade do relaxamento (tHR, ms).

A drea de seccdo transversal dos musculos foi calculada através da divisdo do peso
pelo comprimento muscular. Assumiu-se um formato muscular cilindrico e a tensdo
muscular foi expressa como forca normalizada para a area de seccdo transversal (mN-mm™).

A funcdo contractil dos musculos papilares dos coelhos foi analisada a nivel basal, e
em resposta a doses crescentes de adiponectina (Adipo) e/ou insulina (Ins). Cada uma das
trés doses de Adipo (0,04 mM; 0,31 mM e 3,67 mM) foi administrada com intervalos de
tempo correspondentes a estabilizacdo da resposta a dose anterior, assim com as doses de
Ins (0,05 U/ml, 0,5 U/ml e 10 U/ml). Para cada dose obteve-se uma aquisi¢do isotdnica e
uma isométrica. Num grupo de musculos papilares (7 controlo e 5 sujeitos a doxorrubicina)
apenas foram dadas doses de insulina, noutro (6 controlo e 9 doxorrubicina) foram dadas
doses de adiponectina seguidas de insulina, e nos restantes (8 controlo e 10 doxorrubicina)

apenas adiponectina.

5.4 ESTUDOS FUNCIONAIS EM CARDIOMIOCITOS ISOLADOS

A avaliacdo da contractilidade cardiaca foi, também, realizada em cardiomidcitos
isolados para se compreender possiveis alteragdes dos mecanismos subcelulares adjacentes
a insuficiéncia cardiaca. Para se proceder a esta avaliacao recorreu-se, como anteriormente
referido, a um equipamento especialmente desenhado para medicdes fisioldgicas. A Aurora
Scientific Inc. forneceu o transdutor de forca (Modelo 403A), o controlador de comprimento
(Modelo 315C-I), o software para aquisicao de dados (ASI 600A) e o software para aquisicao

de imagem em tempo real (VSL 900B).
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5.4.1 BI10OPSIAS

Para o isolamento de cardiomidcitos utilizaram-se amostras com cerca de 4 mm?
extraidas dos apices congelados. Foram estudadas células cardiacas de 8 coelhos controlo e
de 7 coelhos submetidos a administracao de doxorrubicina.

Apdbs a excisdo, cada amostra foi descongelada e imersa em 2,5 mL de solucdo de
relaxamento fria (Relax). Num recipiente apropriado, e mantendo a temperatura baixa
(aproximadamente 4°C), a amostra foi cortada em fragmentos mais pequenos (<1 mm?),

para depois serem sujeitos ao isolamento mecanico.

5.4.2 ISOLAMENTO MECANICO

Os fragmentos, imersos na solucao Relax, foram transferidos para um tubo cilindrico
de vidro, com capacidade para 5 mL. Com um pistdo de plastico com sulcos (Plastilab Kastell
6105) (Figura 36 B), adequado ao tubo, a amostra sofreu rotura mecanica durante 3 a 10
segundos, a uma velocidade de 1200 rpm, num homogeneizador de tecidos (Terre Haute

Glas-col, GKH GT Motor Control) (Figura 36 A).

. »

Figura 36 - (A) Homegeneizador de tecidos e (B) pistdo de plastico usados para o isolamento

mecanico dos cardiomidcitos.

A suspensdo obtida, com cardiomidcitos, aglomerados de cardiomidcitos e
fragmentos celulares, foi adicionada a 2,5 mL de solugao Relax detergente 0,5% de Triton X-
100 durante 5 minutos para remover todas as estruturas membranares. Apds o tempo
decorrido, acrescentou-se solugao Relax a preparacao, até perfazer um volume de cerca de
14 mL. O tubo com a suspensdo foi sujeito a centrifugacdo de 1500 rpm durante 1 minuto, a

4°C. Depois, foi retirado o sobrenadante e acrescentada solucdo Relax até perfazer os 14 mL.
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Este processo de lavagem foi repetido 4 vezes com o objetivo de eliminar completamente o
Triton.

Uma vez terminado o isolamento dos cardiomidcitos, a preparacao foi colocada no
dispositivo de teste (Figura 37), localizado no microscépio (Olympus IX51). Pela observagao
microscopica, ou pela visualizacdo em tempo real no software VSL (ASI - Aurora Scientific
Inc., Modelo 900B), foram analisadas e escolhidas as células cardiacas com um padrdo de
estriacdo uniforme. As imagens foram obtidas com recurso a uma cdmara de video CCD

(UEye) e visualizadas a ampliacGes de 10x e 20x.

Figura 37 - Gota com suspensdo de células colocada sobre o dispositivo de teste.

Para a colagem das células as agulhas do transdutor e do motor utilizou-se cola
silicone de aquario. Foi aplicada uma gota de silicone em cada agulha, e colocada cada uma
das agulhas sobre as extremidades do cardiomidcitos. O processo de fixacdo das células as

agulhas teve a duracdo de cerca de 40 minutos.

5.4.3 AJUSTE DO COMPRIMENTO DO SARCOMERO

Apds a fixacdao do cardiomidcito as agulhas do transdutor e do motor, foi necessario
ajustar o comprimento do sarcomero. Geralmente, o SL inicial da célula em repouso varia
entre os 1,6 e os 1,8 um. Para avaliar as propriedades eldsticas do cardiomidcito,
adquiriram-se valores de forca ao longo do estiramento da célula, para SL de 1,6, 1,8, 2,0,
2,2 e 2,4 um, sempre que possivel. Desta forma, simula-se o enchimento cardiaco, como

referido anteriormente.
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Através do programa VSL 900B, seleciona-se uma ROl sobre uma zona de estriacao
visivel na imagem observada no ecra. Optando pelo algoritmo da ACF, determina-se o valor
do SL, ajustando-o com o auxilio dos micromanipuladores.

Uma vez que o desenvolvimento de forca é maximo para SL de 2,2 um, no final do

processo de estiramento da célula ajustou-se o SL para este comprimento.

5.4.4 PROTOCOLO

As solucGes de relaxamento (pCa 9.0) e ativante (pCa 4.5) foram colocadas em dois
dos seis pocos disponiveis no dispositivo de teste. Pelo movimento da platina do
microscopio, a célula ja colada foi transferida para a solucdo de relaxamento e,
posteriormente, para a solugdo ativante.

Quando o cardiomidcito foi colocado na solugdo ativante, comegou a gerar forga.
Logo que a forga atingiu o seu nivel mais elevado e estabilizou, iniciou-se o protocolo, ja
explicado anteriormente.

As medicbes intermédias do protocolo foram feitas com solucdes de valores de pCa
entre os 4,5 e os 6,0. A ordem das solugdes utilizadas manteve-se para todos os

cardiomidcitos: pCa 5,2; 5,6; 6,0; 5,0;5,4 e 5,8.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os valores sdo apresentados através da sua médiate.p.m. (erro padrdo da média). O

erro padrdao médio foi calculado através da expressao:

s
e.p.m=—

Vn

em que s é o desvio padrdo e n o numero de amostras.

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism 5.0.

Para determinar como a resposta as doses crescentes de Adipo e Ins varia para os
grupos controlo e doxorrubicina, utilizou-se um teste Two-way ANOVA, e para determinar se
houve variacao significativa entre doses dentro do mesmo grupo recorreu-se a uma One-

way ANOVA para medic¢Oes repetitivas.
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As diferencas morfoldgicas entre cada grupo e as diferencas nas médias de cada
parametro foram avaliadas através de um teste t de Student. Todos os valores de p inferior a

0,05 (P<0,05) foram considerados significantes.

