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Resumo

O principal objectivo deste trabalho é o esclarecimento de mecanismos de transpotte
16nico presentes no epitélio externo do manto (EEM) de Anodonta cygnea. O EEM de
Anodonta cygnea e dos bivalves em geral é o 6rgio responsavel pela formagio e manutencio

da concha nestes animais.

Usando a técnica de epi-fluorescéncia fizeram-se determinacdes da concentragio
intracelular do ido Ca*". A determinacio da concentracio intracelular desse ido, utilizando as
sondas Fura-2 e Mag-fura-5, foi dificultada pela elevada quantidade intracelular de ides Mn**
que se sabe existir neste epitélio. A utilizagio de um quelante de Mn®" (TPEN) permitiu
verificar que a concentragio intracelular de Ca®" livre é superior a 0,3 mM. Verificou-se
igualmente que a concentragdo intracelular desse 1io é sensivel a variagdo da sua

concentragao extracelular.

O pH intracelular, determinado com a sonda BCECF, tem um valor de 6,8£0,1. Os
inibidores especificos da bomba de protes Bafilomicina A; e Concanamicina A provocaram
uma diminuicdo do pH,, concordante com o efeito desses mesmos na Ccc, que é devida na
sua quase totalidade ao funcionamento de uma bomba electrogénica de protdes existente na

- membrana apical das células do EEM.

O Amiloride provocou um aumento da concentragio intracelular de H. Atribuiu-se

este efeito a inibicio do trocador Na*/H".

O pH intracelular é igualmente sensivel a alteragdes na [Ca”'] extracelular, diminuindo
para 6,35£0,06 quando a concentragio varia de 1 para 0 mM e aumentando para 6,9310,01
quando a concentracio varia de 1 para 6 mM. Estes resultados permitem explicar o efeito da
concentracio de cilcio extracelular na Ccc. O aumento ou diminuigdo da concentragio de

H" intracelular estimula ou inibe 2 bomba electrogénica de protoes.

A caractetizagio da V-ATPase presente no EEM permitiu determinar uma actividade
maxima dessa bomba em homogeneizados do epitélio de 4,5+1,1 pmol Pi/mg
proteina/hora, medida a 27°C, para pH 7,4 e na presenca de 4,5-6 mM de ATP. A actividade
desta bomba ¢ altamente sensivel 4 presenca de ido sulfito, apresentando uma estimulagao de
cerca de 20 vezes (para Na,SO, 200 mM). Actividade desta bomba foi inibida na presenga de
Bafilomicina A, (10 uM), Concanamicina A (10 pM) e DCCD (100 uM). Os resultados

obtidos com o iio sulfito e com os inibidores NEM e NaNO, sugerem a existéncia de
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mecanismo de oxida¢io-reducio responsavel pela estimulagido verificada. Este mecanismo

podeti ocottrer igualmente 7# vivo, estando envolvido na regulagao da actividade desta bomba.

O conjunto de resultados experimentais obtidos por Barrias (2003), Coimbra e col.
(1988), Machado e col. (1990), Rebelo da Costa (1994) e por Rebelo da Costa e col. (19992;
1999b), juntamente com alguns dos tresultados descritos nesta tese, permitiu a elaboragao de
um modelo matematico, utilizando o software Berkeley Madonna, que pretende ser uma
ferramenta de analise dos modelos para o transporte idnico no EEM propostos

anteriormente.

Com este modelo, foi possivel fazer a simulagio dos resultados experimentais obtidos
pelos diferentes autores, mediante a introdugdo de alguns sistemas de transporte ainda nio
desctitos no epitélio, nomeadamente, canais especificos de Na*, K" ¢ HCO; e o trocador

Acidos Nio voliteis/CI.
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Summary

The main objective of this work is to contribute to the clarification of the ion transport
mechanisms present in the cells of the Outer Mantle Epithelium (OME) of .Anodonta cygnea.
The OME of Anodonta cygnea and of bivalves in general is the organ responsible for the

formation and maintenance of the shell of these animals.

Using the epi-fluorescence technique we measured the intracellular concentration of
ionic calcium. The measurements, using the Fura-2 and Mag-fura-5 probes, were perturbed
by the high quantities of intracellular Mn*" known to exist in this epithelium. The use of a
Mn®" chelator (TPEN) allowed us to verify that the concentration of intracellular free Ca*" is
higher than 0,3 mM. We also verified that the intracellular concentration of that ion is

sensitive to vatriations of its extracellular concentration.

The intracellular pH, measured with the BCECF probe, has a value of 6,8 £ 0,1. The
specific inhibitors of the proton pump Bafilomycin A, and Concanamycin A, produced a
decrease on the pH,, in accordance with the effect of those compounds on the short-circuit
current (Isc), that is mainly due to the operation of a proton pump (V-ATPase) present on
the apical membrane of the cells of the OME.

Amiloride produced an increase on the intracellular concentration of H'. This effect was

attributed to the inhibition of the Na"/H" exchanger.

The intracellular pH is also sensitive to changes of the extracellular [Ca®'], diminishing
to 6,3510,06 when the concentration varies from 1 to 0 mM and increasing to 6,93£0,01
when the concentration vaties from 1 to 6 mM. These results allowed us to explain the
effect of the concentration of extracellular calcium on the Isc. The increase or diminution of

the concentration of intracellular H* stimulates or inhibits the electrogenic proton pump.

The characterization of the V-ATPASE present on the OME allowed us to determine a
maximum activity of that pump in cell homogenates of the OME of 4,5+1,1 umol Pi/mg
protein/hout, measure at 27°C, pH 7,4 and in the presence of 4,5-6 mM of ATP. The
activity of this bomb is highly sensitive to the presence of sulfide ion, exhibiting a 20 fold
stimulation (for Na,SO, 200 mM). This activity was inhibited in the presence of Bafilomycin
A, (10 uM), Concanamycin A (10 pM) and DCCD (100 uM). The results obtained with
sulfide and the inhibitors NEM and NaNO, suggested the existence of redox mechanism
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tesponsible for the stimulation observed. This mechanism could also occut ## »ivo, being

involved in the regulation of the activity of this pump.

The assembly of experimental results obtained by Barrias (2003), Coimbra and col.
(1988), Machado and col. (1990), Rebelo da Costa (1994) and Rebelo da Costa and col.
(1999ab), jointly with some of the results described in this thesis, allowed us to the elaborate
a mathematical model, using the software Berkeley Madonna, that intends be a tool of
analysis of the previously proposed models for the ionic transpott on the OME. With this
model, it was possible to simulate all the experimental results obtained by the cited authors,
by means of the introduction of some systems of transport not yet desctibed in the
epithelium, namely HCO,, Na' and K" specific channels and a Non-volatile Acids/CI

ttansp orter.
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[T AN

L'objectif principal de ce travail est de contribuer 2 une meilleure connaissance des
mécanismes de transport ioniques présents dans les cellules de I'Epithelium Externe du
Manteau (EEM) de Anodonta cygnea. L’EEM de Anodonta cygnea, et des bivalves en général, est

I'organe responsable de la formation de la coquille de ces animaux.

L'utilisation de la technique d'epi-fluorescence nous a petmis de mesurer la
concentration intracellulaire de calcium ionique. Les mesutes, faites avec les sondes Fura-2 et
Mag-fura-5, ont été perturbées par les quantités élevées de Mn** intracellulaire existantes
dans cet epithelium. L'usage d'un chélateur de Mn®" (TPEN) nous a permis de vérifier que la
concentration intracellulaite de Ca®* libre est supérieur 4 0,3 mM. Nous avons aussi observé
que la concentration intracellulaire de cet ion est sensible aux variations de sa concentration

extracellulaire.

Le pH intracellulaire, mesuré avec la sonde BCECF, a une valeur de 6,840,1. Les
inhibiteurs spécifiques de la pompe a protons, Bafilomicine A; et Concanamicine A, ont
produit une diminution du pH,. Cette observation est conforme a l'effet de ces composés sur
le courant de court-circuit (Ccc), originée en raison de 'opération d'une pompe de proton (la

V-ATPase) présente sur la membrane apicale des cellules du EEM.

L'Amiloride a produit une augmentation de la concentration intracellulaire de H . Cet
effet a été attribué a l'inhibition du transpotteur Na*/H".

Le pH intracellulaire est aussi sensible aux changements de concentration de Ca**
extracellulaire. Le pH diminue a 6,35£0,06 quand la concentration vatie de 1 2 0 mM et
augmente a 6,9310,01 quand la concentration varte de 1 a 6 mM. Ces résultats nous ont
permis d'expliquer l'effet de la concentration de calcium extracellulaire sur le Ccc.
L'augmentation ou la diminution de la concenttation de H" intracellulaire stimule ou inhibe

la pompe électrogénique de protons.

La caractérisation de la V-ATPase, présente sur le EEM, nous a permis de déterminer
une activité maximum pour cette pompe, dans les extraits de cellules du EEM, de 4,5+1,1
pumol Pi/mg protéine/heute, a 27°C, pH 7,4 et en présence de 4,5-6 mM de ATP. L'activité

de cette pompe est exttémement sensible a la présence d'ions sulfide, présentant une

stimulation d'un facteur 20 (par Na,SO, 200 mM). Cette activité est inhibée dans la présence
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de Bafilomicine A; (10 uM), Concanamicine A (10 uM) et DCCD (100 puM). Les résultats
obtenus avec lion sulfide et les inhibiteurs NEM et NaNO, suggérent l'existence d'un
mécanisme redox responsable de la stimulation observée. Ce mécanisme aussi pourrait se

produire 7z vivo, étant impliqué dans le réglement de l'activité de cette pompe.

Le regroupement des résultats expérimentaux obtenus par Batrias (2003), Coimbra et
col. (1988), Machado et col. (1990), Rebelo da Costa (1994) et Rebelo da Costa et col.
(1999ab), conjointement avec une partie des résultats décrits dans cette thése, nous ont
permis d'élaborer un modéle mathématique, utilisant le « software » Betkeley Madonna, un
outil d'analyse des modeles précédemment proposés pour le transport ionique sur le OME.
D'aprés ce modele, il était possible de simuler tous les résultats expérimentaux obtenus pat
les auteurs cités, en introduisant quelques systémes de transport qui ne sont pas encote
décrits dans cet epithelium, 2 savoit les canaux spécifiques de HCO;, de Na® et de K" et

d’un transporteur Acides non-volatiles/CI.
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Introdugdo

A formagao de estruturas calcificadas, como a concha dos bivalves, resulta da actividade
de células que tém a seu cargo nio s6 a secre¢ao da matriz organica, onde se depositam os
sats de calcio, como o transporte de calcio e outros 10es até aos locais de formagio dessas
estruturas. Sdo ainda responsaveis pela regulacdo local do pH, contribuindo assim para
determinar o sentido dos movimentos de calcio: do sangue ou hemolinfa para as lacunas

onde se da a precipitagao, ou vice-versa.

Biomineralizacio

Por biomineralizacio entende-se o processo biolégico através do qual um organismo
regula a formacio de uma estrutura composta por um alto teor de elementos inorganicos,
com fun¢es variadas que vdo desde a protecgdo e suporte mecanico, a locomogio e ao

armazenamento de substancias (Becker e col., 2000).

Existe uma grande diversidade na composi¢io quimica das estruturas biominerais
formadas pelos diferentes organismos, sendo o calcio o elemento quimico mais abundante
nessas estruturas. £ o constituinte das estrututas Gsseas, sob a forma de fosfato de calcio, e
das conchas dos moluscos, sob a forma de carbonato de cilcio (Hasse e col., 2000). Existe
ainda sob a forma de oxalatos e sulfatos hidratados em algumas estruturas menos

abundantes (Lowenstam e Weiner, 1989).

As duas formas mais abundantes do calcio nas estruturas biominerais, fosfatos e
catbonatos, apresentam baixas solubilidades e energia de malha elevada, o que as torna
termodinamicamente estdveis nos sistemas biolégicos e pot isso tio amplamente distribuidas

(Lowenstam e Weiner, 1989; Mann, 2001).

O catbonato de cilcio (CaCO,) pode encontrar-se sob seis formas distintas, com a
mesma estequiomettia quimica e estruturas tridimensionais distintas, sendo a calcite e a
aragonite as formas mais estaveis. Um biomineral pode ser composto por uma ou mais
destas estruturas diferentes. Por exemplo, as conchas dos moluscos sio formadas
essencialmente de aragonite na parte interna (ou nacar) e de calcite na camada exterior (ou

camada prismatica) (Mann, 2001; Weiner, 1986).

