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3

Metodologia

Neste capitulo é descrita a metodologia utilizada para o estudo da
influéncia das resolucdes espacial e temporal na morfologia do potencial de acao
optico. Este estudo foi realizado por meio de potenciais de acdo simulados,
experimentais e destes sinais simulados e experimentais processados digitalmente.
A andlise dos dados experimentais e dos efeitos do processamento de sinais foi
realizada de forma qualitativa e quantitativa por meio do estudo da propagacao da
atividade elétrica, utilizando o padrdo de ativacdo dos mapas opticos, e do estudo
do potencial de acdo o6ptico, por meio de parametros relacionados com a
morfologia do upstroke, respectivamente.

Este capitulo foi dividido em quatro partes: Mapeamento Optico da
fluorescéncia gerada pela atividade elétrica de coracbes isolados de coelho;
Simulacdo da resposta elétrica de células cardiacas; Processamento de sinais
experimentais e simulados e Indicadores de distor¢cdo da morfologia do potencial
de acdo.

3.1
Mapeamento Optico da fluorescéncia gerada pela atividade elétrica
de coracdes isolados

O uso de métodos de deteccdo Optica para medir o potencial
transmembranar de células excitaveis foi iniciado na década de 70 [5,6], e a
sensibilidade de corantes potenciométricos e de sistemas de deteccdo tem
avangado consideravelmente. A deteccdo da fluorescéncia de corantes
potenciométricos aplicados em tecidos excitdveis vem sendo utilizada nao
somente para a realizacdo de estudos da propagacdo da frente de onda da
excitacdo elétrica tecidual, como também na analise dos diferentes parametros
eletrofisiologicos caracterizados pela morfologia do potencial de acao dptico.

Em 1895, Oscar Langendorff idealizou um método para estudar a
atividade mecénica do coracdo isolado [55]. Canulando a aorta ascendente, ele foi
capaz de perfundir as artérias coronarias e manter a atividade cardiaca. Desde

Langendorff, esse método tem sido utilizados com sucesso para o estudo de
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coracOes isolados de mamiferos [56]. O sistema Langerdoff permite o estudo das
propriedades mecénicas do coragdo, do fluxo coronariano e o estudo metabdlico
do 6rgdo isolado [57]. O estudo da eletrofisiologia de coragdes isolados pode ser
feito utilizando corantes potenciométricos para mapear a atividade elétrica
superficial do tecido cardiaco pela deteccdo da fluorescéncia e obtencdo do
potencial de acdo transmembranar. Essa técnica permite a visualizacdo da
propagacdo da atividade elétrica no coragdo e a anélise localizada do potencial de
acao em uma pequena regido do coracdo. Entretanto, as resolucbes temporal e
espacial do sistema de deteccédo da fluorescéncia podem introduzir distor¢cdes nos
sinais adquiridos.

Coracdes isolados de coelhos séo frequentemente utilizados em estudos da
eletrofisiologia cardiaca por possuirem tamanho médio, facilitando intervencgdes
cirdrgicas, e varias caracteristicas moleculares, celulares e anatdbmicas similares
aos humanos. Neste trabalho utilizaram-se coracGes isolados de coelho
perfundidos com solugdo nutriente contendo corantes potenciométricos para
aquisicdo de mapas Opticos da atividade elétrica cardiaca. Essas medic¢Ges foram
feitas utilizando a infraestrutura da Universidade de Vanderbilt (EUA)
disponibilizada por meio de colaboragdo com o professor John P. Wikswo do
Vanderbilt Institute for Integrative Biosystems Research and Education (Viibre).

3.1.1
Preparacdo do coragdo para mapeamento optico

Cinco coelhos brancos neozelandeses, com massas corporais entre 3 a 4
Kg, foram pré-anestesiados com quetamina intramuscular (50mg/Kg), seguido de
injecdo endovenosa de heparina (2000 unidades) e pentobarbital sodico na dose de
50 mg/Kg para anestesia.

Os coragdes foram retirados rapidamente e conectados a um sistema de
perfusdo Langendorff e perfundidos por uma solucdo nutriente HEPES
modificada (130mmol/L NaCl, 10mmol/L glucose, 5Smmol/L KCI, 5mmol/L
HEPES, 20mmol/L C,H30,Na, Immol/L MgCl, e Immol/L CaCl,), saturada por
meio de gas com 100% O,, ajustada para pH 7,35 a 7,45 com 1mol/L de NaOH e
mantida a 37 graus Celsius por um sistema de controle de temperatura [58-61]. Os

experimentos foram conduzidos de acordo com os regulamentos para o uso de
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animais em pesquisa e aprovados pelo comité Vanderbilt Institutional Animal
Care and Use.