53



6 RESULTADOS

No capitulo 6, apresentar-se-do os resultados obtidos no decurso deste trabalho: da
implementacdo do sistema de avaliacdo funcional de cardiomiécitos e dos estudos
funcionais realizados em musculos papilares isolados. Mostrar-se-do, ainda, os resultados
experimentais obtidos no estudo funcional de cardiomidcitos utilizando o sistema

implementado.

6.1 IMPLEMENTACAO DE UM SISTEMA DE AVALIACAO FUNCIONAL DE
CARDIOMIOCITOS ISOLADOS

Para realizar o estudo em cardiomiodcitos isolados foi necessario, como anteriormente
referido, implementar um sistema desenhado para avaliacdes fisioldgicas, que incluia, entre
outros componentes, um transdutor de forca e um controlador de comprimento de alta
velocidade. A garantia de um correto funcionamento do sistema foi dada pelos ajustes e
pela calibracdo realizados nos dispositivos que o compde.

O teste realizado para comprovar o funcionamento do controlador de comprimento
revelou uma troca da sua polaridade, dado que o braco do motor rodou no sentido contrario
aos ponteiros do reldgio. A alteragdo no circuito electréonico de dois conjuntos de jumpers,
identificados como “Coil” e “PD”, que rodaram 90°, foi possivel a inversdao de polaridade
desejada.

A calibracdo do transdutor de forca foi obtida pela colocacdo de cinco pesos na ponta
do transdutor, registando para cada peso a tensdo de saida. Na Figura 38 apresentam-se os

valores dessa tensdo de saida para cada peso, bem como os fatores de calibragado obtidos.

Weight (grm) Fin {v) Calibration Factars
|v.018 = |oaang
7
|D 025 Y |D 5072 Force In Scale  (mRy) |D.483?5 —'}
. 7 |0
i Y
|D.035 _\A,f |D.?DBD Force in Offset  (mM) |D.DDD18 7
Y
|U.D48 _} |D.9641 Faorce Qut Scale (mMAy) | 7
Y
011 3 [zee15 Force Out Offset (M) | >

Figura 38 — Tensdo de saida do transdutor, dada em Volts, para cada peso, em gramas, colocado na agulha

durante a calibragdo, e fatores de calibragio obtidos: escala, em mN/V, e offset, em mN.
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Na figura que se segue (Figura 39), apresenta-se a curva de calibracdo do transdutor
de forga implementado para a medi¢gao em cardiomidcitos isolados. A curva foi construida

no programa ASI600A.

Load (mN)

0o 1C 20 140 40 50 6.0 0

Figura 39 - Curva de calibragdo do transdutor de forga (Aurora Scientific Inc., modelo 403A).

Como se pode comprovar, a curva de calibracdo do transdutor de forca exibe uma
alta linearidade, como era previsto, tendo um fator de escala de cerca de 0,48376 mN/V e
um offset de 0,00018 mN/V. Estes sdo valores muito préximos do indicado pelo fabricante
(0,5 mmN/V e 0 mN/V, respetivamente), o que confirma a boa calibracdo efetuada. Esta
calibracdo terd que ser realizada sempre que o braco do transdutor de forca for submetido a
diferentes cargas.

O sucesso do estudo da contractilidade em cardiomidcitos isolados esta dependente
da colagem das agulhas do transdutor e do motor as extremidades das células. Na Figura 40
estdo imagens de dois cardiomidcitos colados, obtidas pela cdmara de video do setup. E
possivel observar nestas imagens a estriacdo das células, que possibilita o calculo do

comprimento do sarcémero.
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Figura 40 - Imagens representativas de cardiomidcitos colados entre o transdutor de forga e o motor.

E bem visivel nas imagens apresentadas na Figura 40 a estriacdo celular, que
possibilita a determinac¢do do comprimento do sarcdmero.

O protocolo criado para obter os varios parametros de interesse em cardiomidcitos
isolados, como as tensdes passiva e activa, tinha como finalidade o registo da forca gerada
por cada célula em resposta a alteracdo do seu comprimento durante as fases de contraccao
e relaxamento. A Figura 41 mostra o registo, ao longo do tempo, de uma sequéncia

contracgdo-relaxamento durante a realizagdo de um protocolo numa célula cardiaca.
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Figura 41 - Registo da forgca e do comprimento durante a realizagdao de um protocolo experimental num
cardiomidcito isolado, utilizando uma solugdo ativante de pCa 4.5. A for¢ga é dada em mN e o comprimento é

expresso em relagdo ao comprimento inicial da célula, Lo.
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O protocolo experimental final, explicado anteriormente, foi criado para obter as
medi¢Ges isométricas de forga e foi implementado com sucesso, obtendo-se uma sequéncia

contracdo-relaxamento idéntica a desejada.

6.2 ESTUDOS FUNCIONAIS EM MUSCULOS PAPILARES

Os resultados relativos a morfologia dos animais, controlo e sujeitos a doxorrubicina,
sdo apresentados na tabela que se segue (Tabela 4). Verificou-se que os animais do grupo
Doxo apresentam menor peso corporal que os do grupo controlo (p=0.001). Nos restantes

parametros morfométricos ndo se verificaram diferencas significativas.

Tabela 4 - Registo dos dados morfoldgicos dos coelhos: peso do corpo (Pcorpo), peso do coragdo (Pcoragédo),
comprimento da tibia (Ctibia) e rédcio entre peso do coragdo e comprimento da tibia (Pcoragdo/Ctibia).

T indica resultado estatisticamente significativo.

Parametros Controlo (n=15) Doxo (n=10)
Pcorpo (g) 3240,67+80,34 2775,50+81,92 t
Pcoragao (g) 7,1310,24 6,5510,35
Ctibia (cm) 11,13+0,16 11,4610,44
Pcoracdo/Ctibia (g/cm) 0,62+0,03 0,55+0,02

Na Tabela 5 encontram-se registados os valores basais dos parametros de
contractilidade e relaxamento obtidos no protocolo realizado com musculos papilares de
coelhos controlo e Doxo. Nas medic¢Oes isotdnicas foram obtidos os seguintes parametros: a
tens3o passiva (PT, dado em mN.mm™), o pico de encurtamento maximo do musculo (PS,
em mm), o tempo para atingir o pico de encurtamento (tPS, em ms), a velocidade maxima
de encurtamento (dL/dtmax, em mN.mm™?s?) e a velocidade maxima de relaxamento
(dL/dtmin, em mN.mm™.s™). A tensdo activa (AT, dada em mN.mm?), o tempo para atingir a

tensdo activa maxima (tAT, em ms), a velocidade maxima de aumento da tensdo (dT/dtmax,
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em mN.mm™.s™), a velocidade méxima de queda de tensdo (dT/dtmin, em mN.mm?2s?) e o
tempo para metade do relaxamento (tHR, em ms) foram valores obtidos nas medigdes
isométricas. O comprimento do musculo papilar (Comprimento) é dado em mm, e o peso de
cada musculo (Peso) em mg.

Tal como se verifica, ndo se detetam diferencgas significativas entre os dois grupos no

que diz respeito a sua performance basal nem as dimensdes dos musculos utilizados.