Para além dos constituintes inorginicos, as estruturas biominerais sio em geral
compostas pot uma mattiz de material orginico. A matriz é constituida por macromoléculas

que desempenham fungdes na regulagio e iniciagio dos processos que conduzem 2
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formagio dos biominerais e nas suas propriedades biomecanicas (Hasse e col., 2000;

Lowenstam e Weiner, 1989).

Sao maiotitariamente de natureza proteica, podendo ser divididas em dois grupos. Um
grupo denominado de macromoléculas acidicas (ou funcionais), composto por proteinas
ricas em residuos de 4cido aspattico e glutimico e aminoacidos fosforilados. Estas proteinas
estio frequentemente associadas covalentemente a polissacarideos, também acidicos (ricos
em grupos catbonato ou sulfatos), como por exemplo, proteoglicanos (Marxen e Becker,
2000; Marxen e col., 1998). O segundo grupo sio as denominadas macromoléculas de
estrutura ¢ possul uma composigio mais heterogénea entre os biominerais de difetentes
organismos. Entre as caractetisticas mais comuns dos seus constituintes estio a alta
hidrofobicidade e o facto de estabelecerem ligacdes “cross-linked” entre si. No nacar das
conchas de alguns moluscos esta frac¢do é essencialmente constituida por moléculas de

quitina (Lowenstam e Weiner, 1989; Marxen e Becker, 2000; Marxen e col,, 1998).

Em resumo, a matriz orginica é constituida por uma malha de macromoléculas
estruturais de natureza hidrofébica associada a macromoléculas acidicas, que funciona como
uma supetficie de precipitagio (ou nucleagdo), baixando a energia necessiria para que
ocotram os processos de biomineralizagio e mantendo-os sob um controle celular mais

efectivo (Marxen e Becker, 2000; Marxen e col., 1998; Weiner, 1986).

Uma vez que a maioria dos otganismos que desenvolveram estruturas biominetais
evoluiu no sentido da utilizagio de constituintes inorginicos e de uma matriz de caracter
organico com proptiedades semelhantes, pode supor-se que desenvolveram estratégias

similares na regulagio da formagio dos biominerais.

Relativamente a esse ponto, a mineralizagio pode ser classificada como bio/ogicamente

induzida ou biologicamente controlada.

Na mineralizagio biologicamente indugida, os constituintes inorganicos sdo precipitados por
introdu¢io de perturbagdes secundirias, como a libertagio de produtos finais do
metabolismo e de certos ides pelas células para o ambiente que as circunda, ou ainda a
elaboracio de uma superficie celular adequadamente composta. Uma das caractetisticas deste
tipo de biomineralizagio é o facto de os biominerais, uma vez formados, se manterem

firmemente ligados a superficie celular.

Como estes biominerais sio produzidos por deposi¢do adventicia, nao se encontram
sob controle celular estrito, fazendo com que a sua composi¢io, tamanho, estrutura e

organizagio sejam altamente heterogéneos (Mann, 2001).
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Pelo contratio, na mineralizagio biologicamente controlada, os processos que organizam os
biominerais sdo finamente regulados pelas células, de modo a originarem estruturas com
particulas de composigio e tamanhos idénticos e com uma otganizacio tridimensional
definida e complexa. O controle biolégico exercido neste tipo de biomineralizacio é
composto por uma sétie de mecanismos distintos que funcionam conjuntamente para que se

origine um determinado produto final.

A delimitagio espacial é o processo que ocotte inicialmente, sendo fundamental na
determinagio da forma e tamanho do biomineral. A formacio de um espago fechado (intra
ou extracelular) impede a difusio livre dos componentes do biomineral. Propicia, por isso, a
formagio da matriz organica e o controle da composicio do fluido em contacto com o

biomineral que se forma (Lowenstam e Weiner, 1989; Mann, 2001).

Para além disso, uma das pré-condi¢des essenciais para que ocotra a mineralizacio é a
de que o fluido, no qual o mineral vai precipitar, se encontre sobre-saturado relativamente
aos constituintes inorganicos do mineral (Lowenstam e Weinet, 1989; Mann, 2001; Rebelo

da Costa, 1994).

Por definigao, uma solugio encontra-se sobre-saturada em determinados componentes
quando o produtos das suas actividades (AP) for superior ao produto de solubilidade (K,)

desses mesmos componentes na solugido. Nesse caso, a precipita¢io vai ocorrer até AP ser
iguala K .

No entanto, a sobre-saturagdo da solugio nio ¢ condicio suficiente para que se forme
uma fase mineral sélida estavel. S6 quando a enetgia libertada pela formagio da ligagio de
uma molécula a0 agregado (AG) for superior a energia gasta na ctiagio de uma nova

interface solido-liquido (AG;) é que se forma um agregado estavel, ou seja, quando:
AGN = AG; - AG, 0.

A medida que diminui AGy, aumenta a velocidade de formagio do agregado moleculat,
ou taxa de nucleagdo. A taxa de nucleagio é entio dependente de dois factotes: o nivel de
sobre-saturagao relativo da solugdo e da energia interfacial do agregado molecular que se

forma.

Com a introdugdo da matriz organica, contendo particulas que estabelecem ligagSes
especificas com os componentes inorginicos em solugao, as células sio capazes de fornecer
nucleos de precipitagao com uma energia interfacial reduzida, promovendo a formacio de

uma dada conformagao cristalina em detrimento de outra. Para além disso, certos
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componentes da matriz, quando em solugdo, podem funcionat como inibidores do processo
de nucleagio, evitando a formagio de nicleos inorginicos livres em solugio e promovendo,

assim, a deposi¢ao mineral sobre uma superficie solida especifica (Weiner, 1986).

O controlo da composi¢io inorginica do fluido onde ocorre a mineralizacio envolve o
transporte das espécies i6nicas, necessitias 2 formagio do mineral, através da estrutura que
faz a delimitagio do espago onde este se forma. Esse processo, embora ocorra de modo
distinto quer se trate de vesiculas intracelulares ou de estruturas extracelulares, vai envolver
sempte, numa visio simplificada, a absor¢io das espécies idnicas do meio externo e
subsequente transporte para o compartimento de mineralizagio. Uma vez que as membranas
fosfolipidicas sio praticamente impermeaveis a passagem de espécies idnicas, terdo de existit
transportadotes especificos para que a passagem transcelular dos ides possa ocorrer. Os
transportadores membranares, que activa ou passivamente, movimentam os diferentes ides
para o compartimento de mineralizagio estdo sob regulacio celular, estabelecendo assim um

mecanismo de controle directo sobre a composi¢io quimica do fluido de mineralizacio

(Mann, 2001).

Outros mecanismos de regulagio directa da composigio quimica do fluido de
mineralizagio envolvem a ac¢io de enzimas (como a anidrase carbénica) (Boer e Witteveen,
1980; Holm e col,, 2001) e a acgdo de ligandos (como o citrato e o pirofosfato) que podem
alterar o nivel de sobre-saturagio do fluido (Cheng e Pritzker, 1988; van der Houwen e

Vaisami-Jones, 2001).

Entre os mecanismos de acgdo indirecta sobre o nivel de sobtre-saturacio do fluido
estao a alteragao da forga idnica (por alteragio da composigio ibdnica em espécies nao
envolvidas directamente na mineralizagio, como o Na' e o KY), a extrusio de H,0O do
compartimento (com o consequente aumento das actividades i6nicas) e o bombeamento de
ides H" (promovendo alteragdes no pH do meio, que por sua vez influenciam o estado de
equilibrio 4cido base dos anides do mineral, tais como HCO,/ CO,* e HPO,”/ PO, ou
ainda alteragoes do poder complexante de ligandos como o citrato) (Blair, 1998; Dacke e

col., 1993; Rebelo da Costa, 1994).

Transporte transepitelial de cdlcio

O transporte transepitelial de 130 calcio pode ocorrer por duas vias distintas: a via

paracelular e a via transcelular.
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A via paracelular envolve a movimentagio do Ca™ através das juncdes intercelulares. E
um processo de transporte pouco selectivo, sendo, apesat disso, a via mais importante de
transporte do cilcio no epitélio intestinal e renal de alguns animais (Bronner, 1989; Bronner,
1998). O iio Ca®** pode movimentar-se bidireccionalmente, sendo o fluxo liquido
determinado pelo gradiente electroquimico que se estabelece entre os diferentes
compartimentos ou pelo fluxo em massa de solvente, originado pot um gradiente osmético.
Embora esta via seja pouco selectiva, existem evidéncias que apontam para algum tipo de
controle celular, nomeadamente no epitélio intestinal, nio estando esse mecanismo todavia

esclarecido (Wasserman e Fullmer, 1995).

Ao contritio da via paracelular, o transporte da Ca®" pela via transcelular apresenta
grande especificidade, estando sujeito a um controle esttito pela célula. Pode ser realizado a
favor ou contra um gradiente electroquimico, implicando este ultimo o gasto de energia

gt q P 8 g

metabdlica.

Os trés passos no transporte transcelular de cilcio sio a entrada na célula, a passagem
pelo citosol e a saida da célula. A entrada do Ca*, devido ao gradiente que normalmente se
estabelece entre o exterior e o intetior das células, é passiva podendo processat-se pot meio
de canais ou trocadotes membrtanares especificos. Foi descrita a existéncia de canais de Ca**
no epitélio formador da carapaga de crusticeos (Wheatly e col., 1999) e no manto de bivalves
(Barrias, 2003; Beirao, 1989) e de trocadores i6nicos membranatres no epitélio intestinal de
peixes (Flik e col, 1990). Foi igualmente descrita a presenca de canais de cilcio em
osteoclastos que, nio sendo células epiteliais, transportam transcelularmente o calcio

resultante da remodelagio do tecido dsseo (Li e col,, 2002; Ritchie e col,, 1994).

A passagem do Ca®" através do citosol é a etapa que potencialmente apresenta maiores
dificuldades para a célula pois esta tem que lidar com o problema da potencial toxicidade
intracelular do célcio. O ido calcio é o mensageiro intracelular por exceléncia e é responsavel
pelo controlo de muitas fungoes celulares (Greenaway e Farrelly, 1991). Por este motivo a
sua concentragao intracelular é usualmente mantida dentro de limites estreitos, podendo um
aumento perturbar seriamente o normal funcionamento da célula. Na maioria das células a

concentracio de Ca®" livre no citosol é da ordem de 107 M.

O transporte de calcio através da célula pode ser feito sob a forma nio ionizada (em
agregados calcarios) (Ziegler, 1996) ou ligado a proteinas citoplasmaticas com afinidade para

este 130 (Bawden, 1989; Feher e col., 1992). Pode ainda ocotrer através da internalizagio em

vesiculas membranares (Akins e Tuan, 1993a; Akins e Tuan, 1993b; Bielefeld e col, 1992;
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Jones e Davis, 1982; Tambutte e col.,, 1996). Neste tipo de transporte, o calcio acumula-se na
superficie da célula, sendo sequestrado em vesiculas membranares. Por um processo
denominado de endocitose, as vesiculas atravessam entio a célula, sendo posteriormente
excretadas por exocitose. Esta descrito que proteinas do muco produzidas por algum
epitélios, por serem catregadas negativamente, podem funcionar como sequestradores de

ides Ca”", produzindo uma interface que propicia este tipo de transporte (Hattan e col., 2001;

Marin e col., 2000).

A saida do ido Ca*" da célula, devido ao gradiente electroquiico que normalmente se
estabelece entre o meio intra e extracelular, necessita da ac¢ao de mecanismos de transporte
activos, como a Ca-ATPase (Wasserman e col., 1992; Wasserman e col., 1991), ou facilitados,

como o trocador catiénico Na*/Ca® (Blaustein e Lederer, 1999; Schoenmakers e col., 1993).

Mecanismos de regulacio do pH intracelular

O pH intracelular influencia ditectamente um grande nimero de processos celulares
essenciais para o crescimento e diferenciagido das células, como a actividade enzimatica, o
transporte membranar, a sintese proteica, a comunicagio intercelulat, entre outros. Nao é
pois de estranhar que a concentragio hidrogeniénica intracelular seja mantida dentro de

limites estreitos.

A regulagio do pH intracelular é um fenémeno concertado que envolve a acgio de
tampdes intracelulares e proteinas membranares de transporte. Os processos que conttibuem
para a sua manutencio dentro de limites compativeis com a vida podem ser divididos em

dois tipos distintos: processos de ac¢do rapida e processos de acgio lenta (Boron e col,

1981).