O nodulo sino-atrial foi preservado, mantendo-se a atividade elétrica
espontanea, e ndo foi realizada estimulacdo elétrica externa do tecido cardiaco.
Apds um intervalo de 20 minutos, para a estabilizacdo do ritmo cardiaco, 0s
coracOes foram corados adicionando di-4-ANEPPS (Molecular Probes, Eugene,
Oregon) na solugdo de perfusdo a uma concentracdo de 0,5 umol/dm?® e Diacetyl
monoxime (DAM), para inibir contragdo muscular, a uma concentragéo de 15

mmol/L.
3.1.2
Montagem Experimental

Como fonte de iluminacédo para a excitacdo do corante potenciométrico foi
utilizado um laser de estado s6lido com comprimento de onda de 532 nm (Verdi,
Coherent, Santa Clara, CA), expandido para aumentar a area de excitacdo. Uma
lente foi utilizada de forma a aumentar as imagens capturadas em 1,6 vezes e um
filtro passa-alta com frequéncia de corte de 607 nm (#25 Red, Tiffen, Hauppauge,
NY) foi utilizado para eliminar reflexdes da fonte de excitacdo. O sistema de
deteccdo experimental consistiu em uma camera CCD de alta sensibilidade [DS-
12-16K5H Dalsa], capturando aproximadamente 490 quadros por segundo e com
128x128 pixels por quadro, permitindo uma resolucgéo espacial de 0,4mm e uma
resolucdo temporal de aproximadamente 2ms. A Figura 9 mostra um esquema da

montagem experimental.

Laser Coracdo isolado
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Figura 9: Esquema da montagem experimental para mapeamento optico
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O coragéo foi mantido em uma posicédo vertical fixa e o sistema de detecgdo
e excitagdo possuia flexibilidade de movimentacdo para possibilitar o
mapeamento do coragéo inteiro. O sinal de fluorescéncia foi adquirido com 12 bits
pela camera CCD e transferido por uma placa de aquisicdo de quadros (IC-PCI,
Imaging Technology Inc., Bedford,MA) para o computador por dois segundos
utilizando a montagem descrita acima para obtencdo do potencial de acdo por
meio da razao entre a variacdo do sinal da fluorescéncia (AF) e seu valor de base
(F): —AF/F.

Uma foto de um coracdo isolado de coelho fixo em sistema Langerdoff
durante um experimento de mapeamento da atividade elétrica realizado na

Universidade de Vanderbilt é apresentada na Figura 10.

Figura 10: Coracdo isolado de coelho fixo em sistema Langerdoff na

montagem experimental para imageamento Optico de sua atividade elétrica.

3.2
Simulagado da resposta elétrica de células cardiacas
As descobertas de novos canais idnicos nas células cardiacas de mamiferos

e 0s avancos das técnicas de voltage-clamp levaram a um aumento da
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complexidade dos modelos matematicos usados para descrever a eletrodinamica
cardiaca. Em 1977, Beeler e Reuter (modelo B-R) [62] desenvolveram um modelo
usando quatro tipos de canais i0nicos, cujas correntes foram descritas pelo
formalismo do Hodgkin e Huxley, utilizando seis variaveis de portdo. Em 1991,
Luo e Rudy (modelo L-R) [20] apresentaram uma modelagem para 0s potenciais
de acdo de células do ventriculo de porco-da-india, que incorporava novos
resultados experimentais para a determinacao das constantes de condutividade dos
diferentes canais. O modelo L-R reformulou os coeficientes de abertura e
fechamentos dos portdes da corrente de sdédio do modelo B-R e adicionou trés
correntes de potassio. Mais tarde, o modelo de Luo-Rudy foi aprimorado
adicionando-se outras correntes, descrices matematicas para trocadores e bombas
e a dindmica intracelular dos ions de sddio, potassio e calcio [21-24]. Os modelos
citados acima sdo modelos de monodominio, 0s quais se caracterizam por serem
continuos e por desprezarem a influéncia do meio extracelular [29].

O balango entre as correntes de despolarizagdo e repolarizagdo regula a
voltagem da membrana durante o potencial de acdo, sendo modulado pela
concentracdo interna do ion de calcio. O calcio é extremamente importante na
eletrofisiologia cardiaca e o0s mecanismos celulares de controle de sua
concentragdo sdo de grande interesse na fisiologia celular. A concentracdo de
calcio no interior da célula é muito menor (aproximadamente 0,1 pumol/L em
repouso) do que sua concentra¢cdo no meio extracelular (aproximadamente 1
mmol/L), gerando um alto gradiente do exterior para o interior da membrana
celular. Este alto gradiente de concentragdo permite uma rapida mudanca na
concentracdo intracelular de célcio, por meio da abertura de canais i6nicos e fluxo
passivo através da membrana. Porém, é necessario um gasto de energia para
retirar ions de calcio do meio intracelular e manter sua baixa concentragcdo no
citoplasma [29].