Tabela 5 - Registo dos parametros de contractilidade e relaxamento basais obtidos em protocolos de

musculo papilar do ventriculo direito isolado de animais controlo e Doxo.

Parametros Controlo (n=16) Doxo (n=17)
Comprimento (mm) 4,34+40,26 4,64+0,29
Peso (mg) 3,39+0,34 3,52+0,38
PT (MN/mm?) 3,79%0,22 4,04+0,39
PS (mm) 0,1240,01 0,11+0,01
tPS (ms) 238,61+10,28 246,88+43,69
dL/dtmax (mN/mm?/s) 0,88+0,08 0,80+0,06
dL/dtmin (mN/mm?/s) -2,85+0,44 -2,3510,23
AT (mN/mm?) 32,99+6,80 32,6245,12
tAT (ms) 236,50+11,76 263,06+15,46
dT/dtmax (mN/mm?/s) 232,19456,49 200,75%27,27
dT/dtmin (mN/mm?/s) -158,90+25,55 -147,48+18,64

tHR (ms)

393,61+21,336

437,47+26,477

Os graficos ilustrados na Figura 42 (A e B) registam dos pardmetros de inotropismo e
lusitropismo © em resposta as crescentes de doses de adiponectina aplicadas aos musculos
papilares isolados. Tanto no pico de encurtamento (PS - Figura 42 A) como na tensdo ativa

(Ta - Figura 42 B) verificou-se uma diminuicdo gradual com o aumento das concentracdes de

e . .
Lusitropismo — relaxamento
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adiponectina, sendo que os restantes parametros de contractilidade e relaxamento obtidos
apresentaram um comportamento semelhante. E de notar que a variacdo dos parametros
ndo foi significativa entre os grupos em estudo, controlo e Doxo. Os graficos C e D da Figura
42 apresentam a resposta dos musculos as crescentes doses de insulina, apds a
administracdo da adiponectina. Como se pode verificar, em ambos os parametros de
contractilidade, a insulina apresenta um efeito inotrépico negativo, para animais controlo e
Doxo. O mesmo efeito foi visualizado nos restantes parametros obtidos nas medicGes
isométricas e isotdnicas realizadas. A Figura 42 (C,D,E e F) exibe a resposta dos musculos
papilares a aplicacdo de doses crescentes de insulina. Nos resultados obtidos pela
administragdo de insulina (Figura 42 E e F) verifica-se uma diminui¢do dos parametros PS e
AT no grupo Doxo, e no grupo controlo verifica-se um efeito inotrdopico positivo para a

primeira dose (0,05 U/mL) e depois um efeito negativo.
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Figura 42 - Registo da resposta dos parametros de contractilidade e relaxamento em animais controlo e

Doxo: ao aumento das concentragdes de adiponectina nos parametros (A) PS, pico de encurtamento, e (B)

tensdo ativa, AT; ao aumento das concentragdes de insulina apds a administragdo da adiponectina nos (C) PS

e (D) AT; e ao aumento da concentracgdo da insulina nos (E) PS e (F) AT. Os valores sdo apresentados pela

médiate.p.m., expressos em percentagem de variagdo em relagdo ao registo basal.
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Na Figura 43, encontra-se registada a variacdao da distensdao dos musculos papilares
em resposta as crescentes doses de (A) adiponectina, (B) insulina, apds administragcdao de
adiponectina, e (C) insulina, em relacdo aos valores basais. Como se pode observar, a
aplicacdo de adiponectina e de insulina apds esta, fez aumentar a distensibilidade dos
musculos controlo, enquanto a insulina provocou a sua diminui¢dao. Para o grupo Doxo,
apenas a administracdo de insulina apds a adiponectina apresentou um aumento na
variacdo da distensdo. No entanto, as variacdes apresentadas ndo sdo significativamente

estatisticas entre os dois grupos em estudo.
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Figura 43 - Efeito da distensibilidade a administracdo de doses crescentes de (A) adiponectina, (B) insulina,
apds adiponectina, e (C) insulina. Os valores apresentados encontram-se expressos pela médiate.p.m. em

percentagem de variagdao da distensdo do musculo em relagdo aos valores basais.
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6.3 ESTUDOS FUNCIONAIS EM CARDIOMIOCITOS ISOLADOS

Os resultados das medicoes de forca isométricas realizadas para os grupos controlo e
Doxo, bem como as dimensdes dos cardiomidcitos, estdo registados na Tabela 6. Analisando
a tabela, conclui-se valores de forca obtidos, como as tensdes total (Tt), ativa (Ta) e passiva
(Tp), aumentaram ligeiramente, mas sem nenhum significado estatistico.

Adicionalmente, calculou-se a razdo entre a tensdo passiva e a tensdo total (Tp/Tt) e
entre a passiva e a ativa (Tp/Ta). Verificou-se que a segunda relagdo diminuiu

consideravelmente no grupo Doxo (p=0,0001).

Tabela 6 - Registo dos parametros obtidos nas medi¢des de forgca em cardiomidcitos controlo e
doxorrubicina. Foram obtidos os valores para a tensdo total, Tt, tensdo passiva, Tp, tensdo ativa, Ta, todos
expressos em mN/mmZ, na solucdo ativante com pCa 4.5. Apresentam-se, também, as relagdes entre a
tensdo passiva e a tensdo total (Tp/Tt), e entre a tensdo passiva e tensdo ativa (Tp/Ta). Os valores sdo

apresentados pela média te.p.m. T indica resultado estatisticamente significativo.

Parametros Controlo (n=34) Doxo (n=22)
Comprimento (um) 80,446+4,75 85,48615,83
Largura (um) 28,283+2,52 29,914+2,47
Tt (mN/mm?) 15,659+1,39 16,753+2,16
Tp (MN/mm?) 2,41940,24 3,428+0,54
Ta (mMN/mm?) 13,240+1,29 13,325£1,70
Tp/Tt 0,169+0,02 0,219+0,02

Tp/Ta 0,104+0,01 0,037+0,01 t

Com a realizacdo do estiramento do cardiomidcito, foi possivel obter valores de forca
passiva (Tp) para varios comprimentos de sarcdmero (SL). A Figura 44 mostra a relacdo entre
a Tp e o SL para animais controlo e Doxo, com o SL a variar entre os 1,8 e 0s 2,4 um. Como se
pode observar nesta figura, a tensao passiva para animais Doxo foi sempre menor do que a

em animais controlo, para qualquer valor de SL.
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Figura 44 - Representacdo grafica da tensdo passiva (Tp), dada em mN/mm2, em fun¢do do comprimento do

sarcémero (SL), dado em pum.

Das curvas apresentadas na Figura 44 pode-se extrair parametros que possibilitam a
avaliacdo das propriedades elasticas dos cardiomidcitos. E o caso do Kc, contante de rigidez,
que corresponde ao declive da curva Tp-SL. A diferenca deste parametro entre
cardiomidcitos de animais controlo e Doxo é ilustrada na Figura 45. Desta ilustracdo pode
inferir-se que a rigidez das células diminuiu com a administragao da doxorrubicina, apesar

dos resultados ndo serem significativamente estatisticos.

1

T T
Controlo Doxorrubicina

Figura 45 - Diferenca na rigidez dos cardiomidcitos dos animais controlo e Doxo através do parametro Kc.