Os processos de acgio tipida sio tequetidos em situagdes de alteragdes stbitas de pH.
Ai, as células recrutam toda uma série de constituintes celulares, que formam os chamados
mecanismos de tamponamento celulat. Estes mecanismos sio constituidos por dois
componentes: (1) mecanismos de tamponamento quimico e (2) mecanismos de conversio

celular de metabolitos (Boron e col., 1981).

Certas proteinas e certos componentes celulares (como o CO,) podem compottat-se
como tampdes quimicos, contrariando rapidamente as alterages do pH intracelular. O
tamponamento quitico é uma propriedade de icidos e bases fracos que podem captar ou

libertar ides H* do meio, quando surgem alteragdes no pH, segundo a reacgao:
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M"+H" & MH™

em que M" € a base fraca de valéncia n e MH"" é o 4cido fraco conjugado. O poder tampio
de uma substancia é maximo quando o valor da sua constante de dissociagio se iguala 2

concentragio de ides H" do meio.

Para além disso, a célula possui também a capacidade de modular certas vias
metabolicas, quando em face a alteragbes subitas do pH,. Essas reac¢bes implicam
normalmente o gasto ou produgio de ides H'. Convertendo determinados metabolitos
acidos (ex., acido lactico) em produtos neutros (ex., glucose ou CO,) ou promovendo
reacgdes como a hidrélise de ATP (com produgio de H') ou de fosfocteatina (com gasto de

H"), algumas células sio capazes de contrartiar as variagdes do pH, (Folbergrova e col., 1972).

No entanto, estes mecanismos de tamponamento celular fornecem uma solugao para
minimizar as alteragbes subitas do pH, que, embora rapida, é apenas temporaria. Sio
geralmente mais eficazes em situacoes de sobrecarga acida e, como seria de prever, tém um

poder tampdo limitado (Boron e col.,, 1981).

Para que os valores de pH, retornem aos verificados em situa¢ées de homeostasia
celulat, é necessitia a acgio de mecanismos de extrusio das particulas acidas/basicas, os
denominados processos de acgio lenta. Sio processos que envolvem a acgio de
transportadores de membrana e que sdo responsavels igualmente pela manutencio do pH;
nas situagoes de homeostasia. Os transportadores membranares envolvidos neste tipo de
regulacdo variam entre os diferentes organismos e num mesmo organismo podem variar de

tecido pafa tecido.

Esta descrita a participagdo directa nos processos de regulagio do pH; das seguintes

familias de transportadores:

1. H'-ATPases tipo V — Serio objecto de uma desctigio detalhado mais a frente.
Transportam ides H', a custa do consumo de energia metabdlica, para o exterior da célula.

Sao inibidos especificamente por Bafilomicina A; e Concanamicina A (Drose e Altendorf,

1997).

2. H' /K'-ATPases - Este tipo de P-ATPases foi inicialmente descrito em células

gastricas (Im e col, 1985) tendo-se postetiormente vetificado a sua existéncia em células
intestinais e renais de mamiferos (Jaisser e Beggah, 1999; Vagin e col., 2002). Actualmente

encontram-se divididas em duas subfamilias: H*/K*-ATPases géstricas (sensiveis a inibi¢io
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por SCH28080 e Omeprazole) e H'/K'-ATPases nio-gastricas (sensiveis a inibi¢io por
Ubaina e altas concentra¢oes de SCH28080).

Ambas apresentam uma estequiometria de transporte de 1K":1H", transportando ides

K para o citoplasma e ides H' para o meio extracelular.

3. Trocadores Na'/H" - Estio descritas duas subfamilias deste tipo de translocador:

Trocadores Na“/H" electroneutros e trocadores Na'/H" electrogénicos (Ahearn e col,

1994; Duerr e Ahearn, 1996).

O trocador Na*/H" electroneutro foi inicialmente descrito em odcitos de outigo do mar
(Johnson e Epel, 1976) e em células do epitélio intestinal de rato (Murer e col, 1976),
estando actualmente descrito na maioria das células eucariotas (Furimsky e col., 2000). E
sensivel a inibicdo por Amiloride (com local de ligagio no dominio extracelular). Os
mecanismos comuns de regulagio desta subfamilia envolvem a interacgdo de moduladores
com locais de ligagio existentes no dominio citoplasmatico do transportadot, como ides HY,

. 2 . P
ides Ca®" e mensageiros secundarios desencadeados pela presenca de cettas hormonas

(Counillon e Pouyssegur, 2000).

Por sua vez, um antiporte electrogénico 2Na“/1H", envolvido nos ptrocessos de
calcificacio do exosqueleto de crusticeos e equinodermes foi identificado na membrana
apical de virios epitélios (intestino, tim, brinquia) de invertebrados (Ahearn e col, 1994;
Ahearn e Clay, 1989; Ahearn e Franco, 1990). Apresenta uma estequiomettia de transporte
de 2Na":1H", possuindo igualmente uma afinidade de ligagao ao Ca®" que age como inibidor
competitivo do transpotte de Na" (Ahearn e Franco, 1990; Zhuang e col, 1995). Os
trocadores desta subfamilia sio igualmente sensiveis a inibi¢io pelo Amiloride (com local de

ligacio no dominio extracelular) (Ahearn e col,, 1999; Ahearn e col,, 1994).

4. Transportadores HCOj - Esta familia de transportadores é constituida pot quatro
subfamilias distintas: trocadotes HCO,/Cl dependentes de Na', trocadores HCO, /CI
independentes de Na', transportadores Na*/HCO,’ e transportadores K /HCO;.

a. Trocadores HCO;/Cl -~ dependentes de Na’ - foram inicialmente descritos em
neurénios de invertebrados (Russell e Boron, 1976), sendo posteriormente identificada a sua
presenca numa variedade de células de vettebrados e invertebrados (Wang e col., 2000). Sao
translocadores sensiveis a inibicio por DIDS, SITS e APS (Boron, 2001; Madshus e Olsnes,
1987). Estio usualmente envolvidos na extrusio de acido das células de animais (Boron,

2001).
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b. Trocadores HCO;/CI independentes de Na® - foram inicialmente descritos na
membrana citoplasmatica de globulos vermelhos (Kopito e Lodish, 1985), sendo
posteriormente identificados em células renais e gliais (Boyarsky e col., 1988; Grassl e col,,
1987). Sio translocadores sensiveis a imibigdo por SITS e DIDS. Estao usualmente

envolvidos na extrusao de HCO, das células de animais (Boron, 2001).

c. Transportadores Na'/HCO; - Estio descritas trés classes distintas deste tipo de
translocadot, todas elas sensiveis a inibi¢io por DIDS, que diferem na estequiometria de

ttansporte.

cl. Na’'/HCO; (1:3) - foram inicialmente descritos em células do tibulo tenal
(Boton e Boulpaep, 1983), estando usualmente envolvidos na extrusio de HCO, das células
animais (Boron, 2001; Boron e col,, 1997).

c.2. Na’'/HCOj (1:2) - foram inicialmente descritos em células gliais (Deitmer e
Schlue, 1989) e estio usualmente envolvidos na entrada de HCO, para células animais

(Boron, 2001; Boron e col., 1997).

c.3. Na"/HCOj (1) - foram inicialmente descritos em oligodendrécitos
(Kettenmann e Schlue, 1988). Sio transportadores electroneutros que estao usualmente
envolvidos na entrada de Na' e HCO, para células animais. Ao contririo dos dois

transpottadotes antetiores, sdo pouco sensiveis a inibicao por DIDS (Boron, 2001; Boton e

col., 1997).

d. Transportadores K /HCO; - foram inicialmente descritos em células renais
(Soleimani e col., 1992), sendo posteriormente identificados em axénios (Hogan e col,
1995). Sio transportadores sensiveis a inibi¢do por aminas quaternarias (Boron, 2001). Estao
usualmente envolvidos na extrusao de HCO, das células animais (Boron, 2001; Boron e col,,

1997).

Em suma, as diferentes células sio capazes de regular o pH intracelular, modulando a
actividade dos diferentes transportadores membranares. Por exemplo, em midcitos do
bivalve Mercenaria campechiensis a regulagio do pH; é realizada através da participagio do
trocador HCO, /Cl' (Ellington, 1993), em hepatécitos de truta através da participagio dos
transportadores HCO,/CI e Na*“/H' (Fossat e col, 1997) e em macréfagos de carneiro

_ através da participagao de uma V-ATPase e do trocador Na"/H" (Swallow e col., 1990).
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V-ATPases

+ ~
As H-ATPases desempenham um papel fundamental na natureza. Estio presentes nas
membranas de todas as células vivas e funcionam na conversio de energia biolégica e na

homeostasia do pH celular (Gruber e col., 2001; Nelson, 1992).

Existem trés classes de H'-ATPases: P-ATPases, F-ATPases e V-ATPases. As primeitas
sao bombas que funcionam formando um intermediario fosforilado e sao geralmente
sensivels a concentragdes baixas de Ortovanadato (Gruber e col,, 2001), ao contrario do que

acontece com as F e V-ATPases.

As F-ATPases estio presentes em membranas de mitocondrias, cloroplastos e
membranas plasmaéticas bacterianas. Sio bombas que funcionam, geralmente, como ATP-
sintetases, sendo inibidas por concentragdes baixas de Azida (Gruber e col., 2001; Pedersen e

Carafoli, 1987).

As V-ATPases constituem uma familia de bombas amplamente distribuidas, tendo sido
originalmente sugeridas em membranas de granulos de cromafina (Kirshner, 1962; Njus e
Radda, 1978) e membranas vacuolares de fungos (Bowman e col, 1989; Bowman e
Bowman, 1982). Mais recentemente, foi desctita a sua existéncia na membrana plasmatica
apical de células epiteliais, de osteoclastos e de células fagociticas (Ehrenfeld e Klein, 1997;
Harvey, 1992a; Martinez-Zaguilan e col., 1993; Rebelo da Costa e col.,, 1999b).

Estruturalmente as V-ATPases (ou “Vacuolar type ATPases") sdo descritas como um
complexo proteico composto por dois dominios funcionais: um dominio citoplasmatico
(V,), onde se da a hidrélise de ATP, e um dominio transmembranar (V), responsivel pela
translocacdo dos protdes através da membrana (Forgac, 1999; Nelson, 1992; Supek e col,

1992; Zhang e col.,, 1994).

Parece haver um padtio comum no que diz respeito a composigdo peptidica dos dois
dominios de diferentes V-ATPases, embora existam algumas discrepancias (Forgac, 1999;
Nelson e Harvey, 1999; Supek e col,, 1992). O dominio V, é composto por 8 subunidades
distintas (A-H) apresentando uma estequiometria A,B,C,D,E,F.GH, O dominio V,
composto pot 5 subunidades distintas (a, d, ¢, ¢’ e ¢”) apresentando uma estequiometria
a,d,c”(c,c’)s (Figura 1).

Embora V-ATPases ¢ F-ATPases tenham uma composi¢io estrutural semelhante (no

que diz respeito a dominios ¢ subunidades proteicas) diferem sobretudo no que diz respeito
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as suas funcoes e regulacao (Fillingame, 1997; Weber e Senior, 1997). Por exemplo, a0
contrario do que sucede com as F, as V-ATPases niao sio capazes de sintetizar ATP,
limitando-se a transportar protoes, sempre num mesmo sentido, a custa da sua hidrolise

(Forgac, 1999; Gruber e col., 2001).

Figura 1. Representacao esquematica duma V-A'TPase.

As funcdes das V-ATPases sao diversificadas (Harvey, 1992b), sendo responsaveis pela
acidificacio/alcalinizacdo de compartimentos intra ou extracelulares envolvidos em
processos de endocitose, exocitose ¢ armazenamento de solutos (Forgac, 1999); pela
energizacao de membranas (via criacio de um gradiente electroquimico) (Sumner e col,
1995), possibilitando o funcionamento de outras proteinas transportadoras, responsaveis

pela regulacao salina e balanco osmotico (Harvey, 1992a).

Uma vez que as V-ATPases transportam ides H', é obvio que tém um papel importante
na determmacio do pH dos compartimentos de ¢ para onde transportam esses 10es. Para o
funcionamento normal dos processos celulares que influenciam ¢ determinante que as

celulas mantenham a actividade destas ATPases sob um controlo estrito.