Existem dois meios principais para remocdo de ions de célcio do
citoplasma da célula: remocao por bombas de ions e remocdo por armazenamento
em compartimentos internos da célula, como mitocondrias, reticulo
endoplasmatico e reticulo sarcoplasmatico. Da mesma forma, existem dois meios
principais para a entrada de ions de calcio na célula: por meio da abertura de
canais ionicos de célcio e por meio da liberacdo dos ions de calcio armazenados

nos compartimentos internos da célula.
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Um controle adicional para a reducdo da concentracdo dos ions de calcio
no citoplasma € feito por grandes proteinas moduladoras que se ligam aos ions,

como as calsequestrinas e troponinas.

3.2.1
Simulacdo de uma célula ventricular do coracao de coelho

O modelo matemético desenvolvido neste trabalho foi baseado nos
modelos de Luo-Rudy [21-24], que simulam o potencial de acdo de células do
ventriculo do coracdo de mamiferos. A adaptacdo dos parametros das correntes
ibnicas para reproduzir o potencial de acdo de células ventriculares do coragdo de
coelhos saudaveis foi feita utilizando os dados experimentais de varios autores
[39-45]. As dindmicas intracelulares dos ions de sodio, potassio e calcio também
foram modificadas, incluindo o armazenamento e liberacdo do ion de célcio pelo
reticulo sarcoplasmatico. A corrente transiente de saida Iy, foi incorporada e
dividida em uma formulagdo rapida (lif) € uma formulagdo lenta (lis) como
descrito pelo modelo de Shannon e col. (2004) [46].

As correntes ibnicas foram descritas pelo formalismo de Hodgkin e
Huxley e a formulagdo detalhada de cada corrente, bem como os valores
utilizados para os pardmetros de cada corrente e das dinamicas ibnicas
intracelulares estdo descritas a seguir.

O modelo possui 14 correntes ibnicas denominadas: Iy, (corrente de sodio
rapida); lca (corrente de célcio que atravessa canais do tipo-L); Ica 1 (corrente de
calcio que atravessa canais do tipo-T); Ixr (corrente de potassio ativada
rapidamente); lxs (corrente de potassio ativada lentamente); I (corrente de
potassio independente do tempo); Ik, (corrente de potéssio de Plateau); lios
corrente transiente de saida rapida); lys (corrente transiente de saida lenta); Inacax
(fluxo pelo trocador sodio-calcio); Inak (corrente da bomba sodio-potassio); lyca
(corrente da bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico); lc,p (corrente de fundo
de célcio); e Inap (corrente de fundo de sodio). A corrente total, I, que atravessa a

membrana celular é descrita por:
It = Ing + Ingp + Icar + INacax + Ipca + Icar + Icap + Ikr  (9)

+IKs + IK1 + IKp + INa,K + Ito,f + Ito,s
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A corrente de sodio rapida (Ina) incorpora os processos ativacao (portdo de
ativagdo m), inativacdo (portdo de inativacdo h) e inativacdo lenta (portdo de
inativacdo lenta h). Os parametros de Iy, foram baseados em células cardiacas de
coelho e a formulacdo da corrente tem como base o modelo de Shannon e col.

(2004) [46]. Neste modelo a corrente de sodio rapida é descrita por:

£, = Na k| g
F [Na™], ,
v
o OB A1)

m 1_g0lW+aT13)

80+V)

0.135¢ °¢8 para V <-40 .
0 para V >-40

3.56e%"¥ +310000e%*¥ para V <-40
1

B = (V+10.66)
O.13(1+e J

para V >-40;

L= (~127140e°2**¥ —0.00003474¢ 243 (1+Ve:3?17v'+77§.23)) para  V <-40
| =
0 para V >-40
0.1212¢ %940
B. = (1+e—0.1378(/+40.14)) para V <-40
J b
0 para V >-40

Iy = Gpm’hj(vV —E,.)

A corrente de célcio que atravessa canais do tipo-L (lca) incorpora
processos de ativacdo (portdo de ativacéo d), inativacéo (portéo de inativacao f) e
inativacdo resultante da concentracdo de célcio no meio interno (fe, portdo de
inativacdo dependente da concentracdo de célcio). Os pardmetros de Ic, foram

baseados em células cardiacas de coelho e a formulacdo da corrente tem como
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base 0 modelo de Luo-Rudy [23]. Neste modelo a corrente de calcio que atravessa

canais do tipo-L é dividida em trés correntes, I\ ca I|cana L cak que dependem da

concentracdo de meia-saturacdo de calcio, os coeficiente de atividade e a

permeabilidade da membrana aos ions de sddio, calcio e potassio e neste modelo

sdo descritas por:

1 1
d, =— feo :W ; Kica =0.006mmol/L;
1ig 624 1+>——+
Km,Ca
V4145
=g l-e 6 Cf o= 1+0.6_
qa — U, v o T V+35 50-V !
0.035(V +14.5) LietE 1ieT
1
Ty

T 0.0197¢ 09T 0 p

2P
VE? {7[S]i [S]ie * _7[S]O[S]OJ
I = Pzz[ ]