A figura que se segue (Figura 46) apresenta as curvas que relacionam os valores da
concentracdo de cada solugdo ativante utilizada, pCa, com a forca mdaxima que o
cardiomidcito gerou em cada ativacdo, relativa a forca maxima obtida para a solucdo
saturada de calcio (pCa 4.5). Esta relacdo é apresentada para ambos os grupos de animais e

verifica-se que ndo existem diferencas significativas na sensibilidade dos miofilamento para

2
o Ca”".
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Figura 46 - Forga isométrica relativa dos cardiomiocitos em fungdao do pCa das solugles activantes, para

animais controlo e doxorrubicina.

Da curva apresentada na figura anterior pode inferir-se parametros importantes para
a avaliacdo da sensibilidade dos miofilamentos ao calcio. Na Figura 47 apresenta-se
graficamente os valores desses parametros obtidos em animais controlo e animais Doxo. O
pCaso (A) corresponde ao valor da concentragio de Ca** necessario para gerar 50% da forca
maxima de ativagao. O nH, coeficiente nHill (B), corresponde ao declive da curva. Nao se

verificaram diferencas entre animais controlo e Doxo em ambos os parametros.
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Figura 47 - Diferencas da sensibilidade ao célcio entre animais controlo e Doxo através dos

parametros: (A) pCaso e (B) nH.
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7 DISCUSSAO

7.1 IMPLEMENTACAO DE UM SISTEMA DE AVALIACAO FUNCIONAL DE
CARDIOMIOCITOS ISOLADOS

A escolha dos modelos 403A e 315C-I para o transdutor de forca e para o controlador
de comprimento, respetivamente, assentou em especificacdes relevantes para a obtencao
dos parametros desejados: a forca do cardiomidcito e a sua sensibilidade ao calcio.

Os fatores preponderantes para a eleicdo do modelo 403A, como transdutor de forga,
foram a sensibilidade e a resolucdo. Uma resolucdo de 0,1 uN é razoavel para a forca
adquirida uma vez que se previam valores na ordem dos uUN, como ja foi referido no segundo
capitulo. Este transdutor possui um bom tempo de resposta, cerca de 1 ms, o que permite
detetar rapidamente variagdes na for¢a quando é alterado o comprimento da célula.
Contudo, a variagdo quer do offset quer do ganho com a temperatura é significativa (0,5
UN/°C para o offset e 0,01%/°C para o ganho), ndo sendo, portanto, desejavel que a
temperatura ambiente varie muito durante a realizagdo dos protocolos. Para solucionar este
problema, optou-se por manter a temperatura da sala a 20 °C, embora existam sempre
flutuagdes devido a deslocacgdes de ar.

A fixacdo da fibra de carbono ao transdutor com parafina confere ao sistema a
vantagem de evitar que se quebre quando se exerce forca na agulha durante o seu processo
de limpeza.

A calibragao destes componentes foi executada com o objetivo de garantir o bom
funcionamento do equipamento e para a obtencdo de resultados mais rigorosos. Os fatores
de calibracdo obtidos (Figura 38), muito préximos do previsto, indicam uma calibracdo
razoavel. Apds a calibracdo realizada, era desejavel testar o transdutor e ver a sua resposta a
sua submissdo a uma forca conhecida. Foi testado o equipamento com células cardiacas
provenientes de ratos, obtendo-se forgas entre os 2 mN/mm? e os 12 mN/mm?, e de
coelhos, com forcas de 2 a 30 mN/mm?, correspondendo ao desenvolvimento de tensdes
inferiores a 10 uN quando colocados em solugdes de cdlcio saturadas. Um estudo realizado
por Bluhm et al. em cardiomidcitos de coelho apresenta valores médios de forga a rondar os

5,7 mN/mm?, e faz uma comparacdo entre outros estudos que exibiram valores de forca

65



inferiores a 7 uN para células cardiacas de varios mamiferos [56]. Outro estudo, realizado
por Nishimura et al., no qual de realizaram medi¢ées em cardiomidcitos do ventriculo de
rato, divulga valores de forca inferiores a 10 N, sendo a for¢a maxima 41 mN/mm?® em
média sob condi¢des isométricas [36]. Uma vez que os valores obtidos se enquadram no que
era expectdavel, foi possivel validar a técnica e concluir que o sistema implementado é capaz
de realizar as medicdes necessarias a avaliacdo da funcao cardiaca.

O tempo de resposta relativamente baixo (500 ms), que corresponde a rapidez do
controlador, bem como a sua alta linearidade (99,5 %) foram fatores decisivos para a escolha
deste controlador para integrar o equipamento. Um outro fator de elevada importancia foi
tido em conta: a complacéncia diminuta, inferior a 0,01 um/mN, que garante que o
comprimento de sarcomero ajustado ndo se alterara devido a movimentos do motor.

Tal como no transdutor, a resolucdo do controlador, 0,5 um, é suficiente para alterar
o comprimento de cardiomidcitos uma vez que o encurtamento efetuado corresponde a
20% do tamanho inicial (Lo) do cardiomidcito, podendo variar entre os 5 e os 30 um,
consoante o Lo.

O tipo de controlo exercido sobre o motor magnético teve grande influéncia na
escolha e estd associado a uma resposta mais rapida ou mais lenta do controlador. Para
alcancar tempos de resposta mais rdpidos a eletrénica de controlo usa uma malha de
controlo proporcional/derivativo (PD) [48].

O sistema de controlo do dispositivo 315C-I inclui um integrador na sua malha de
controlo, que o torna num controlador PID. A adicdo do integrador resulta numa resposta
excecionalmente plana e também garante que ndo ha praticamente movimento do braco,
independentemente da forca aplicada. Em contrapartida, este tipo de controlo aumenta o
tempo de resposta do sistema (500 ms) [48]. Encontrou-se, assim, um compromisso entre o
tempo de resposta e a estabilidade do braco do motor, permitindo manter um SL sem
grandes flutuagdes.

A interface A/D possui entradas e saidas analdgicas de 16bits, podendo o sinal variar
entre os -10V e os +10V. A resolucdo de cada entrada e saida é, entdo, de cerca de 3 mV.
Apesar do deslocamento do braco do motor ser reduzido, uma vez que o encurtamento é na
ordem dos um, e da tensao detetada pela agulha do transdutor ser, também, diminuta (uN),

a resolucdo é suficiente se se tiver em conta o fator de escala de cada dispositivo
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(transdutor- 0,5mg/V e controlador — 0,15mm/V). Era possivel manter uma boa resolucdo (=
78 mV) se o numero de bits diminuisse, por exemplo, para metade (8 bits).

A utilizacdo de micromanipuladores manuais mostrou-se de grande utilidade na
manipulagdo microscopica das células. No entanto, o recurso a joysticks tornou-se
importante ja que proporcionou movimentos mais finos e precisos, que estavam dificultados
com a utilizacdo dos manipuladores manuais. A resolucdo de cerca de 0,01 um revelou-se
adequada ao ajustamento do comprimento do sarcémero, uma vez que no processo de
estiramento era necessario alongar a célula cerca de 0,2 um entre cada SL pretendido.

Uma das grandes vantagens do programa ASI 600A, além da aquisicdo dos dados, € a
possibilidade de controlar o comprimento do cardiomidcito pelo envio de informacdo ao
controlador. Através de funcdes predefinidas, este programa permite, de uma forma simples
e intuitiva, criar protocolos que possibilitam, por exemplo, tornar o processo de
encurtamento automatico.