Estao descritos dois mecanismos de regulacao directa da actividade das V-ATPases. Um
que envolve a dissociacao reversivel do complexo V-V, em complexos V, e V| livres,
tornando a bomba incapaz de hidrolizar ATP e de transportar hidrogenides (Forgac, 1999;
Nelson, 1992; Sumner e col,, 1995). Esta dissociacdo ¢ rapidamente revertida, sendo os
complexo livres reutilizados. Esta descrita a ocorréncia  wifro deste mecanismo por

tratamento das células com agentes caotropicos ou por “cold-inactivation” na presenca de
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ATP (Nelson, 1992). A ocotténcia i vivo deste Ultimo mecanismo esta descrita em células

epiteliais renats (Forgac, 1998).

O outro mecanismo envolve a formagao reversivel de uma ponte dissulfureto entre
residuos de cisteina especificos presentes no dominio cataliico V,; (Forgac, 1999). A
formaciao desta ligagio torna as V-ATPases incapazes de hidrolizatem ATP e por isso
inactivas. O mecanismo de inibi¢ao do nitrato sobre estas ATPases é explicado pelo seu
poder oxidante que promove especificamente a formacio da ponte dissulfureto (Dschida e
Bowman, 1995). Verificou-se i# viro que uma mutacao, na V-ATPase de leveduras, nos
tesiduos de cisteina envolvidos nessa ligacio tornava a bomba resistente a inibicio por

oxidagio (Liu e col, 1990).

Como as V-ATPases sao transportadores electrogénicos, para que possa ocotrer o
transporte de H' sem que se otigine um potencial transmembranar elevado é necessatia a
presenca de uma condutancia iénica membranar paralela para que haja dissipagio desse
potencial. [n #o, o 1o envolvido neste mecanismo é geralmente o ido CI, transpottado
através de canais especificos (Forgac, 1998; Forgac, 1999). A regulacio da actividade destes
canais 16nicos podera representar um mecanismo adicional de regula¢io da actividade das V-

ATPases.

Anodonta cygnea

A Anodonta cygnea é um bivalve de agua doce da familia Unionidae. Os membros desta
familia encontram-se amplamente distribuidos em lagoas e estuirios de 4guas pouco
profundas de todo o mundo, constituindo uma significativa parcela da fauna dos fundos
lodosos. Sio animais sedentarios que filtram a agua através das brinquias em busca de
microorganismos e particulas organicas em suspensio. Os grandes volumes de agua filtrados
colectivamente por estes animais contribuem significativamente para a redugio da

quantidade de matéria em suspensio nas massas de agua onde habitam (Aldridge, 1999).

Como filtradores sedentarios, sdo susceptiveis a presenca de poluentes na hidrosfera,
sendo frequentemente usados como biomarcadores da qualidade das dguas (Riffeser e Hock,
2002; Robillard e col,, 2003). Ao contrario do que possa parecer sao animais resistentes a
condigoes desfavoraveis, como a anoxia ou a presenca de poluentes (Kadar e col., 2001;
Kadar e col, 2002; Nagy, 1973; Ortmann e Grieshaber, 2003), adoptando estratégias que
lhes permitem a diminuigao da taxa de filtracio de 4gua ou mesmo o fecho hermético das

valvas por periodos que podem ir até aos cinco dias (Pynnonen, 1990).
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Anatomicamente, a ~nodonta cygnea é constituida por concha composta por duas valvas
simétricas (Figura 2) mantidas unidas por musculos adutores (anteriores e posteriores). A
face interna de ambas as valvas encontra-se revestida por uma estrutura epitelial denominada
manto. Fsta estrutura, com o auxilio dos musculos retractores e da concha delimita duas

cavidades internas distintas: a cavidade intrapaleal e a cavidade extrapaleal.

Figura 2. _4nodonta cygnea. Vistas das faces externas da concha e vista dos principais 6rgaos

internos.

Na cavidade intrapaleal (Figura 3) encontram-se a maioria dos 6rgaos do animal,
nomeadamente o coragio, o pé (onde se situam as génadas, uma parte do tecido intestinal e
os testantes Orgaos internos), constituido por tecido muscular, e os dois pares de branquias
(um par de cada lado do pé), constituidas por lamelas branquiais. Os 6rgaos desta cavidade
comunicam com o meio externo através de dois canais (sifoes) formados pelos bordos do

manto, sendo um de entrada e um de saida.

A cavidade extrapaleal ¢ delimitada pela face interna de cada uma das valvas do animal e
pelo manto, sendo preenchida pelo liquido extrapaleal (LEP), de composi¢io inorganica
semelhante a do sangue do animal, denominado hemolinfa. Ambos os fluidos tém uma
composi¢io inorganica e uma osmolalidade distinta da agua da lagoa ou do estuario dai que

haja necessidade de uma osmorregulacao efectiva da sua composigao.
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Figura 3. Representagao esquematica das principats estruturas internas de Anodonta

eygrea (corte longitudinal), segundo www.ManandMollusc.com, 2003.

De modo a manter estas concentracoes 16nicas nos diversos fluidos corporais, a
Apnodonta cygnea, assim como a generalidade dos bivalves de dgua doce, tem que transportar
activamente os 10es a partir de um meio diluido. Estes animais tém igualmente de lidar com
o problema da entrada de agua por osmose, que resolvem mantendo uma elevada produgio
de urina (Dietz, 1985). Todavia, esse mecanismo, juntamente com a permeabilidade 16nica de
alguns sistemas epiteliais, levam a que ocorra saida de ides para o meio externo. Assim, para

balangar essas perdas, o animal mantém uma reabsorcao i6nica elevada.

O manto de Anodonta ¢ygnea ¢ uma estrutura com cerca de 15 a 45 pm de espessura
(Beedham, 1958), sendo constituido por dois epitélios: o epitélio cavitario do manto (ECM),
que esta em contacto com a cavidade intrapaleal, e o epitélio externo do manto (EEM)
(Machado e col., 1988a; Wilbur e Saleudin, 1983). Os dois epitélios encontram-se ligados por

tecido conjuntivo, por onde circula a hemolinfa (Massaubau e col,, 1991).
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Figura 4. Representaciao esquematica das principais estruturas de Anodonta cygnea .

Esquematicamente podemos descrever o sistema como sendo composto por 3
compartimentos  distintos  (compartimento  intrapaleal ou ambiente, hemolinfa,
compartimento extrapaleal), uma barreira impermeavel (concha), uma barreira que regula as
trocas entre a hemolinfa e o compartimento extrapaleal (EEM) e um conjunto de barreiras
que controlam as trocas entre o animal e o meio ambiente (intestino, branquias, ECM,...)
(Figura 4).

A composicio deste sistema evidencia o papel que o manto tem, através do EEM, na
regulacao da composi¢iao do liquido extrapaleal e, portanto, no microambiente em que os
processos de mineralizacio/desmineralizacio da concha ocorrem. E, ptovavelmente, a
principal fonte de macromoléculas organicas deste compartimento, pelo que devera
desempenhar o papel principal na geracio, crescimento e reparagiao da concha, controlando

as concentragdes de calcio, bicarbonato, protoes e componentes da matriz do LEP.

Contexto, objectivos e plano geral do trabalho

O “Transporte Ionico em Anodonta cygnea” insere-se numa area mais vasta, a da

Biomineralizacio.

Os biominerais resultam da associacdo entre componentes organicos e sais minerais

e sdo estruturas rigidas que podem desempenhar funcdes de suporte, proteccio e outras. A
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participacao das células na formacao dessas estruturas esta patente na geometria altamente

reprodutivel das conchas dos moluscos.

No ponto Biomineralizacao ficou patente que a compreensio do modo como sio
formadas as estruturas calcificadas exige a identificagio das células ou tecidos responsiveis
pela sua formacio, o conhecimento de como as células segregam os componentes da matriz
organica e do modo como fazem chegar os minerais (cilcio e outros ides) aos locais onde
ocorre a calcificacdo. Exige ainda o conhecimento dos mecanismos de controlo desse

processo.

O objectivo geral desta Tese consiste na contribuicio para o esclarecimento de

mecanismos de transporte iénico responsiaveis pela mineralizacio da concha de Anodonta

cygnea.

A hipétese de que a concentragio de calcio i6nico no epitélio externo do manto devia
estar perto do equilibrio com as concentracdes de cilcio dos compartimentos extracelulares
(hemolinfa e liquido extrapaleal) foi em parte confirmada com medi¢des de cilcio feitas com
microeléctrodos 1onossensiveis (Coimbra e col., 1992). Eram, no entanto, necessirias novas

provas devido as limita¢oes desta técnica (Orchard e col,, 1991).

Foi descrita a presenca de uma V-ATPase na membrana apical do EEM, responsavel
pela génese da corrente através do EEM em condi¢es de curto-circuito. Esta bomba
transporta protoes para o fluido extrapaleal a uma taxa elevada e nio estava caractetizada do
ponto de vista bioquimico. Também nio era conhecida a relagao entre a taxa de transporte

de protdes e o pH intracelular.

Os objectivos especificos deste trabalho sio:

e Medigiao do calcio intracelular em células do EEM usando sondas fluorescentes,
com o intuito de confirmar resultados obtidos por outros autotes com

microeléctrodos sensiveils a 1des;

e Medigio do pH intracelular das células do EEM. Influéncia de inibidotes de

sistemas membranares de transporte e do calcio extracelular no pH intracelular;
¢ Caracterizagio bioquimica da V-ATPase presente na membrana apical do EEM;

¢ Construcao de um modelo matematico dos mecanismos de transporte do EEM.
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Para atingir os objectivos propostos utilizaram-se varias técnicas experimentais: técnica
de voltagem controlada, técnicas de medi¢io de concentragdes idnicas intracelulares
utilizando sondas fluorescentes, técnicas bioquimicas de caracterizagio enzimatica e

utilizagao de software Berkeley Madonna para a construgio do modelo matematico.

A Tese é constituida por 9 capitulos. No primeiro capitulo (Introdugao) referem-se os
processos de biomineralizagio, o transporte de calcio em epitélios e os mecanismos de
regulagio do pH intracelular. E também descrito o animal utilizado como modelo

experimental — Anodonta ygnea.

O Capitulo 2 é reservado ao tratamento detalhado da técnica de epi-fluorescéncia bem
como a0 modo como se procedeu 2 montagem e calibragio do “set up” que tornou possivel,
no nosso laboratdrio, a medicio de concentracdes intracelulares de ides utilizando sondas

fluorescentes ionossensiveis.

Nos capitulos 3 e 4 apresentam-se e discutem-se os resultados relativos a regulagio do
calcio e pH intracelulares em células do EEM. No capitulo 5 apresentam-se os resultados
que permitiram a caracterizagdio da V-ATPase presente nas células EEM um dos

mecanismos que participam na regulagio do pH destas células.

No capitulo 6 esta desctita a construgdo de um modelo matematico dos mecanismos de
transporte do EEM. Para além do interesse puramente cientifico desse modelo, prevé-se a
sua futura utilizac¢io no design de firmacos com acgdo sobre os sistemas de transporte e na
interpretagio de resultados experimentais (Fernandes e Ferreira, 1991), em particular os

relativos 2 acgio de agentes farmacoldgicos e substancias toxicas.

A discussio dos resultados obtidos ¢ feita separadamente nos capitulos 3, 4, 5 e 6

evidenciando a investigagdo descrita em cada um deles.

As conclusdes e a Bibliografia sio apresentadas, respectivamente, no capitulo 7 e 9.
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Introdugio

A fluorescéncia juntamente com a fosforescéncia constituem o que se denomina pot
fenémenos de luminescéncia. Sio fenémenos em que a absorcio de luz por uma molécula, a
um dado comprimento de onda, se segue a emissao de luz a um comprimento de onda mais
elevado. A emissio de luz resulta da passagem da molécula de um estado excitado ao estado
fundamental. O tempo necessirio a esta transicio é denominado Tempo de Vida (1).

- Moléculas fluorescentes ¢ fosforescentes diferem em T. Substancias fluorescentes apresentam

um tempo de vida médio de 10° s, enquanto que as fosforescentes apresentam um T médio

de 1072 10°s.

O fenémeno da fluorescéncia estd na base do desenvolvimento de técnicas com uma
sétie ampla de aplicagbes que vio desde a sequenciagdo de DNA, a monitotizagao ambiental,

hibridizagao 7 situ, identificagio celular, etc.