ZSVF ’
e Rt 1

Onde S inclui [Ca*"],[Na‘],[K*] e

7[ca]i =1 ,]/[Ca]o =0.341, 7[Na]i = 7[Na]0 = 7[K]i = 7[K]o =0.75;

p.=54.10°*2  p_=675.10742  p =193.107 4,

HF HF
IL,Ca:d‘f'fCa'I_c ;

a

IL,CaNa:d'f'fCa'INa;

IL,CaK:d'f’fCa’IK;

ICa,L = IL,Ca + IL,CaNa + IL,CaK

HF

A corrente de célcio que atravessa canais do tipo-T (lcat) incorpora

processos de ativacdo (portdo de ativacao b) e inativacao (portéo de inativacéo g).

Os parametros de Ic,t foram baseados em células cardiacas de coelho e a

formulacédo da corrente tem como base o modelo de Luo-Rudy [23]. Neste modelo

a corrente de calcio que atravessa canais do tipo-T € descrita por
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RT , ([Ca*
Geor =0.05, B¢, = _In[[ ]0] ;

2F | [Ca™],
1
boo = V+l4 ;
1+e 108
6.1
7, =3.7 Vizs
1+e 45
_ 1
9. = V+60 ?
1+e 56
-0.875(V +12) para V<0
T, = X
¢ 12 para V>0

ICa,T = GCa,szg(V - ECa)

A corrente de potassio ativada rapidamente (lk,) incorpora processos de
ativacao e inativagdo. Consideram-se os canais pelos quais atravessa a corrente de
potassio ativada rapidamente distribuidos uniformemente pela membrana. Os
parametros de lx, foram baseados em células cardiacas de coelho e a formulacao
da corrente tem como base 0 modelo de Luo-Rudy [23] com modificagbes por
Puglisi e col. (2001) [41]. Neste modelo a corrente de potéssio ativada

rapidamente é descrita por

RT K* N
EK=_'”([ +]°];Gm=0-035 L
F K] 5.4 - 75)
1+e+ ©
. = 1 ‘R = 1
0.00138(V +7) 0.00061(V +10) ' ¥ B [V+33]
1_ @ 0123¢+7) + 0-1450+10) _q 1+e 24

IKr :GKrXrR(V_EK)

A corrente de potéssio ativada lentamente (Ixs) incorpora processos de
ativacgdo e inativacdo. Consideram-se 0s canais pelos quais atravessa a corrente de
potassio ativada lentamente distribuidos uniformemente pela membrana e

dependentes da concentracdo de sodio. Os parametros de Ixs foram baseados em
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células cardiacas de coelho e a formulacdo da corrente tem como base 0 modelo
de Luo-Rudy [23]. Neste modelo a corrente de potassio ativada lentamente é
descrita por:

:EIH [K+]0+PNa,K[Na+]o
© F K]+ PR [Na’],

Ex

P« =0.01833;

G, =015/ 1+ 08 |
s 02
I+(5-)
[Ca™],
1
Xlsw = W’ XZSoo = X].SOO;
l+e 167
— 1 .
Pas = 9,0000719(V +30) _0.00031(V +30) °
1— @ 0148V +30) + — 1+ @00687¢+30)
Z—x25 = 42—xls ’

IKs = GstlsXZS(V - EKs)

A corrente de potassio independente do tempo (lx;) incorpora o0 processo
de inativacdo (portdo de inativacdo K;) dependente da voltagem. O portédo K;
fecha quando a diferenca de potencial entra 0 meio externo e interno é alto. Os
parametros de lg; foram baseados em células cardiacas de coelho e a formulacao
da corrente tem como base o modelo de Luo-Rudy [23]. Neste modelo a corrente
de potéssio independente do tempo é descrita por:

EKl:EIn[[K LJ Gy, = 0540, K Lo .

F [K™]; 54 '
_ 1.02
Qg = l+e0.2385\V—EK1_5g.215) )
4 = 006175 5 *14.0,0304564e" 10T,
K1 ™ 1—0.51436N_EK1+4'753) )
K1 = L :
A+ P

l; = G K (V —Ey)
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A corrente de potassio de Plateau (lkp) incorpora o processo de inativacéo
(portéo de inativagdo Kp) dependente da voltagem e independente da concentragéo
de potassio. Os parametros de Ik, foram baseados em células cardiacas de coelho e
a formulacdo da corrente tem como base o modelo de Luo-Rudy [23]. Neste
modelo a corrente de potéssio independente do tempo é descrita por:

K = 1
P 0.167224e"4%%Y 11

IKp ZGKpr(V _EK)

A corrente transiente de saida (li) possui uma componente rapida (lof) €

; Gy, =0.008;

uma componente lenta (i s) com formulacgGes similares porém constante de tempo
do portdo (ts e tf) muito diferentes. Os parametros de l, foram baseados em
células cardiacas de coelho e a formulacdo da corrente tem como base o modelo
de Shannon e col. (2004) [46]. Neste trabalho a corrente transiente de saida é

descrita por:

GTO’f =0.11; GTo,s =0.04 ; RTO :%;
1+e( 10 J

Xt =Ry s Xsw:RTo , ono:%;

1+e[ 1°l)
v 2
Ty _35d5) 115 Ty = (2333_5) +20;
1+e' 1°
T T 405 7, =000 4,
1+e[?j 1+e[ 10 )

Componente rapida da corrente transiente de saida:
o1 = Gro, XY (V —Ey)

Componente lenta da corrente transiente de séida:
ltos = Gros X (Y, +0.5R )V —Ey)

To,s
ITo = ITo,f + ITo,s
A corrente que atravessa o trocador sodio-calcio (Inacax) € muito

importante para manter os niveis de calcio baixos quando a célula estd em repouso
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restaurando o equilibrio na concentracao intracelular de célcio. Os parametros de
Inacax foram baseados em células cardiacas de coelho e a formulacgdo da corrente
tem como o modelo de Luo-Rudy [23]. Neste trabalho a corrente que atravessa o

trocador sddio-calcio é descrita por:

VF

o e ([Na"],’[Ca™], ~([Na"],)’[Ca™ ]

lyacax = 0.00025¢  RT

(0.151)VF [ VF
1+0.0001e *7 [e”([Na*]i)S[Ca“]o+([Na*]o)3[Ca2+]iJ

A corrente da bomba sodio-potassio (Inak) incorpora a dependéncia com a
voltagem e concentracdo extracelular e intracelular de sodio e potassio. Os
pardmetros de Iy, k foram baseados em células cardiacas de coelho e a formulacéo
da corrente tem como 0 modelo de Luo-Rudy [23]. Neste trabalho a corrente da
bomba sddio-potassio é descrita por:

71+[Na+]0
e 67.3 _1 B IIJA
o=——7", 1 =15—;
7 Na,K ‘[[F
1 _VF
frak = —+0.03650e 7 ;

1+0.1245e RT
K, =12mmol/L; Ky, =1.5mmol/L;

Inak = Tnax - f - (KL,
Na,K — 'NaK ~ "NaK ’ i
l+ Km,[Na]i [K ]0 + Km'[K]o
[Na’]

A corrente da bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico (lyca) €
dependente da concentracdo intracelular de calcio e é muito importante para
diminuir a concentragdo de célcio intracelular, armazenando o ion no reticulo
sarcoplasmatico, quando a célula esta em repouso. Os parametros de lpc, foram
baseados em células cardiacas de coelho e a formulacdo da corrente tem como
base 0 modelo de Luo-Rudy [23]. Neste trabalho a corrente da bomba de célcio

do reticulo sarcoplasmatico é descrita por:

I ca =115 ;K .. =0.005mmol /L ;
] yF 1
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| — I_p,Ca[Ca2+]i
hee Km,pCa+[Ca2+]i

As correntes de fundo de s6dio (Inap) € célcio (Icap) S@0 independentes do
tempo e possuem pequenas variacbes que sdo dependentes diretamente da
voltagem. Os parametros de Inap € lcap foram baseados em células cardiacas de
coelho e a formulacéo das correntes tem como base o modelo de Luo-Rudy [23].

Neste trabalho as correntes de fundo de sodio e célcio sdo descritas por:

_RT [Ca”], .
Geap =0.003016 , Ecyp =2 I CaF ]’

ICa,b = GCa,b(V - ECa,b)

Gy = 0.004 ;

Inap = Gran(V —Ena)

A dindmica do ion de célcio no modelo desenvolvido inclui a liberacéo de
calcio armazenado no interior do reticulo sarcoplasmatico, divido em duas regides
denominadas reticulo sarcoplasmatico em rede (NSR) e reticulo sarcoplasmatico
de juncdo (JSR). Essa descricdo é feita por meio de quatro correntes: Iy, lieqk
Ly, e I, Que representam a corrente de translocacgéo entre NSR e JSR, corrente
de vazamento do NSR, corrente da bomba de entrada de célcio no NSR e corrente
de liberacdo de calcio do JSR, respectivamente. O modelo desenvolvido também
inclui a liberacdo de célcio ligado as proteinas moduladoras troponina,
calsequestrina e Ca**-calmodulina quinase 2 (CaMKI1). Neste trabalho a dinamica
do ion de célcio foi baseada no modelo de Luo-Rudy [23] e é descrita por:
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=i [Ca*],

== 4 ] =0.00875, K _. . =0.00092 ;
up up [Ca2+]i + Km,up p m,up

IUD . [Ca2+

= — 2+ _ .
Kieak = m =[Ca ]JSRinitial =1.179mmol /L ;

]NSFﬁnitial

CaZJr _ Ca2+
lheak = Kiea[C2% 1ners N = [ Tnse —[ Ls ,

leak —
T

7, =180, b =1000ms

Miniti

O modelo desenvolvido neste trabalho utiliza parametros fisiologicos
(concentrac®es idnicas, correntes ionicas, fatores de saturacdo, permeabilidades da
membrana e etc.) adaptados e atualizados para reproduzir o potencial de acédo de
cardiomidcitos ventriculares de coelhos com atividade elétrica normal. A
modelagem foi realizada utilizando a linguagem de programagéo C e o programa
Microsoft Visual C., 2010 Express.