Muitos ajustes foram feitos no protocolo até se encontrar a versao final. Uma vez que
o comportamento do cardiomidcito é varidvel quando colocado em solugao ativante, ou
seja, o tempo até se atingir a forca maxima desenvolvida varia de acordo com a
concentracdo de calcio usada, ndo foi possivel automatizar todo o processo experimental.
Optou-se por iniciar manualmente o protocolo quando se atingisse a ativacdo maxima em
cada solucgdo ativante.

A geracao de forca quase simultanea com a variacdo de comprimento, em cada uma
das solucbes (relaxamento, pCa 9.0, e ativante, pCa 4.5-6.0), permite concluir que o
controlador de movimento atuou com elevada rapidez, confirmando a boa escolha do
controlador. Por medi¢cdes do comprimento das células, aguando do seu encurtamento em
20%, foi possivel confirmar que o braco do motor se moveu a distancia desejada,
confirmando a eficacia do controlo PID deste controlador.

Uma das fases mais criticas durante o procedimento experimental no estudo de
células cardiacas isoladas é a sua fixagao as agulhas do transdutor e do motor. O processo de
colagem foi realizado com sucesso na maior parte das células escolhidas, embora esteja
muito dependente da qualidade da extracdo celular obtida.

A monitorizacdo do comprimento do sarcdmero ao longo da experiéncia permite
verificar se hd variacdes do comprimento. A baixa variacao verificada nos ensaios realizados

indica uma boa fixa¢do da célula, e uma baixa complacéncia dos componentes mecanicos.
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Apesar do programa permitir, igualmente, uma monitorizacdo automatica do
comprimento do sarcoémero (SL) a partir da imagem obtida em tempo real, ndo foi possivel
implementar um protocolo com base nestes pressupostos. Para que isso fosse possivel a
estriacdo do cardiomidcito teria de ser uniforme, o que nem sempre acontece devido a
inconstante qualidade das preparacdes celulares, sendo portanto necessdrio uma otimizacao
deste processo.

Para o cdlculo do valor de SL recorreu-se, preferencialmente, ao ACF pois é o mais
robusto e eficaz dos algoritmos disponibilizados pelo programa VSL 900B. Com esta técnica a
resolucdo da medicdo ndo depende do tamanho da ROl nem do ndmero de ciclos da ROI. No
entanto, o algoritmo da FFT possui a vantagem de um tempo de processamento mais rapido,

permitindo medi¢des a um ritmo mais elevado do que com os outros algoritmos [52].

7.2 ESTUDOS FUNCIONAIS EM MUSCULOS PAPILARES

Inicialmente é necessdario preparar os musculos papilares. Neste tipo de preparacao,
os musculos papilares do ventriculo direito sdo os mais utilizados, dado que sdo mais finos e
mais alongados, o que permite obter uma melhor performance durante a experiéncia sem
que os cardiomidcitos mais internos sofram privacdo de oxigénio (core hipdxico). Por este
motivo, as preparacdes sdo oxigenadas e mantidas por difusdo. Se o musculo for mais
grosso, é provavel que o seu interior entre em isquemia [28].

A doxorrubicina é um farmaco quimioterapéutico de elevada eficacia no combate de
varios tipos de cancro [57, 58]. No entanto, a sua utilidade clinica é limitada uma vez que
provoca uma toxicidade cardiaca cumulativa dependente da dose, caracterizada por uma
cardiomiopatia dilatada irreversivel e insuficiéncia crdnica [58-60].

Os animais Doxo demonstraram uma diminuicdo significativa do seu peso corporal
sugerindo caquexia nestes animais. De facto, varios estudos mostram o declinio de peso
corporal em animais sujeito ao tratamento crénico por doxorrubicina, revelando a sua
severidade [61, 62]. O peso dos coracGes extraidos ndo variou significativamente entre
ambos os grupos, apesar da existéncia de uma ligeira diminuicdo no grupo Doxo. No
entanto, um estudo realizado por Koti et al. mostra um aumento significativo desse peso em

ratos [63]. J& um estudo realizado em coelhos, sujeitos a administracdo de doxorrubicina,
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relata que o peso dos coragdes varia com a severidade da cardiomiopatia provocada. Este
estudo mostra mesmo que, para estados de baixa severidade, o peso do coragdo pode variar
muito pouco [59].

Apesar de no presente estudo nao ter sido efetuada nenhuma modifica¢do do teor de
gordura da dieta dos animais estudados, estudos experimentais revelam que ratos com
obesidade, induzida por dietas com alto teor de gordura, apresentam maior sensibilidade a
toxicidade induzida pela doxorrubicina. No entanto, o mecanismo associado a este estado
permanece desconhecido [64].

A adiponectina é uma hormona produzida, exclusivamente, pelo tecido adiposo, e os
seus niveis plasmaticos estdo diminuidos em individuos obesos. Esta adipocina esta
diminuida quando surgem disturbios como a hipertensdo, diabetes tipo Il ou doencas
corondrias. Todas estas observacdes indicam que a adiponectina possui uma funcgao
cardioprotetora no desenvolvimento de doencas cardiacas [64]. Estudos mostram que a
adiponectina possui um papel protetor, também, em cardiomiopatia induzida pela
doxorrubicina [65, 66].

O efeito inotrépico negativo obtido apds administracdo aguda de adiponectina nos
musculos papilares contrasta com o que era esperado e com estudos que concluem uma
melhoria da funcdo contractil com a administracdo da adiponectina. Isto pode dever-se ao
facto da ligacdo desta adipocina aos seus recetores no coracdo ter desencadeado a ativacao
da proteina G [66]. Esta proteina inibe a producdo de AMPc, e portanto diminui a
concentracdo de cdlcio intracelular disponivel. A menor quantidade de calcio disponivel
compromete o desempenho da maquina contractil do muasculo.

Varios estudos indicam que a insulina possui um efeito inotrdpico positivo [67].
Contudo os resultados obtidos no presente trabalho sdo apoiados por um estudo realizado
por Hsu et al. que revela que a insulina apresenta dois efeitos inotrépicos: para baixas
concentragdes (10 a 1000 nmol/L) tem efeito positivo e para concentracGes mais elevadas
(21 umol/L) possuiu um efeito negativo [68].

Apesar de ndo serem significativos, a resposta a administracdo de insulina para o
grupo controlo assemelha-se ao de Hsu et al.. No entanto, os restantes valores obtidos
contrariam o que era esperado.

A resisténcia a insulina patente na patologia cardiovascular esta associada a

alteragdes do metabolismo. A adiponectina tem sido descrita como uma proteina
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sensibilizadora da insulina, uma vez que existem estudos que a associam a diminuicdo de
glucose no plasma, independentemente das altera¢des dos niveis de insulina [69]. Torna-se,
entdo, de elevada importancia o estudo dos efeitos na contractilidade da insulina em
associa¢ao com a adiponectina.

Era de esperar que, uma vez sensibilizadora, a adiponectina aumentasse os efeitos da
insulina, que se esperaria ser inotropica positiva. Isto pode dever-se ao facto da
adiponectina poder diminuir a fosforilacdo dos recetores da insulina (IRS-1), como mostra
um estudo realizado por Zhu et al., realizado em ratos [70]. Segundo esta hipdtese o
comportamento do musculo em resposta a insulina é explicado pelo facto da ligacdo da
insulina ao seu recetor estar diminuida na presenca de adiponectina, o que inibe o seu efeito
inotrdpico positivo.