Os métodos baseados na fluorescéncia apresentam trés vantagens principais sobre
métodos que se baseiam na detecgdao de outros fendmenos luminosos: sensibilidade elevada,
rapidez e inocuidade. No que se refere a sensibilidade, permitem detectar variagoes rapidas
na concentragio da substincia fluorescente da ordem do pico e até do fentomolar, uma vez
que estes métodos detectam alteragbes de intensidade de fluorescéncia que ocotrem em
intervalos de tempo da ordem dos pico segundos. No que se refere a inocuidade, na grande
maioria dos métodos utilizados nos procedimentos envolvidos nas técnicas de fluorescéncia,
as amostras nao sao afectadas ou destruidas e, por isso, células e tecidos vivos podem ser

estudados sem que haja alteragio da sua fisiologia normal.

Contudo, estes métodos estdo igualmente sujeitos a interferéncias que tém origem
sobretudo em dois processos: “photo-bleaching” e “quenching”. Ambos os mecanismos
tesultam numa diminui¢io da intensidade de fluorescéncia. O “photo-bleaching” ¢ a
decomposi¢io da sonda por ac¢io da luz incidente. O “quenching” pode ocorrer por uma
série de mecanismos, tais como atenua¢io da luz incidente por moléculas presentes em
solucdo, colisio da molécula fluorescente excitada com outras moléculas, formagao de

complexos nio fluorescentes com outras moléculas,. .. (Takahashi e col., 1999)

Fluorescéncia de ricio (“ratio fluorescence”)

A técnica de fluorescéncia de ricio foi desenvolvida para minimizar os problemas

relacionados com os processos de “photo-bleaching” e “quenching”. Nesta técnica utilizam-
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se sondas fluorescentes ionossensiveis e especificas, que quando se ligam ao i3o, alteram as
suas propriedades fluorescentes permitindo determinar concentragdes 16nicas em células
vivas. Estas sondas sio utilizadas em concentra¢des da ordem do micromolar de modo que,
quando se ligam a0 ido, nio alteram significativamente a sua quantidade total livre na célula.
Quando a concentragdo do 130 muda, o equilibrio entre a forma livre e a ligada também
muda. Uma vez que a intensidade de fluorescéncia é proporcional a concentragio da
substancia fluorescente e que a forma ligada e a forma livre da sonda tém propriedades
fluorescentes distintas, & possivel quantificar cada uma delas. A razio entre a intensidade de
fluorescéncia de cada uma das formas da sonda (ricio), para cada instante, ¢ uma medida
mais fidedigna da concentragio do ido. Os etros causados por variagbes do percurso Optico,

da concentragio e pela fotodegradagio da sonda fluorescente sio assim minimizados

(Lakowicz, 1999).

Cartegamento e processamento de sondas ionicas fluorescentes. Principios gerais.

A grande maioria das sondas idnicas fluorescentes nao conseguem atravessar a
membrana plasmitica, nio sendo possivel fazé-las entrar na célula por difusio simples. Por
isso, muitas delas existem numa forma quimicamente alterada, usualmente sob a forma de
um derivado éster, que as torna solveis na membrana da célula. Como estes detivados éster
apresentam baixa solubilidade em solugdes aquosas, adicionam-se a solucdo com a sonda,
agentes dispersantes, como o Pluronic F-127 ou a Albumina Bovina Sérica (ABS), para evitar
a agregacio das moléculas do detivado da sonda em micelas e assim facilitar a sua difusio

pta o intetior da célula (MP_5, 2003).

Uma vez no interior da célula, pot acgdo de enzimas celulares, o grupo éstet
(Acetoximetil na maioria das sondas) é clivado, obtendo-se assim a forma fluorescente
ionossensivel, incapaz de difundir para fora da célula. Este processo de clivagem intracelular

denomina-se processamento da sonda (MP_1, 2002).

Embora a utilizacio de derivados éster seja a forma mais amplamente utilizada, existem
uma série de outros métodos de incorporagio da sonda na célula. Utilizam-se, entte outras,
técnicas como a microinjec¢io, a permeabilizagio da membrana por agentes quimicos, 0
choque osmético e a fusio celular. Sio técnicas mais invasivas, havendo por isso um maiot

risco de petturbagio da homeostasia celular.

De qualquer modo, a insercio de sondas fluorescentes na célula, qualquer que seja o

processo utilizado para o fazer, ndo esti isenta de causat perturbagGes ao normal
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funcionamento celular. Por exemplo, esta descrito que algumas sondas potenciométricas sio
citotoxicas para alguns tipos de células (Smith e col,, 1981), e que a sonda Fluo-3 impede o
normal desenvolvimento em algumas células (Stricker e col,, 1992). Para além dos problemas
de citotoxicidade, surgem por vezes problemas na utilizacio de uma dada sonda devido ao
sobrecarregamento. Como as sondas funcionam como agentes sequestrantes dos substratos
para que sio especificas, a formagio dessa ligacdo faz diminuir a concentragao livre do
substrato na célula, podendo-se igualmente alterar o normal funcionamento celular. Logo, é
necessario ter em aten¢ao nao s6 que a quantidade de sonda fluorescente introduzida na
célula seja suficiente para se obter um sinal forte (em relagao ao “ruido de fundo”), mas que
simultaneamente nao seja demasiadamente alta e funcione como agente quelante,

transtornado a homeostasia celular (Lakowicz, 1999).

Outros problemas a evitar sao o “photo-bleaching” e a compartimentalizagio da sonda
em organelos intracelulares. No “photo-bleaching”, devido a uma exposi¢do excessiva 2
radiagdo excitante, a sonda forma derivados quimicos ndo excitiveis. E necessario, por isso,
que a intensidade do feixe de luz seja ajustada de modo a que se obtenha um ratio sina/ de

Jluorescéncia/ ruido de fundo adequado pot forma a minimizar esse fenémeno.

Para além destes problemas técnicos, pode acontecer por vezes que as células
apresentem valores de autofluorescéncia elevados. Em certas situagdes, os comptimentos de
onda de excitagdo e de emissio de uma dada sonda coincidem com os de determinados
componentes celulares. Em células musculares, por exemplo, em que as concentracoes de
FAD e NADH sio elevadas a utilizagio da sonda ionossensivel Fura-2 ¢é dificultada (Paddle,
1985).

Assim, a escolha de uma sonda fluorescente implica a ponderagio de uma série de

parametros de modo a evitar potenciais problemas.
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Instrumentacio utilizada e sua montagem

O sistema de epi-fluorescencia utilizado ¢é constituido pot cinco moédulos principats

fonte de luz, monocromador, microscopio, fotomultiplicador e sistema de aquisicdo de

dados. Todos estes componentes estavam montados segundo o esquema da Figura 5.

Lémpada - - Monocromador
: : .
E ; | L4 I
serssmenee ¢ .- Fibra optica
L]
e . o
: * Interface ¢ Microscopio
: . " Filtros
Computador R s,
2 ﬁ
Fotémetro 3 e
Fotomultiplicador
: ¢ Objectiva.
Luz de
excitagdo Lo
Filtro
Luz Dicréico
emitida

Figura 5. Representacio esquemdtica dos componentes do sistema de epi-

fluorescéncia e sua montagem.
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Fonte de luz: utilizou-se uma lampada de xénon de 75 W (USHIO). Este tipo de lampada

emite luz com uma gama continua de comprimentos de onda entre 250 e 700 nm.

A lampada estava colocada num compartimento especialmente concebido para o efeito
(PTI model A-1010 Arc Lamp Housing) que tinha como fung¢io nio s6 proteger o utilizador
de eventuais perigos (exposi¢ao intensa ao feixe luminoso, perigo de explosiao devido a alta
pressio da lampada), como proporcionar um modo de refrigeragio para a lampada e colimar
o feixe luminoso, que podia entio ser focado. A ignicio da lampada era feita directamente na

fonte de alimentacio (P11 model LPS-220 Power Supply).

Monocromador: utilizou-se um monocromador de excitagio (PTI Monochromator model
102) para fazer a selecgdo do comprimento de onda da radiacio incidente. A selecgio dos
comprimentos de onda é feita através de grelhas de difracdo que sio controladas pelo
sistema de aquisi¢iao de dados, via uma interface. A intensidade do feixe de luz que entra no
monocromador (aproximadamente proporcional ao quadrado da largura da fenda) e o
intervalo de comprimentos de onda da radiagao que sai do monocromador (comptimento de
onda de excitagao * largura da fenda) podiam igualmente ser regulados através da variagio
da largura de fend¥s ai existentes. O feixe de luz é transmitido do monoctomador ao

microscopio por meio de um cabo de fibra 6ptica.

Microscopio invertido de fluorescéncia: O microscopio (Nikon Eclipse TE200) foi
montado numa sala escura e encerrava toda uma série de componentes (lentes, filtros e

espelhos) adequados.

A técnica utilizada envolve a utilizagio de um filtro dictdico e um filtro de emissio
(Chroma Filter Set 455-0068). O filtro dicréico tem a particularidade de transmitir radiagao
com comprimentos de onda superiores a um determinado valor, denominado comptimento
de onda de corte, reflectindo todas as radiagées com comprimentos de onda infetiores. O

espectro dos filtros utilizados esta representado na Figura 6.

Fotomultiplicador. o fotomultiplicador (PTT model 814 PMT) detecta a radiagao emitida

pela amostra em “single photon counting”.
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O fotomultiplicador era precedido por um fotémetro (PTT model D-104 Photometer)
que permitia ajustar o campo de medicao do sinal através do controle da abertura de uma

irts. Permitia igualmente a insercao de filtros adicionais no sistema, caso fosse necessario.

100
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Figura 6. Espectro de transmissao do conjunto de filtros Chroma Filter Set 455-

0068 (Legenda: wm filtro de emissdo; == filtro dicrdico)

Sistema de aquisi¢io de dados. o sistema de aquisicio de dados era composto por um
computador, onde foi instalado o software fornecido pela PTT (Felix 3.1), ligado aos outros

componentes do sistema via uma interface.
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Calibragoes do sistema de epifluorescéncia

Procedeu-se a calibragao do monocromador, a optimizacao da largura da fenda 6ptica e

~ . ~ ~ 2 . - R
elaboracio de cutvas de calibracio de Ca®' livte usando Fura-2, de modo a optimizar a
performance do equipamento (seguindo as instrugoes do fabricante) ¢ a elimimar

perturbacoes verificadas na selec¢ao do comprimento de onda pelo monocromador.

No processo de calibragio do monocromador realizaram-se dois tipos de medicoes:

“scan” de excitacao e medicoes de racios.

Foram realizados “scans” de excitagio de uma amostra de Fura-2 (1 pM) saturada de
Ca™ (300-400 nm, incrementos 1,0 nm, 2 nm de largura da fenda). Observou-se uma boa
reprodutibilidade a comprimentos de onda baixos que diminuia progressivamente a medida
que aumentava o comprimento de onda (Figura 7). Este facto sugeriu um erro incremental

no controle do monocromador pelo computador.
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Figura 7. “Scans” de excitacio de uma amostra de Fura-2 (1 uM) saturada de

Ca?* (300-400 nm, incrementos 1,0 nm, 2 nm de largura da fenda).

Utilizou-se entao um espectrofotémetro para medir o espectro de luz emitida pelo

monocromador (4 medigcoes apds “scans” de excitagao de 300-380 nm, incrementos de 1,0
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nm, 2 nm de largura da fenda). O espectro apresentou variacdes no valor final de
comprimento de onda de cerca de 3 nm (Figura 8). Repetiu-se este procedimento com
incrementos de 0,1 nm e o valor final de comprimento de onda apresentou uma variacio

similar.
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Figura 8. Medicio do espectro de luz emitida pelo monocromador utilizando um
espectrofotémetro. As medicoes foram realizadas apds “scans” de excitacio de

300-380 nm, incrementos 1,0 nm, 2 nm de largura da fenda.

O monocromador do sistema de epi-fluorescéncia foi entao ajustado manualmente a
380 nm. O valor de comprimento de onda registado ap6s cada medigao apresentou uma boa

reprodutibilidade.

Monitorizou-se com o espectrofotémetro o valor de comprimento de onda mais
elevado (380 nm) durante uma medicao de racios a 340/380 nm. Os resultados mostraram a
ocorrencia de “saltos” durante a aquisi¢ao dos valores de racio (Figura 9 - painel A) que
eram acompanhados por alteragoes no valor registado no monocromador (Figura 9 - painel
B). Note-se que, como os valores de intensidade medidos a 340 nm também apresentaram
variagoes (Figura 9 - painel A), eram de esperar alteragoes no valor do monocromador a esse

comprimento de onda.