A Figura 11 apresenta um esquema representando todos 0s canais
utilizados e os componentes descritos na dindmica detalhada do ion de célcio do
modelo desenvolvido neste trabalho.

Ina Inab IcaL INacax Ipca IcaT Icap

Figura 11: Representacao das correntes idnicas que compdem a
modelagem utilizada para o calculo do potencial de acdo de uma célula ventricular

de coracéo de coelho.
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Para todas as simulagdes foram aplicados estimulos elétricos por 0,5ms,
com magnitude de 80pA/pF (ls). Os valores utilizados para as concentracfes
ibnicas iniciais no meio extracelular foram determinados pelas concentracGes
idnicas reais no exterior das células e foram de: [Na'], = 140 mmol/L; [K'], = 5,4
mmol/L e [Ca**], = 1,8 mmol/L. O modelo foi integrado pelo método de Euler

com um passo temporal de 0,01ms [63].

3.2.2

Simulacdo de um grupo de 125 células ventriculares do

coracao de coelho

O potencial de acdo Optico obtido por um Unico pixel do sistema de
deteccdo é gerado por um grupo de células do coracdo. O tamanho desse grupo
sera definido pela resolucdo espacial da instrumentacdo utilizada. Para estudar o
efeito dessa integracdo espacial foi feita a simulacdo de um potencial de acéo
medio.

O potencial de acdo médio simulado foi gerado por um grupo de 125
células cardiacas de tamanho 0,1 x 0,02 mm, ocupando uma area quadrada de 0,5
x 0,5 mm, correspondente a uma resolucao espacial de 0,5mm. As células foram
distribuidas uniformemente de forma horizontal. Devido a anisotropia da
velocidade de propagacdo no tecido cardiaco, foi calculado o deslocamento
temporal do potencial de acdo de cada célula, considerando a célula central com
atraso nulo. A Figura 12 mostra um esquema da distribuicdo das 125 células e
atraso no estimulo recebido por cada célula indicando a célula sem atraso em
preto, onde &, e ot sdo os coeficientes de atraso (em ms) para uma propagacao

lenta (vertical) e rapida (horizontal), respectivamente.
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L x |l 1 | 2 I 3 | 4 I 5 |

1 -125, - 287 -125, - ot -125, -125, + o7 -125, + 267
]

2 -118, - 267 -118, - 8¢ -118, 118, + &y -118, + 257

3 -1058, - 267 -108, - ot -108. -108, + o7 -108, + 267
]

4 -99, - 267 -95, - 81 -9, -98, + ot -9, + 257
]

5 -85, - 287 -85, - &t -88, -85, + 8¢ -85, + 287

6 -7, - 267 -78. - o1 -78. -73. + Ot -70, + 257
]

7 -69, - 267 -60, - o1 -63, -65, + Ot -65, + 207
]

8 -53 - 261 -58, - 81 -5, -58, + ot -58, + 257

9 -48, - 281 -4, - 8t -48, 48, + &t -4, + 281
]

10 -39 - 267 -30, - Ot -38, -35, + Ot -38, + 207
]

11 -28 - 287 25, - &t -28, 25, + &t 25, + 281

12 -8 - 207 -3 - Ot -OL -O + Ot -8 + 207
]
]

14 +8, - 287 +8, - 87 +3 +8 +87 +8 +287

15 +25 281 +28 -3t +25, +28, +37 +25, +257
]

16 +38 -2871 +38, -61 +38, +38, +87 +38, +287
]

17 +43 -257 +43, -61 +43, +48 +87 +43 +287

18 +58, 287 +58,-81 +58, +58, +81 +58, +257
]

19 +63,-251 +68 -3t +63, +63, +37 +63, +257
]

20 +78 -2871 +78, -01 +78, +78, +87 +78, +287

21 +80 -207 +80, -01 +80. +83, +671 +85, +207
]

22 +98, -2871 +98, -61 +98, +98, +87 +98 +287
]

23 +108, -267 +108, -61 +105, +108, +671 +108, +267

24 +118, -267 +118, -07 +115, +118, +671 +115, +267
]

25 +128, -267 +128, -61 +125, +128, +671 +125, +267

Figura 12: Esquema da distribuicdo do grupo de 125 células para calculo

do potencial de acdo médio gerado (5. e drem ms).