A cardiomiopatia dilatada induzida pela doxorrubicina é caracterizada pelo aumento
dos ventriculos, pela diminuicdo da contractilidade e pelo aumento do relaxamento das
paredes ventriculares [1].

De facto, o aumento da distensdo era esperado ja que varios estudos demonstram
gue esta hormona inibe a hipertrofia ventricular, contrariando desta forma a diminuicdo da
distensibilidade a ela associada. Em musculos do grupo Doxo, a adiponectina parece
confirmar o seu efeito protetor na cardiomiopatia induzida, uma vez que a distensibilidade
ndo alterou ao longo das doses.

Pelo efeito inotrépico positivo atribuido a insulina, esperar-se-ia que a insulina
aumentasse a distensibilidade do musculo. Pelo contrario, observou-se um efeito lusitrépico
negativo em controlo, para as doses mais baixas, e um aumento da distensibilidade para a
dose mais elevada, consistente com o efeito inotrépico ja demostrado. Em animais Doxo, a
distensibilidade quase ndo variou, tal como acontecera com os parametros de
contractilidade, mostrando que o efeito lusitrépico negativo esperado anulou o efeito
positivo atribuido a doxorrubicina.

Quando a insulina foi administrada apds a adiponectina, a distensibilidade aumentou
em ambos os grupos, ainda que ligeiramente (Figura 43 C). Na realidade, estudos prévios ja
demonstraram que a relacdo entre a adiponectina e a insulina pode ser influenciada por

fatores genéticos, ainda desconhecidos [69].
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7.3 ESTUDOS FUNCIONAIS EM CARDIOMIOCITOS ISOLADOS

As células utilizadas neste estudo provém, normalmente, de bidpsias de tecido
cardiaco animal ou humano e o seu isolamento é feito de forma mecanica. Depois do
isolamento, os cardiomidcitos sdo tratados com Triton X-100 para remover todas as
barreiras membranares, mantendo o aparelho contratil intacto. Este método é vantajoso na
medida em que possibilita o estudo da correlacdo entre as propriedades contrateis e a
composi¢do de proteinas sob condi¢es estandardizadas (composi¢do do meio intracelular,
comprimento do sarcomero), sem a presenca de fatores perturbadores presentes no
coracdo intacto (fatores hormonais e concentragées de célcio variaveis) [6].

As forcas desenvolvidas pelos musculos estriados sdao, normalmente, classificadas em
ativa, componente gerada pelas proteinas contrateis, e em passiva, componente gerada
pelos elementos eldsticos que possibilitam o estiramento do musculo. Existem duas
estruturas responsaveis pela forca passiva: a rede de colagénio na MEC e os filamentos de
titina [71]. Nos cardiomidcitos isolados, a principal fonte de tensdo passiva é a titina. A
medida que o sarcdmero vai alongando os seus segmentos extensiveis vao desenvolvendo
forca elastica [72].

Os resultados obtidos no estiramento dos cardiomiécitos revelam que ndo ha
diferencas significativas na relacdo tensdo passiva — comprimento do sarcémero entre os
dois grupos em estudo: animais normais e com IC. No entanto, verifica-se uma ligeira
diminuicdo da tensao passiva e da rigidez dos cardiomidcitos para o grupo Doxo (Figura 45).
Estes resultados sdo concordantes com o que se esperava teoricamente, ja que
doxorrubicina induz uma cardiomiopatia dilatada. Deste modo o coracdo torna-se mais
complacente e, consequentemente, a sua capacidade de enchimento reduz.

Varios estudos apontam para a diminuicdao da quantidade de titina em coragdes com
insuficiéncia cardiaca dilatada [72], podendo esta variacdo estar relacionada com a
diminuicdo da rigidez apresentada pelas células.

Os valores forca foram normalizados a area seccional da célula, que se considerou
eliptica e com o diametro menor igual a 70% da largura da célula. O facto de existirem estas
consideracbes, uma vez que ainda ndo é possivel concretizar medi¢cdes em profundidade,

pode influenciar os resultados obtidos para estes valores de forca.
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As forgas total (Tt), passiva (Tp) e ativa (Ta) ndo variaram significativamente entre os
grupos controlo e Doxo, tal como aconteceu no estudo com musculos papilares isolados.
Todavia, a relagdo entre as tensdes passiva e ativa diminui significativamente no grupo Doxo,
devido principalmente por influéncia da Tp, que diminuiu. Este facto é concordante com o
esperado, ja que o tratamento por doxorrubicina resulta numa cardiomiopatia dilatada, cujo
miocardio apresenta uma diminui¢do da rigidez, como ja foi referido.

Comparando, agora, os resultados obtidos pelos dois métodos de avaliacdo da funcao
contractil cardiaca, mais precisamente a tensao ativa em ambos os processos, conclui-se que
no protocolo do musculo papilar isolado (Tabela 5) os valores foram bastante mais elevados
do que os do protocolo dos cardiomidcitos isolados (Tabela 6). Este resultado foi obtido,
igualmente, por outro grupo de investigadores que, tal como neste estudo, consideraram a
area seccional do cardiomiécito como uma elipse [34]. Esta consideracdo pode ser,
realmente, um erro introduzido na andlise de dados. Adicionalmente outros fatores podem
contribuir para os valores menores obtidos na avaliagao funcional de cardiomidcitos isolados
tais como: 1) a diferenga da concentragdo de Ca’* nas diferentes solucdes; 2) o recurso a
material fresco versus material congelado; 2) a utilizacdo de temperaturas fisioldgica de 35°C
versus temperaturas sub-fisiolégicas de 20°C. No que diz respeito a Tp verificou-se
igualmente que os valores da avaliacdo funcional em cardiomidcitos isolados sdo
ligeiramente inferiores aos valores obtidos em musculos papilares ja que, neste ultimo

outros fatores contribuem para a rigidez miocardica como a matriz extracelular.
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CONCLUSAO

Do trabalho realizado pode concluir-se que:
A inducdo de cardiotoxicidade e insuficiéncia cardiaca pela doxorrubicina, uma droga
antineoplasica, foi confirmada pela diminuicdo significativa do peso corporal dos
coelhos em relagdo aos animais normais.
O estudo realizado em preparagées multicelulares in vivo, utilizando musculos papilares,
ndo revelou diferencas significativas nos parametros de contractilidade e relaxamento
entre coelhos normais e coelhos com insuficiéncia cardiaca. A for¢a isométrica média
medida em 33 musculos papilares foi cerca de 33 mN/mm?, para ambos os grupos de
estudo.
As respostas inotrépica negativa e lusitropica positiva as crescentes doses de
adiponectina e insulina faz supor que a cardiomiopatia provocada pela doxorubicina
influencia a atuacdo dos farmacos. Verificou-se, porém, que o efeito da insulina é
dependente da concentracao da dose administrada.
Conclui-se também que podera haver uma interagdo entre a adiponectina e a insulina
que influencie o comportamento da insulina, quando esta é administrada apds a
adiponectina.
Tal como no estudo do musculo isolado, a avaliacido da fung¢do contrdctil nos
cardiomidcitos ndo apresentou diferencas significativas entre cora¢des normais e
coragOes insuficientes, o que veio reforcar os resultados obtidos anteriormente. No
entanto, a diminuicdo da tensdo passiva relativamente a tensdo ativa verificada em
animais Doxo, sugere uma cardiomiopatia dilatada, como era previsto com a indugdo
deste farmaco.
O estiramento realizado aos cardiomidcitos permitiu avaliar as propriedades passivas, e
os resultados indicaram que houve uma ligeira diminuicdo da rigidez das células dos
animais Doxo em rela¢do aos controlos.
O sistema de avaliagdao funcional de cardiomidcitos isolados foi implementado com
sucesso, garantindo-se e confirmando-se o bom funcionamento de todos os
componentes integrados no sistema. Esta implementacdo possibilitou o estudo da

contractilidade em células cardiacas provenientes dos coelhos acima referidos.
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8. A forca isométrica média de 56 cardiomidcitos foi de 15,7 mN/mm? para o grupo
controlo (n=34) e de 16,8 mN/mm? para o grupo Doxo (n=22).