As medicoes de racios foram realizadas fixando o comprimento de onda de emissao a

510 nm e fazendo leituras consecutivas a 340 ¢ 380 nm. Utiizaram-se os valores de
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intensidade de fluorescéncia obtidos a 340 nm (F340) e a 380 nm (F380) para se obter um

, - . . . . - 2
valor de ricio representativo de uma medida mais fidedigna da concentracio de Ca”".

Depots de resolvidos os problemas que levaram a ocorréncia do erro no controle do

monocromador pelo computador realizaram-se experiéncias com vista a calibracao do

sistema.
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Figura 9. Painel A - Medigdo de racios a2 340/380 nm (tempo de mtegracdo 2 s, 2

nm de largura da fenda). Painel B — Medicao do espectro de luz emitida durante

as medigoes de racios 340/380 para o valor de comptimento de onda mais

elevado (380 nm).
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Foram efectuadas medigdes de “scan” de excitagao fixando o comprimento de onda de
emissao (Aem) 2 510 nm e variando o comprimento de onda de excitagao(r.) entre 300 e 400
nm. A intensidade de fluorescéncia de solugdes padrio de Ca®" livre as quais se adicionou

Fura-2 foi entdo registada (Figura 10).
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Figura 10. “Scan” de excitagio de diversas solucdes padrio de Ca?* livre realizado

no sistema de epi-fluorescéncia. Aem=510 nm.

De modo a validar os resultados obtidos nesta medigao, utilizou-se um protocolo muito
semelhante para se registar a fluorescéncia das mesmas solugdes num espectrofluotimetto

Jasco (Figura 11), rotineiramente utilizado.

Apds terem sido realizados todas as calibragdes e eliminadas todas as perturbacdes
encontradas, foi realizada uma série de pequenos testes de rotina indicados pelo fabricante
(PTI, 1997), nos quais se vetificou o bom funcionamento do equipamento. Acertou-se entio

a largura das fendas do monocromador a 2 nm.
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Figura 11. “Scan” de excitagio de diversas solucbes padrio de Ca?* livre.

Aem=510 nm. As medi¢des foram realizadas num espectrofluotimetro Jasco.

Cimara de obsetvagio e Sistema de perfusio

As células, cuja fluorescéncia se queria medir, foram visualizadas numa camara de
perfusio fechada (Harvard Apparatus modelo RC-20 H small volume imaging chamber), por
duas lamelas de vidro (15 mm &) coladas com vedante de silicone. A lamela inferior foi
revestida com poli-L-lisina para se conseguir uma melhor aderéncia das células. A solugio de
poli-L-lisina 0,01% foi preparada dissolvendo 5 ml. de solugdo stock de poli-L-lisina 0,1%
em 50 mL de agua desionizada. Desta solugio eram pipetados 100 uL para cada lamela.
Ap6s 10 minutos em repouso a temperatura ambiente, o excesso de poli-L-lisina foi retirado

e as lamelas eram postas a secar durante a noite.

A perfusdo das células foi feita por gravidade-aspiragdo, por intermédio de um sistema

de torneiras que permitia comutar o fluxo proveniente dos diferentes reservatérios contendo
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as diferentes solugdes através de tubos de polietileno que se reuniam numa estrutura em
forma de aranha fixa na platina do microscépio. O sistema de aspiracio do banho era

constituido por um tubo de polietileno ligado a um matraz que, por sua vez, estava ligado a

uma bomba de vicuo.
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Introdugio

O crescimento da concha em .Anodonta cygnea resulta da deposicao de carbonato de
calcio sobte uma matriz organica. O local onde se da a formacio da concha é o
compartimento extrapaleal que, como fo1 referido no capitulo 1, encontra-se preenchido
com o liquido extrapaleal. O EEM reveste a face da concha metabolicamente activa e
desempenha um papel preponderante na sua génese, crescimento e reparagao, através do
controlo que exerce na concentracio de calcio, protoes (Coimbra e col., 1992; Coimbra e

col,, 1993) e componentes organicos no fluido extrapaleal.

Em Anodonta cygnea (Commbra e col,, 1993), este controlo resulta da combinagao de
trés processos distintos: (1) secre¢do de moléculas organicas capazes de, baixando a energia
de activagdo da reacgio de precipitagao, formar centros de nucleagao ou inibir a precipitagio
por um processo invetso (2) manuten¢io da concentragao de calcio acima da saturagio no
compartimento que esta em contacto com a concha, e (3) a regulagio local do pH que pode

forcar termodinamicamente a reac¢io abaixo indicada numa direc¢dao ou na outra:

Ca®"(u) + HCO; | > CaCO,  +H" ()

Neste sistema, a manutencio de uma concentracio de calcio elevada no fludo
extrapaleal é essencial. Em Anodonta 1sto é conseguido pela difusdo de calcio da hemolinfa

para o fluido extrapaleal.

E o EEM que controla a passagem do calcio da hemolinfa para o liquido extrapaleal
e em sentido contrario (Coimbra e col,, 1992; Machado e col., 1988a). Com os seus diversos
tipos celulares (Beedham, 1958; Bevelander e Nakahara, 1966; Machado e col., 1988a), este
epitélio parece desempenhar um papel equivalente ao dos dois tipos de células do tecido
Osseo (osteoblastos e osteoclastos). Neste tecido, os osteoclastos induzem a mobilizagao do
cilcio principalmente bombeando protdes para o microambiente que rodeia as lacunas de
teabsor¢io (Blair, 1998; Blair e col, 1992) ainda que também possam estar envolvidos na
degradagio de componentes da matriz. Os osteoblastos sao responsaveis pela sintese de

mattiz organica e pela deposigido de cilcio (Delaissé e col., 1993; Delaissé e Vaes, 1992).

A determinacio da concentragio de calcio intracelular pode ser feita usando
fotoproteinas sensiveis a calcio, microeléctrodos ionossensiveis, proteinas fluorescentes
quelantes ou indicadores metalocrémicos (Takahashi e col., 1999). Nenhum destes métodos

utilizados obedece simultaneamente aos seguintes requisitos: conserva¢ao da integridade
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anatomica e funcional das membranas celulares; medicées dinimicas continuas com uma
resolugdo de tempo inferior ao segundo e identificagio exacta de célula cuja concentracio
esta a ser medida. O uso de microeléctrodos ionossensiveis como os que foram usados por
Coimbra e col. (1992) sio um método expedito mas possuem uma inclinagio de Nernst
inferior a 30 mV por década, o que significa que, um erro de 5 mV para os potenciais
eléctricos medidos usualmente, pode levar a estimativas da concentracio de cilcio
intracelular etradas em 50 a 100 % (Coimbra e col., 1992). Um outro problema com o uso
dos microeléctrodos advém do tamanho das células do EEM (Otrchard e col., 1991). Para
celulas tio pequenas, a lesio causada pela introdugio de um microeléctrodo duplo pode

provocar um “shunt” no potencial de membrana das células.

Por estes motivos, e com o objectivo de confirmar os resultados obtidos pot Coimbra e
col. (1992), foram utilizadas neste trabalho sondas fluorescentes para medir a concentragio

de cilcio nas células do EEM.
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Material e Métodos

Material Biologico

Este trabalho foi realizado utilizando como modelo biolégico o bivalve de 4gua doce
Anodonta cygnea. Os animais, obtidos na lagoa de Mira, foram transferidos para tanques de
plastico, onde foram mantidos com uma coluna de dgua desclorada com cetca de 20 cm. O -
fundo dos tanques foi coberto com sedimento tetirado do fundo da lagoa de forma a
proporcionar-lhes algum tipo de alimento. A agua dos tanques era arejada continuamente,
por intermédio de uma bomba de ar, e foi substituida semanalmente ou sempre que se

apresentava turva.

Os animais foram aclimatados pelo menos uma semana antes de serem utilizados nas
diversas experiéncias. Consideraram-se sauddveis os animais que expeliam 4gua
vigorosamente quando manipulados e cujas valvas tinham uma superficie intetna brithante e

nacarada.

Lsolamento das células de EEM

Para que as duas valvas do animal permanecessem abettas, cortatam-se cuidadosamente
os musculos adutores e retractores anteriores e postetiores, com o auxilio de uma faca,

evitando danificar o manto.

Em cada uma das valvas, para sepatat o EEM do ECM, foi feita uma incisdo 20 longo
do canal branquial com o auxilio de uma tesoura oftilmica de pontas curvas. O ECM era
destacado com o auxilio de uma pinga e desprezado. Deste modo, o EEM ficou exposto e
foi cottado com o auxilio de uma tesoura, e processado segundo as diferentes necessidades

experimentais.

O isolamento das células do EEM colocou alguns problemas relacionados com a
produgio abundante de muco pot estas células, o qual pode dificultar grandemente a entrada
da sonda fluorescente na célula. Por este motivo foram expetimentadas substincias
mucoliticas (DTT 3 mM e KMnO, 1 mM) no isolamento das células. Foram igualmente
expetimentados métodos enzimaticos de isolamento das células (com Tripsina 1% e
Colagenase 1%) e a adigio de glucose 1 mM as solugdes de isolamento com o mesmo

propésito. O método de isolamento seleccionado descreve-se a seguit.
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Apbs a dissecgdo do EEM, este foi lavado duas vezes em Ringer Anodonta 1 Ca** com 3
mM de DTT e uma vez em Ringer Anodonta 1 C4* (Tabela 1). Com o auxilio de um bisturi,
raspou-se o epitélio até a obtengdo de uma suspensio de células. Essa suspensio celular foi
centrifugada a 500.¢ durante 5 minutos. O sobtenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em Ringer Anodonta 0 C#* (Tabela 1). A suspensio foi novamente centrifugada
a 500.¢ durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido

em 500 uL de Ringer Anodonta 0 Ca**. As células foram mantidas a 4°C até serem utilizadas.

Viabilidade das células

Foram feitos estudos preliminares sobte a viabilidade destas células, observando a
incorporag?io (ou nio) de Azul de Tripano (0,1% p/v em Ringer Anodonta 1 C4"). Este
corante ¢ comummente usado para distinguir células vidveis de células nio-vidveis. S6 as
células nio-vidveis absorvem o corante e coram de azul, podendo também parecer
assimétricas. Contratiamente, células vivas e saudaveis mantém-se incolores e redondas. O
uso deste corante é sensivel a0 tempo, uma vez que células vidveis, se incubadas
prolongadamente, absorvem o Azul de Ttipano, podendo isso afectar as contagens e logo os
resultados de viabilidade. Pot esse motivo a adicio do corante foi feita imediatamente antes

da contagem das células.

Verificou-se que, pelo menos durante as primeiras 2 horas apds a obtengio das células
(com observagdes de 15 em 15 minutos), apenas uma minotia desprezivel (cetca de 10% das

células) incorporou o corante.

Determinagio da [C&’] intracelular utilizando a sonda Fura-2

A concentracio de Ca®* livre intracelular foi medida utilizando a sonda fluorescente

Fura-2, derivada do quelante EGTA (Figura 12).

Quando o Fura-2 se liga a0 Ca*', o espectro de excitagio da sonda sofre um desvio para
valores mais baixos de comprimento de onda. Esta propriedade permite medir a
concentragio de Ca®" livre intracelular determinando a intensidade de fluorescéncia a 340 nm
(F340), que corresponde a forma ligada da sonda, e a 380 nm (F380), que cotresponde 2
forma livre e calculando a razao F340/F380.
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Figura 12. Estrutura da sonda Fura-2 (MP_3, 2003).

A membrana plasmatica é praticamente impermeavel ao Fura-2 para valores de pH
fisiologico (7,2-7,5). A inset¢io de um grupo acetoximetil (AM) na sonda resolveu o
problema de incorporagio no interior da célula. O derivado AM introduz-se facilmente na
célula e uma vez no interior é hidrolizado por esterases nao especificas a forma Fura-2, que
a0 contritio da forma esterificada é altamente sensivel ao Ca®". A remogio do grupo éster
(geralmente denominada processamento da sonda) traduz-se igualmente na retengio de
moléculas de Fura-2 no citosol, que estabelecem ligagio com os ides calcio, causando a

emissao de um sinal de fluorescéncia com as caracteristicas referidas anteriormente.