Considerando a anisotropia da velocidade de propagacao do estimulo entre
células cardiacas e os valores para as velocidades no eixo paralelo (horizontal) e
no eixo perpendicular (vertical) ao eixo de propagacdo preferencial para o tecido
cardiaco da superficie do ventriculo do coragdo do coelho tem-se: 5. = 0,2 ms e ot
= 0,35 ms. Dessa forma, utilizando o esquema mostrado na Figura 12, pode-se
calcular o atraso no inicio do potencial de a¢do de cada célula do grupo e obter o
potencial de agdo médio gerado pelas 125 células.

O potencial de agdo de cada célula foi gerado como descrito na simulagéo
de uma célula ventricular do coracdo de coelho (3.2.1) incorporando o atraso
calculado no estimulo recebido por cada célula pertencente ao grupo de 125
células. Desta forma o potencial de acdo de cada célula do grupo apresentou-se

levemente deslocado no tempo do potencial de agdo da célula central (com atraso
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nulo) [63]. O potencial de acdo médio simulado para o grupo foi obtido pela

média mdvel destes 125 potenciais de acdo simulados.

3.3

Processamento de sinais experimentais e simulados

Neste trabalho foram utilizados trés tipos de processamento: aplicagédo de
filtros Butterworth para a reducdo do ruido do sinal, aplicacdo de interpolagéo por
Cubic Spline e Spline Fit para aumentar a taxa de amostragem do sinal, e
aplicacdo da simulacdo do processo de binagem para investigacdo do efeito da
reducdo de resolucdo espacial em mapas pticos e registros experimentais.

3.3.1
Filtragem do Ruido por Filtros Butterworth.

Com o objetivo de definir o melhor procedimento para redugdo do ruido
contido nos potenciais de acdo dpticos obtidos por meio de mapeamento da
fluorescéncia, foram estudados os efeitos da aplicacdo de filtros digitais em
potenciais de acdo simulados. Para esse estudo foram configurados, por meio de
simulacdo, potenciais de acdo gerados por uma célula e por um grupo de 125
células, com intervalo entre os pontos de 2ms para reproduzir a taxa de
amostragem do sinal experimental. Nestes sinais simulados foi incorporado um

ruido branco gaussiano gerado pelo programa MATLAB.

Os potenciais de acdo simulados e adicionados de ruido foram submetidos
a aplicacdo de filtros digitais por corte de frequéncia Butterworth (com diferentes
ordens e frequéncias de corte) e filtros por média mével e mediana.

O efeito do filtro digital aplicado foi avaliado tanto com relacdo a taxa de
reducdo do ruido contido no sinal, quanto a morfologia do potencial de acao.

Por meio de andlises qualitativas verificou-se que o filtro do tipo
Butterworth mostrou-se mais eficiente na reducdo do ruido do que outras
abordagens, como a mediana, sem causar alteracdes significativas na morfologia

do potencial de a¢do simulado com ruido no qual foi aplicado. As frequéncias de
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corte utilizadas para o estudo foram de 75 Hz, 88 Hz e 100 Hz para filtros de
ordem 2, 4 e 6.

Para avaliar das alteragdes na morfologia dos potenciais de agéo, os sinais
com ruido filtrados digitalmente foram comparados com os sinais simulados
originais (sem adicdo de ruido) para uma célula e para um grupo de 125 células.
Esta comparagdo foi realizada de forma qualitativa, pela morfologia dos
potenciais de a¢do, e quantitativa, por meio da analise de parametros morfoldgicos
do upsroke do potencial de acdo, conforme descrito na secéo 3.4.

3.3.2
Interpolacéo por Cubic Spline e Spline Fit
Com o objetivo de melhorar a estimativa de parametros do potencial de

acdo obtido dos dados experimentais adquiridos por mapeamento Optico da
atividade elétrica, dois métodos de interpolacdo foram estudados: interpolacéo por
Cubic Spline e Spline Fit. Novamente, & importante que 0 processo de
interpolacdo aplicado ndo modifiqgue a morfologia do potencial de agdo ao
aumentar sua resolugdo temporal, portanto foi realizada a analise dos efeitos dos
métodos de interpolacdo por meio da aplicacdo das interpolacbes nos potenciais
de acdo simulados. Para este estudo, utilizou-se como referéncia 0s sinais
simulados de uma unica célula e de um grupo de células com resolugdes
temporais de 0,1ms, 0,2ms, 0,3ms, 0,4ms, 0,5ms, 1,0ms e 2,0ms. Os métodos de
interpolacdo por Cubic Spline e Spline Fit foram utilizados nos potenciais de acao
simulados com resolucdo temporal de 2,0ms resultando em sinais simulados
interpolados digitalmente com resolucbes temporais de 0,1ms, 0,2ms, 0,3ms,
0,4ms, 0,5ms e 1,0ms.