9. A resolucdo (0,1 uN) e o tempo de resposta (1 ms) do transdutor de forga, escolhido
para integrar o sistema, foram adequados a aquisicdo dos parametros de for¢a. No
entanto, a temperatura influencia significativamente a variacdo do offset (0,5 uN/°C),
sendo necessario manter uma temperatura constante ao longo dos protocolos.

10. O tipo de controlo selecionado para alterar o comprimento dos cardiomidcitos —
controlo PID — revelou-se uma escolha acertada dado que confere uma boa estabilidade
ao braco do motor e possui um tempo de resposta relativamente baixo (500 ms). A sua
resolucdo (0,5 um) foi adequada as variagcdes de comprimento provocadas.

11. O sistema implementado revelou-se uma opc¢ao util na medida em permitiu monitorizar
o comprimento do sarcdmero, aplicar protocolos de acordo com as medicdes a realizar
e obter parametros de forca que permitiram a avaliacdo das propriedades mecanicas
dos cardiomidcitos.

12. A implementacao do sistema realizada abre novos caminhos para a avaliagdo da
contractilidade, podendo-se assumir uma grande importancia no diagndstico e estudo
de doencas cardiacas ao nivel celular. A simplicidade na criacdo de diferentes protocolos
de medicdo da forca permitira estudos mais alargados dos mecanismos contracteis das

células, inclusive em biopsias humanas.

8.1 PERSPETIVAS FUTURAS

Em trabalhos futuros, serd importante a realizacdo de estudos moleculares para
compreender melhor os efeitos da adiponectina e da insulina no sistema cardiovascular.

No sistema de medicdo de forca implementado, a colocacdo de uma fonte de luz e
um espelho ao nivel do cardiomidcito colado, no microscépio, permitird uma medida mais
exata da profundidade e observar com rigor a forma da sec¢do da célula, eliminando os
erros associados a normalizagdo dos valores de forga desenvolvida.

No programa AS| 600A, sera de grande utilidade o desenvolvimento de protocolos
que permitam o controlar o comprimento do sarcémero, de modo a automatizar o processo

de estiramento das células.
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A existéncia de varios pocos disponiveis no dispositivo de teste, torna possivel a
aplicacdo de farmacos nos cardiomidcitos isolados, o que facilitard a investigacdo do
comportamento das proteinas contracteis, como a titina, e concluir mais acerca das
propriedades mecanicas e energéticas das células.

Em estudos futuros, a fim de reduzir o erro padrao associado as medicdes realizadas,

sera necessario aumentar o nimero de amostras utilizada em cada experiéncia.
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APENDICES

APENDICE 1 - FUNCOES DO PROGRAMA ASI 600A

Funcao Descrigao
Data-Enable Inicia a aquisicao de dados
Data-Disable Termina a aquisicdo de dados

Length-Step
Length-Ramp
Length-Square

Length-Sine

Length-Sample

Length-Hold

SL-Step

SL-Ramp

SL-Sample

SL-Hold

Repeat

Stop

Alteracao do comprimento em forma de degrau

Alteracdo do comprimento em forma de rampa

Alteracao do comprimento usando uma onda quadrada
Alteracdo do comprimento usando uma onda sinusoidal
Armazenamento da amostra com o valor de comprimento apds
um atraso especificado

Alteracao do comprimento em forma de degrau para o valor de
comprimento armazenado no nimero da amostra especificado
Alteracao do comprimento do sarcdmero em forma de degrau
Alteracao do comprimento do sarcémero em forma de rampa
Armazenamento da amostra com o valor de comprimento do
sarcomero apos um atraso especificado

Alteracdo do comprimento do sarcomero em forma de degrau
para o valor de comprimento armazenado no numero da
amostra especificado

Repetir o protocolo o numero de vezes desejado

Terminar protocolo
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ASI 600A Test Protocol File
Sun Jul 17 08:40:02 2011

Created:

A/D Sampling Rate:
Isometric Force Protocol

Comment:

Minimum Length:
Maximum Length:
PD Deadband:
01:
02:
03:
04:
05:
06:
07:
08:
09:
10:

Stimulus
Stimulus
Stimulus
Stimulus
Stimulus
Stimulus
Stimulus
Stimulus
Stimulus
Stimulus
Time (ms)
0.0
5000.0
0.0

Control Function

FHRRR R PP RO

2.

O 00 J o Ul WDN W

N

-5.000
5.000

2000 Hz

(Lo)
(Lo)

0.000000 mN

ms
ms
ms
ms
ms
ms
ms
ms
ms
ms

100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.

000
000
000
000
000
000
000
000
000
000

Data-Enable
Data-Disable
Stop

APENDICE 2 — PROTOCOLO DE ESTIRAMENTO

Hz 10.0 ms 50.000 Hz 0.100 s
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Options

ASI 600A Test Protocol Sequence File
Created: Fri Jul 23 09:47:21 2011
Protocol File Directory: /home/asi/pro/
/home/asi/data/

Data File Directory:

Output File Type

Protocol
Protocol
Protocol
Protocol
Protocol

1:

g w N

1

I = N = =

0

O O O O

O O O O o

(0:

0

O O O O

one file 1:

prot SL
prot SL
prot SL
prot SL
prot SL

1.6

NN DN

one file per frame):

000
000
000
000
000
000
000
000
000

0

n n n n h h n o’
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APENDICE 3 — PROTOCOLO DE MEDICAO DE FORCA

ASTI 600A Test Protocol File
Created: Sun Jul 17 07:39:29 2011
A/D Sampling Rate: 2000 Hz
Comment: Isometric Force Protocol

Minimum Length: -5.000 (Lo)
Maximum Length: 5.000 (Lo)
PD Deadband: 0.000000 mN
Stimulus 01: 0.3 ms 100.000 Hz 10.0 ms 50.000 Hz 0.100 s
Stimulus 02: 1.2 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 03: 1.3 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 04: 1.4 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 05: 1.5 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 06: 1.6 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 07: 1.7 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 08: 1.8 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 09: 1.9 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Stimulus 10: 2.2 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.
Time (ms) Control Function Options
0.0 Data-Enable
1000.0 Length-Step 0.8 Lo
1005.0 Length-Step 1 Lo

11002.0 Length-Step 0.8 Lo

21002.0 Length-Step 1 Lo

31002.0 Data-Disable

0.0 Stop

ASI 600A Test Protocol Sequence File
Created: Fri Jul 29 07:41:54 2011
Protocol File Directory: /home/asi/pro/
Data File Directory: /home/asi/data/
Output File Type (0: one file 1:

one file per frame):