Carregamento da sonda

Como desctito anteriormente a sonda utilizada para medir a concentracio de Ca®" livre
intracelular foi o Fura-2. Apesar desta sonda ser amplamente utilizada, a optimizagao do

método de cartegamento da sonda revelou-se uma tarefa morosa.

A grande maioria dos protocolos para o carregamento ¢ processamento de sondas .
fluorescente foram estabelecidos para células de mamiferos e de alguns invertebrados
(sobtetudo insectos). Utilizando como ponto de partida esses protocolos, foram introduzidas
sucessivas alteracdes nos nossos protocolos de carregamento e processamento da sonda
Fura-2 até se conseguit obter um sinal de fluorescéncia optimizado. Em condigbes 6ptimas a
intensidade do sinal de fluorescéncia da sonda, para os grupos de células ( 5 a 10 células por
grupo) estudados, deve situar-se entre as 500.000 e as 1.500.000 contagens por segundo (cps).
Nestas condi¢des, indicadas pelo fabticante do equipamento de epi-fluotescéncia (P11, 1997),
consegue evitar-se que as alteracdes de intensidade de fluorescéncia que viessem a decotret

durante os protocolos realizados levassem, por um lado, a saturagio do fotomultiplicador
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(que ocorre para valores acima de 3.000.000 cps) e, por outro lado, a valotes tio baixos que

se confundissem com os valores de fluorescéncia de fundo caracteristicas do sistema.

No que diz respeito ao carregamento da sonda foram alterados consecutivamente
factores como a temperatura (37°C ou Temperatura Ambiente) e o tempo de incubagio (15,
30, 60 ou 120 minutos). Alterou-se igualmente a composi¢io do meio de catregamento
aumentando nomeadamente a concentragio da sonda Fura-2, adicionando agentes
dispersantes, como o Pluronic F-127 e ABS (Albumina Sérica Bovina) e removendo
completamente o iio Ca** da solugio de carregamento (com a adi¢io do quelante de calcio,
EGTA 10 mM). Neste trabalho a alteracio que produziu um efeito mais significativo e
conduziu aos resultados pretendidos foi efectivamente a remogdo do ido célcio da solugio de

carregamento.

Quanto ao processamento da sonda, foram optimizados factores como a temperatura e

tempo de processamento.

Descreve-se o procedimento com que se obtiveram os melhores resultados. As células de

| EEM foram incubadas numa solugio de Ringer Anodonta 0 C4* (500 uL) contendo 10 uM de
Fura-2-AM e Pluronic 0,03%, durante 60 minutos, a temperatura ambiente. A suspensio
celular fol centrifugada a 500.g, durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em Ringer Anodonta 1 Cd”". O processamento da sonda foi feito
durante 15 minutos, a temperatura ambiente. As células foram entdo transferidas para a

camara de observagio.

Determinacdo da fluorescéncia de fundo

Apbs realizadas as medicoes para determinagio da concentragio de calcio intracelular,
fez-se a medigdo da fluorescéncia de fundo. Para tal, perfundiu-se a preparagio com Ringer
Apnodonta 0 C4* contendo o ionéforo 4-Br-A23187 10 uM e MnCl, 10 mM, durante 10
minutos. Fez-se entio a medicio da intensidade de fluorescéncia de fundo para cada

comprimento de onda.

A substancia 4-Br-A23187 é um iondforo com elevada afinidade para os 16es de Mn®*",
que se insere na membrana plasmatica, permitindo a difusio do Mn*" para o intetior da

célula. Deste modo os ides de Mn*" vio estabelecer ligacio com o Fura-2, desalojando os

ides Ca’*. Quando se forma o complexo Fura-2-Mn?* (Kd=2,8 nM) (MP_2, 2002), a sonda
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perde a capacidade de ser excitada a 340 nm e 380 nm, deixando de emitir fluorescéncia a

510 nm.

A intensidade de fluorescéncia citosélica propotcional a concentragio de calcio no
citosol resulta da diferenca entre a intensidade de fluorescéncia total e a intensidade de

fluorescencia de fundo, para cada comprimento de onda de excitagao.

Calibragdo da Sonda

A calibragio da sonda Fura-2 foi realizada utilizando o método descrito por Tsien

(Grynkiewicz e col., 1985).

De modo a poder convetter os sinais de fluorescéncia em valores de concentragao de
calcio intracelulares, no fim de cada protocolo, procedia-se a uma calibragio 7 sifx em que
foi medida a fluorescéncia de solugbes cuja concentragio de calcio livre era conhecida (0 ou

40 pM), as quais era adicionado Fura-2 (1 uM). Mediram-se as intensidades de fluorescéncia

em cada situacao.

Para converter a fluorescéncia medida (razio F340/F380) em concentracio de calcio no

citosol, utilizou-se a seguinte equagao:

-[Ca2+ ]i =K,. R-R.;) . Faoa?
(R —R) Fsssao
em que:

K4 - constante de dissociagio para o Fura-2;

R - ricio da intensidade de fluorescéncia (F340/F380) da amostra;

Rumin - técio da intensidade de fluorescéncia (F340/F380) da solugdo padrio zero de cilcio;

Rumsx - récio da intensidade de fluorescéncia (F340/F380) da solugio padtio saturada de calcio (40 uM);

F350 - intensidade de fluorescéncia a 380 nm da solugio padrio zero de calcio;

Fsatyg - intensidade de fluorescéncia a 380 nm da solugio padrio saturada de calcio.

Para determinar o valor da constante de dissociagio foram efectuadas medigoes fixando
o comptimento de onda de emissdo a 510 nm e registando os valores de intensidade de
fluorescéncia obtidos para os comptrimentos de onda de excitagio 340 nm e 380 nm, para
uma série de 11 solucdes de concentragio crescente de calcio livre (0-39 uM) (MP_2, 2002),

as quais foi adicionado Fura2 na concentracio de 1 pM. Mediu-se a intensidade de
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fluorescéncia de cada solugdo a cada um dos comprimentos de onda referidos (340 e 380

nm). Fazendo a representagio grafica da funcio:

(R — Rmin ) — _
{ Ca2+ - f(R Rmm)

foi possivel determinar o valor da constante K; (K, = (~1).declive ).
Determinagio da [C4'] intracelular utilizando a sonda Mag-fura-5

A sonda Mag-fura-5, um composto detivado da sonda Fura-2, foi originalmente

desenvolvida para determinar os niveis de Mg*" intracelulares. No entanto, este composto

tem uma afinidade muito mais elevada para o ido Ca*" (Kd = 28 uM) do que para o iio Mg**
(Kd = 2,3 mM). As propriedades espectrofotométricas desta sonda sdo muito similares as do
Fura-2 (MP_4, 2003), apresentando apenas uma afinidade para o ido Ca®* distinta.

Os procedimentos utilizados para medit a concentragio intracelular de cilcio utilizando a
- sonda Mag-fura-5 foram idénticos aos descritos para a sonda Fura-2 com excepgio de

algumas alteragGes pontuais que serdo referidas sempre que necessario.
Protocolo utilizado

O protocolo utilizado para determinar a concentragio intracelular de calcio nas células
do EEM consistiu sequencialmente: na disseccio do EEM, isolamento das células,
catregamento da sonda, transferéncia das células para a cimara de petfusio, perfusio das
células com Ringers de composi¢io conhecida e leitura simultinea da intensidade de

fluorescéncia, determinagio da fluorescéncia de fundo e calibragio da sonda.
Técnica de Confocal

Esta técnica, que se baseia no mesmo principio da epi-fluotescéncia, permitiu verificar
tanto a distribuigio espacial do cilcio nas diversas células epiteliais, como no citoplasma

dessas células.
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Instrumentagio utilizada

O sistema de confocal consistia num de médulo de imaging Bio-Rad MRC 600 ligado a
um microscopio Diaphot Nikon. As imagens foram obtidas com uma objectiva de imersao
x60 plan-apochromat Nikon CFN (abertura numérica, 1,2). As imagens foram visualizadas

usando o software IDL (Sistemas de Pesquisa, Inc.).

As imagens de fluorescéncia foram adquiridas a temperatura ambiente. A fluorescencia
foi excitada com a linha 488 nm de um laser de argon-krypton. O sinal foi direccionado para
um fotomultiplicador passando através de um filtro dicréico de 560 nm (35 nm bandpass) e

de um filtro de emissio (522 nm).

As imagens foram pseudocoloridas usando o software Photoshop 7.0 (Adobe Systems).

Distribuigio do Ca'* intracelular. Carregamento da sonda.

As células de EEM foram incubadas numa solugio de Ringer Anodonta 1 C4™ (500 plL)
contendo 10 uM de Fluo-3 durante 60 minutos, a temperatura ambiente. A suspensio celular

foi centrifugada a 500 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido em 500 pI. de Ringer Anodonta 1 Ca’*.

Solugées utilizadas

Na Tabela 1 esta descrita a composicio das diferentes solugbes utilizadas nos

procedimentos experimentais.

Ringer Anodonta 0 Ca?*  Ringer Anodonta 1 Ca?*  Ringer Anodonta 6 Ca?*

NaCl 5 5 5
KCl 1 1 1
MgCl, 0,5 0,5 0,5
CaCly 0 1 6
HEPES 10 10 10
Manitol 19 18 8
pH 7,4 (NaHO) 7,4 (NaHO) 7,4 (NaHO)

Tabela 1. Composicio dos diversos ringers utilizados (em mM).
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Resultados

Determinagio da [Ca”’'] intracelular com a sonda Fura-2

Constante de dissociagdo do Fura-2

Como referido, modo a transformar os sinais de fluorescéncia obtidos com o Fura-2 em
valores de concentracao intracelular de cilcio livre foi necessirio determinar o valor da

constante de dissociagao para esta sonda.

Obteve-se um valor médio para o Kd, y,, de 358 + 52 oM (n=5).

Determinacio da [Ca’™ ] intracelular

Depots de optimizado o protocolo de carregamento do Fura-2, fez-se uma série de

. - ~ . P .
determinacdes do valor da concentracio intracelular de Ca®" livre.

. . P ~ ~ 2+ . s . . .
A distribuicdo da concentra¢io de Ca™ livre estd ilustrada na Figura 13 ¢ permite
verificar que essa concentragao se situa entre os valores 75 e 425 nM, com um valor médio

de 216 * 64 nM.

N Observagdes

75 125 175 ms 27R 325 375 425

[Ca?*] /oM

Figura 13, Distribuicao da {Ca?' ] em células isoladas de EEM, obtida usando

a sonda Fura-2 (n=33).
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Efeito da variagdo do cdlcio livre extracelular na {Ca™j;

7

Apos incubagao com a sonda fluorescente Fura-2 as células foram perfundidas
sequencialmente com Ringer Anodonta 1 Ca?, Ringer Anodonta 6 Cat ou Ringer Anodonta 0
Ca’" e Ringer Anodonta 1 Ca™, de modo a verificar o efeito da alteracio da [Ca’"] extracelular
na [Ca®"]. Como se pode observar na Figura 14, quando a concentragio extracelular de
calcio em contacto com as células de EEM diminuia de 1 mM para 0 mM, o valor da
concentragao intracelular desse 130 diminui cerca de 45%, de 179 * 10 nM para 97 *+ 3 nM.
Pelo contrario, quando a concentracio extracelular de calcio aumentou de 1 para 6 mM,
verificou-se igualmente um aumento de 193 = 14 nM para 266 £ 16 nM (cerca de 32%) no

valor intracelular .
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Figura 14. Lfeito da alteracio da [Ca®*] extracelular na concentracio
intracelular de calcio nas células de E1M de .Anodonta cygnea perfundidas com
solugdes de diferente concentracao desse iao (RA1Ca — 1 mM Ca?"; RAOCa -

0 mM Ca?"; RAGCa - 6 mM Ca?*) (média £ e.p.m.; n=9).

Efeito da lonomicina na [Ca™ ] intracelular

Para estudar o efeito da lonomicina 10 pM na [Ca®], as células isoladas foram
petfundidas sequencialmente com: Ringer Anodonta 1 Ca™, Ringer Anodonta 6 Ca™*, Ringer

Anodonta 6 Ca’’ com Tonomicina 10 uM e Ringer Anodonta 0 Ca*. Ao adicionar-se
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Ionomicina a solu¢do extracelular com 6 mM de cilcio, verificou-se uma aumento da [Ca®')
intracelular de 314 £ 13 nM para 522 + 28 nM, diminuido novamente este valor (184 + 2

nM) quando se perfundiam as células com uma solucao sem calcio (Figura 15).
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100

[RatCa] RAGCa [ . RAGCa+ lonomicina 10yM | RAOCa

0 v ¥ g v v 1
0 100 200 300 400 500 GO0 700 800 900
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Figura 15. Efeito do iondforo Ionomicina 10 pM na concentracio intracelular
de calcio livre nas células de EEM de .dwmodonta cygnea perfundidas com
solugdes de diferente concentragio de Ca?*. (RA1Ca — 1 mM Ca?*; RAOCa - 0

mM Ca?*; RA6Ca - 6 mM Ca®* e adicao de iondforo ) (média + e.p.m.; n=8).