As interpolacBes por Cubic Spline e Spline Fit foram realizadas no
software MATLAB. Nas interpolacdes por Spline Fit utilizou-se duas escolhas do
parametro break, um Unico break para todo o potencial de acdo ou dois valores
break diferenciados: um valor alto para o upstroke (evitando suavizacOes das
rapidas mudancas do potencial) e um valor médio para o resto do potencial de
acdo. Para determinar o melhor valor dos parametros break, realizou-se um
estudo com registros de potenciais de agdo simulados e potenciais de a¢do Opticos
(experimentais). Para os potenciais simulados foram escolhidos break de 1600 e
400 e para os potenciais de acdo opticos foram escolhidos break de 800 e 300

(devido a quantidade de ciclos contidos em cada sinal).
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Para avaliar alteracbes na morfologia dos potenciais de acdo, os sinais
digitalmente interpolados foram comparados com os sinais simulados (n&o
processados) de resolucdo temporal equivalente. Esta comparagéo foi realizada de
forma qualitativa, pela morfologia dos potenciais de acdo, e quantitativa, por meio
da andlise de parametros morfologico do upsroke do potencial de acdo, conforme

descrito na segdo 3.4.
3.3.3
Reducao da resolucéo espacial por binagem

A simulacdo do processo de binagem ocorrido em uma camera CCD tem
como objetivo investigar os efeitos da resolucdo espacial do mapeamento dptico
na visualizagdo e interpretacdo da propagacdo da atividade elétrica e na
morfologia do potencial de acdo optico.

O protocolo de simulagdo criado para reproduzir o processo de binagem de
uma camera CCD consistiu na combinacdo do sinal de fluorescéncia medido em
pixels adjacentes em um Unico pixel maior. Este procedimento foi realizado no
software MATLAB e aplicado nos dados experimentais obtidos por mapeamento
Optico da ativacdo elétrica de coracdo isolado de coelho, combinando os sinais
adquiridos por pixels adjacentes de forma a obter resolugdes espaciais reduzidas.
O processo de binagem foi utilizado para as combinagfes de 2x2, 3x3, 4x4 e 8x8
pixels, resultando em imagens com 64x64, 42x42, 32x32 e 16x16 pixels por
quadro, respectivamente. Consequentemente, esse processo reduziu a resolucao
espacial original de 04mm para 0,8mm, 12mm, 16mm e 3,2mm

respectivamente.
3.4
Indicadores de distor¢cao do potencial de acéo

Para andlise dos efeitos dos processamentos digitais aplicados em sinais
simulados e experimentais foram utilizados pardmetros morfol6gicos do upstroke
do potencial de acdo. Da mesma forma, a analise da influéncia da resolucéo
temporal e espacial nos potenciais Opticos obtidos por mapeamento da
fluorescéncia foi realizada por meio dos mesmos parametros morfologicos do

upstroke do potencial de agéo.
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Os parametros morfolégicos do upstroke do potencial de acdo escolhidos

para esse estudo foram:

» O instante no qual o upstroke do potencial de acdo tem sua maxima

derivada no tempo (Tsmax) para sinais simulados e Trmax) para sinais

experimentais)

» O valor da voltagem no instante no qual o upstroke do potencial de

acdo tem sua maxima derivada no tempo (Vsmax)

simulados e Vrmax) para sinais experimentais)

para sinais

» A fracdo do upstroke no qual o upstroke do potencial de acdo tem sua

méxima derivada no tempo (Vs para sinais simulados e V¢ para

sinais experimentais). Dado por:

V, =

Vx(max) - Vmin_upstroke

Vmax _upstroke — Vmin _upstroke

(10)

onde x pode ser S ou F para sinais simulados ou experimentais,

respectivamente.

A Figura 13 apresenta o upstroke de um potencial de acdo simulado para

um grupo de 125 células com esses parametros em destaque, para melhor

entendimento.
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Figura 13: Representagéo dos parametros Tsmax), Vsmax) € Vs para

0 upstroke de um potencial de agdo médio simulado para um grupo de 125

células.
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Esses pardmetros do upstroke sdo importantes para a determinacdo da
velocidade de condugdo superficial da frente de onda e sua orientagdo média no
volume do tecido cardiaco [12]. Recentemente, foi estabelecida uma relagéo linear
entre o angulo da orientacdo da frente de onda e a morfologia do upstroke obtido
utilizando potenciais de acdo Opticos por meio de mapeamento da fluorescéncia
[10-11,13-14,64].

Recentes pesquisas detalharam correlagdes entre a morfologia do upstroke

e a orientacdo da frente de onda da propagacéo da atividade elétrica, determinando

a relacdo linear entre V£ e 0 parAmetro ¢ definido como o angulo médio 6ptico,

em relacdo a superficie da frente de onda que estd se propagando e concluiram
que valores de Vg proximos a 0,4 indicam frentes de onda movendo-se paralelas
a superficie do coragdo, valores de V¢ proximos a 0,2 indicam frentes de onda
que se afastam da superficie do coracio e valores de V¢ préximos a 0,6 indicam

frentes de onda que se aproximam da superficie cardiaca [10-14].
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