Protocol 1: 0 3 0 0 prot SL Slength
Protocol 2: 1 0 0 0 protocolo 2 4.5(1)
Protocol 3: 1 0 0 0 protocolo 2 4.5(2)
Protocol 4: 1 0 0 0 protocolo 2 5.2
Protocol 5: 1 0 0 0 protocolo 2 5.6
Protocol 6: 1 0 0 0 protocolo 2 6.0
Protocol 7: 1 0 0 0 protocolo 2 5.0
Protocol 8: 1 0 0 0 protocolo 2 5.4
Protocol 9: 1 0 0 0 protocolo 2 5.8
Protocol 10: 1 0 0 O protocolo 2 4.5(3)

000
000
000
000
000
000
000
000
000

n n n n h O h o’
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APENDICE 4 — FICHEIRO DE DADOS

ASTI 600A Data File

Created: Sat Jul 23 08:44:05 2011
A/D Sampling Rate: 2000 Hz
Comment: test force step #1 GF=0.9 DF=0.0
*** Setup Parameters ***

Length Controller: 315C

Force Transducer: 403A

Initial Length: 0.091 mm

Minimum Length: -5 Lo

Maximum Length: 5 Lo

Fiber Length: 0.091 mm

Initial Sarcomere Length: 2.2 um
Diameter: 0.0261151 mm

Maximum Tetanic Tension: 2 mN

PD Deadband: 0.0005 mN

ADCO Offset: 0.000 mv

ADC1 Offset: 0.000 mv

DACO Offset: 0.000 mv

DAC1 Offset: 0.000 mv

Panel 1 size: 4
Panel 2 size: 2
Panel 3 size: 2
Panel 4 size: O
Panel 1 signal: 1
Panel 2 signal: 0
Panel 3 signal: 2
Panel 4 signal: 6

Length Units: um
Force Units: mN
Time Units: ms
Sarcomere Length Units: um
Scope Displayl:
Scope Display?2:
Scope Timebase:
Scope Vscale:
Scope Lunit:

Scope Lmin: .948000
Scope Lmax: .956000
Scope Funit:

Scope Fmin: .000000
Scope Fmax: .000000

Scope Sunit:
Analysis Lunit:
Analysis Funit:
Analysis Tunit:
Analysis Colorl: 1

Analysis Color2: 2

Analysis Channels: 10100000000001
Auxl Name: Auxl

Auxl Units: volts

Auxl Scale (units/volt): 1.000000
Auxl Offset (units): 0.000000
Aux2 Name: Aux?2

Aux2 Units: mv
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Aux2 Scale (units/volt): 1000
Aux?2 Offset (units): O

*** Calibration Parameters ***

Model LOoffset LOscale LIoffset LIscale FOoffset FOscale
FIoffset FIscale
Number mm mm/ v mm mm/ v mN mN/v
mN mN/v
308B 0 0.2 0 0.2 0 1 0 1
312C 0 0.15 O 0.15 O 1 0 1
315C 0 0.15 O 0.15 O 1 0 1
318B 0 0.3 0 0.3 0 1 0 1
322C 0 0.3 0 0.3 0 1 0 1
300B 0 0.5 0 0.5 0 50 0 50
300B-LR 0 0.5 0 0.5 0 100 0 100
305B 0 1 0 1 0 500 0 500
305B-LR 0 1 0 1 0 1000 O 1000
309B 0 1.25 0 1.25 0 2000 0 2000
310B 0 2 0 2 0 5000 O 5000
310B-LR 0 2 0 2 0 10000 0 10000
400A 0 1 0 1 0 5 0 5
402A 0 1 0 1 0 50 0 50
403A 0 1 0 1 -0.009671406 0.475449 -
0.00967146 0.475449
404A 0 1 0 1 0 10 0 10
405A 0 1 0 1 0 1 0 1
406A 0 1 0 1 0 0.05 O 0.05
407A 0 1 0 1 0 100 0 100
other 0 1 0 1 0 1 0 1
*** Test Protocol Parameters ***
A/D Sampling Rate: 2000 Hz
Comment: Isometric Force Protocol
Minimum Length: -5.000 (Lo)
Maximum Length: 5.000 (Lo)
PD Deadband: 0.000000 mN
Stimulus 01: 0.3 ms 100.000 Hz 10.0 ms 50.000 Hz 0.100 s
Stimulus 02: 1.2 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 03: 1.3 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 04: 1.4 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 05: 1.5 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 06: 1.6 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 07: 1.7 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 08: 1.8 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 09: 1.9 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Stimulus 10: 2.2 ms 100.000 Hz 20.0 ms 2.000 Hz 100.000 s
Time (ms) Control Function Options
0.0 Data-Enable
1000.0 Length-Step 0.8 Lo
1005.0 Length-Step 1 Lo
11002.0 Length-Step 0.8 Lo
21002.0 Length-Step 1 Lo
31002.0 Data-Disable
0.0 Stop
*** Force and Length Signals vs Time ***
Time (ms) Lin (mm) Lout (mm) Fin (mN) Fout (mN) SL (um)

Stimulus/Triggers
0.0 0.09073 0.09100 0.06257 5.23069 0.00000 O
0.5 0.09123 0.09100 0.06254 5.23069 0.00000 O
1.0 0.09155 0.09100 0.06262 5.23069 0.00000 O
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.09149
.09082
.09051
.09046
.09091
.09156
.09142
.09119
.09062
.09033
.09067
.09131
.09158
.09139
.09084
.09046
.09046

.09103
.09151
.09155
.09112
.09054
.09039
.09080
.09125
.09161
.09132
.09083
.09037
.09056
.09103
.09162
.09152
.09105
.09050
.09036
.09087
.09134
.09155
.09127
.09077
.09035
.09059
.09121
.09149
.09153
.09092
.09057
.09041

cNeoNoNoNoNoNoRoNolNoNololololNolNolNo]

.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100

oNoNoNeoNoRoNoNoNoNoBoNoNoNoloBoNoNoNololololNoNolNololololNoNeoN oo

.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100
.09100

ecNoNoNoNoNoNoRoNolNoNolNolololNolNolNo]

.06262
.06259
.06262
.06268
.06259
.06268
.06268
.06265
.06265
.06274
.06283
.06283
.06274
.06280
.06265
.06274
.06274

oNoNoNeoNoRoNoNoNoRoBoNoNoNololoNoNoNoolololNoNolNololololNoNelN oo

.06262
.06268
.06274
.06262
.06257
.06268
.06259
.06254
.06271
.06274
.06268
.06274
.06268
.06271
.06277
.06265
.06257
.06268
.06268
.06257
.06259
.06277
.06259
.06265
.06277
.06274
.06274
.06277
.06271
.06283
.06277
.06274

(G206, BNG; BNG, NG NG BN BNE) NG I NG IO NG I G I G G I C) |

.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069

(S INC; BNG; IE, BN G BNG, BNG B I G2 N G BN G NG RGN RGN E) BN G BN NG I BNE2 BN BN NG BN G I C, RGN C, B G2 I C, B C RN G,

.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069
.23069

cNoNoNoNoNoNoRoNolNoNolNolololNolNolNo]

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

oNoNeoNeoNoRoNoNoNoNoBoNoNoNoloBoNoNoNololololNoNolNololololNoNeoN oo

.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000
.00000

ecNoNoNoNoNoNoRoNolNoNololololNolNolNe]

ocNoNoNeoNoRoNoNoNoNoRoNoNoNololoNoNoNololololNoNolNololololNoNeolN oo
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