Efeito do TPEN na determinagio da [Ca’’] intracelular

O TPEN (fetrakis-(2-piridilmetil)etilenodiaming) é um quelante lipossoluvel selectivo para
catides metalicos como o Mn*’, Zn*', Cu® e Fe®', com muito baixa afinidade para os ides
Ca® e Mgz“' (Arslan e col., 1985; McCabe |t e col., 1993). As sondas fluorescentes derivadas
do Fura-2 apresentam afinidades mais elevadas para muitos desses ides do que para o iao
Ca®™. Por exemplo, para o 130 Mn™" a afinidade do Fura-2 é cerca de 100 vezes mais elevada
do que para o ido Ca’’ (Arslan e col, 1985; Takahashi e col,, 1999). A utilizacio do TPEN

permite eliminar a interferéncia na medicio da [Ca™'] devida a presenca desses ides.

De modo a poder verificar a interferéncia do iao Mn™" nas medicoes da concentracio de
o . A . - - . 2
Ca®" intracelular, mediu-se a fluorescéncia de células perfundidas com Ringer Anodonta 1 Ca™*

e, apos um periodo controlo, adicionou-se o quelante TPEN, na concentracao de 100 uM.
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FEfeito do TPEN na determinacio da [Ca’™ ] intracelular com a sonda Fura-2

Como se pode ver na Figura 16, a adicio do quelante TPEN (100 pM) a solucao de
petfusio externa (Ringer Anodonta 1 Ca®”) levou a que o sinal fluorescente exibido pela sonda
atingisse um patamar de saturagao. Uma vez que as sondas fluorescentes do tipo Fura-2
apresentam um intervalo de deteccao entre 0,1.Kd e 10.Kd (MP_3, 2003) foi possivel

concluir que a concentracio de Ca™ intracelular se encontra acima de 3,6 uM.

120

10.0 4

8.0

6.0 4

Racio

404

R.A. ICa [ R.A. 1Ca + TPEN

0,0

0 100 200 300 400 500

Tempo (s)

Figura 16. Efeito do quelante TPEN (100 pM) na medicio da concentragao
intracelular de calcio livre nas células de EEM de Anodonta cygnea carregadas
com a sonda Fura-2 e perfundidas com Ringer Anodonta 1 Ca’* (média

e.p.m.; n=3).

Efeito do TPEN na determinagio da [Ca’™ | intracelular com a sonda Mag-Fura-5
A utilizacio da sonda Mag-fura-5 permite determinar concentracoes intracelulares de

calcto que se situem aproximadamente entre 3 e 300 pM. A perfusio das células,

previamente carregadas com esta sonda fluorescente, com o quelante TPEN 100 pM
conduziu a uma conclusao semelhante a obtida com a sonda Fura-2. Como se pode verificar
na Figura 17, a sonda atingiu o patamar de saturacio, indicando que a concentracao de Ca**

intracelular se situa acima de 300 pM.
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10,0
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Figura 17. Efeito do quelante TPEN (100 pM) na medicao da concentracio
intracelular de cilcio livre nas células de EEM de .Anodonta cjgnea carregadas
com a sonda Mag-tura-5 e perfundidas com Ringer .Anodonta 1 Cu 2* (média £

e.p.m; n=3).

Distribuigio do Ca” intracelular

Para tentar identificar se existiam populacées de células no EEM com concentracoes
intracelulares de calcio livre distintas, utlizou-se a sonda Fluo 3, observando as células com
um microscopico de confocal. Apenas podemos verificar a existéncia de algumas células com
acumulacoes pontuais de cilcio que deverio corresponder a presenca intracelular de

micropérolas, ja anteriormente descrita (Barrias, 2003).

Como podemos verificar na Figura 18, existe uma localizacio pontual no citoplasma de
algumas células deste epitélio de grandes quantidades de calcio (associadas as regices de
brilho mats intenso). Aparte estas zonas de brilho intenso o citoplasma da quase totalidade

das células observadas apresentava uma intensidade de fluorescencia idéntica.

Estas acumulagdes de cilcio nio ocorrem em todas as células do epitélio (Figura 19),
podendo observar-se células com varias destas zonas de brilho intenso e outras em que essas

ZONas estao ausentes.
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Figura 18. Células do EEM incubadas com Fluo-3 visualizadas no

microscopio de confocal (x600)

Figura 19. Células do EEM incubadas com Fluo-3 visualizadas no

microscopio de confocal (x600)
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Discussio

Dos trabalhos de Coimbra e col. (1988)e de Coimbra e col. (1992) pode concluit-se
que os i0es calcio atravessam passivamente as células do EEM. Esta conclusio baseia-se

nas seguintes observagdes feitas por aqueles autores:

a. o EEM ¢ altamente permeavel a cilcio uma vez que a condutancia transepitelial é

principalmente determinada pela concentracio daquele 3o nos liquidos externos;
b. os fluxos transepiteliais uniditeccionais de cilcio sao muito elevados;
C. em curto-circuito, nio é possivel determinar fluxos liquidos transepiteliais deste ido;

d. ambas as barreiras (hemolinfatica e extrapaleal) sdo altamente permeaveis a cilcio,
uma vez que o potencial intracelular é altamente sensivel a alteracio da

concentragdo desse iAo em qualquer dos banhos externos;

e. um aumento da concentrac¢io de calcio nos banhos externos inibe a corrente de

curto-circuito;

f. a concentragio intracelular de cilcio, medida com eléctrodos ionossensiveis
especificos para calcio, esta em equilibtio electroquimico com o célcio dos

compartimentos externos;

g. as concentragoes intracelulares de cilcio, medidas com eléctrodos ionossensiveis
especificos para este 3o, seguem as concentragdes deste iilo nos compartimentos

externos;

h. as concentracoes intracelulares de sédio, medidas com eléctrodos ionossensiveis
especificos para este ido, ultrapassam largamente a osmolalidade dos liquidos
externos o que corresponde seguramente a um artefacto grosseiro s6 explicavel

pelo efeito do ido calcio sobre as resinas especificas para sédio.

Em condig¢des de curto-circuito e na ausencia de um fluxo liquido transepitelial somos
forcados a postular que o calcio intracelular esta em equilibtio electroquimico com o calcio
externo. As medi¢oes da concentragio de calcio medidas nesta situacao situavam-se todas

(n=41) entre 1 e 15 mmol/ L (Coimbra e col., 1992).

Neste trabalho, os primeiros resultados obtidos com a sonda Fura-2, a mais utilizada

para medicdes do Ca®" intracelular, pareciam indicar que a concentragio de Ca*'
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mntracelular se situava dentro dos limites de detecgao da sonda. De inicio, obtiveram-se
sinais de fluorescéncia com intensidades muito baixas mas que nio produziam um valor de
racio saturado. Por este motivo foi entio melhorado o protocolo de carregamento da

sonda.

Optimizadas as condiches experimentais, mediu-se a concentragio de calcio
intracelular, tendo-se obtido um valor de 216 * 64 oM (n=33), bem abaixo do valor

reportado por Coimbra e col. (1992).

O estudo do efeito do calcio extracelular na sua concentragao intracelular permitiu
verificar que, quando a concentragio extracelular diminuiu de 1 para 0 mM, o valor da
concentragio intracelular desse ido diminui cerca de 45% (Figura 14). Pelo contrario,
quando a concentragio extracelular de calcio aumentava de 1 para 6 mM, verificou-se um
aumento de cerca de 32% (Figura 14) Esta resposta das células do EEM as alteragdes do
calcio externo é semelhante a observada por Coimbra e col. (1992) pois, embora a
concentracio de cilcio intracelular medida por estes autores fosse muito mais elevada,
também eles verificaram que o aumento da concentragio de calcio extracelular provocava

um aumento do calcio intracelular e vice-versa.

Estudou-se entio o efeito da lonomicina na concentragio intracelular deste ido. A
Ionomicina é um ionéforo de cilcio e devido a sua presenca na solugio de perfusio, a
concentracio de cilcio intracelular deveria ficar em equilibrio com a do meio extracelular.
E frequentemente utilizada nos protocolos de calibragido 7z vivo da sonda fluorescentes
sensiveis a calcio (MP_3, 2003). Nesses protocolos, a sonda é calibrada dentro das células,
uma vez finda a expetiéncia, através da sua resposta a perfusio das células em solugdes

externas contendo Ionomicina e concentragdes diferentes de iio Ca®" (Williams e Fay,

1990).

Tendo em conta estes dados, seria de esperar que o aumento do calcio extracelular de
1 para 6 mM provocasse um aumento da [Ca®']; supetior a0 que se verificou o que levaria

certamente 2 uma saturacio da sonda Fura-2.

Nio foi, no entanto, isso que observimos nas células do EEM. A adi¢io de
Ionomicina 10 pM ao Ringer de perfusio que continha ja 6 mM de cilcio, provocou um
aumento da concentracio intracelular de Ca®* de 314 * 13 nM para 522 * 28 nM. Foi

ainda estudado o efeito na [Ca®"], de outras concentracdes de Ionomicina (1 e 100 pM),
assim como de outro ionéforo de Ca®* (A-23187). O aumento da concentragio de calcio

intracelular observado foi semelhante (dados nao apresentados).
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Surgiu a hipétese de existitem populagdes de células no EEM com concentragoes
intracelulares de calcio livre distintas. Os tesultados obtidos utilizando a sonda Fluo 3,
observando as células num microscépico de confocal, nio nos permitem confirmar essa
hipétese. Apenas podemos vetificar a existéncia de algumas células com acumulagoes
pontuais de cilcio que deverio corresponder a presenca intracelular de micropérolas, ja

anteriormente descrita (Machado e col., 1988a).

Por outro lado, as dificuldades encontradas no carregamento da sonda nestas células e
os valores clevados da fluorescéncia de fundo frequentemente obtidos levaram-nos a por a
hip6tese da existéncia de interferéncias nas medi¢oes com a sonda Fura-2, diminuindo assim

a amplitude dos sinais obtidos.

Ravera e col. (2003) quantificaram uma série de catides divalentes em varios tecidos de
alguns bivalves (entre eles, a Anodonta cygnea) e plantas aquiticas, doseando a sua massa pot
grama de peso seco. Entre os catides que dosearam verificaram que, no manto de Anodonta
cygnea, o ido Mn®* é o iio mais abundante logo a seguir ao ido Ca®’, apresentando uma relagio

 de massas de 3 Ca®":1Mn?" (aproximadamente 6:1 em relagdo de moles) (Ravera ¢ col,, 2003).

Sendo assim, qualquer que seja a concentragio intracelular efectiva destes dois 16es no
EEM, e como o Fura-2 possui uma afinidade cerca de 100 vezes supetior para o Mn”" do
que para o Ca* (Kd\= 10° M, Kd,, = 107 M), a sonda intracelular encontrar-se-a quase
exclusivamente ligada a Mn?*, emitindo um sinal fluorescente com uma intensidade

muitissimo teduzida ou mesmo nula.

Decidiu-se, por isso, estudar o efeito de um quelante do Mn2+(T PEN) na determinagio
da concentracio intracelular de cilcio. Este composto apresenta trés vantagens: ¢ um
quelante com afinidade elevada para os ides Mn?** (Kd =10 M) e baixa para Ca*" (Kd =10°

M), e penetra facilmente no interior das células (Arslan e col., 1985).

Se de facto 0 Mn?" intracelular fosse a causa das interferéncias verificadas nas medi¢Ses
com o Fura-2, a sonda deveria saturar ap6s a adi¢ao do TPEN. Os resultados, representados
na Figura 16, nio deixam margem para dividas. A sonda saturou e uma vez que sondas deste

tipo apresentam um intervalo de detecgio entre 1.KD e 10.Kd (MP_3, 2003), fomos levados

a concluir que a [Ca”"]; se encontra acima de 3,6 pM.

Mediu-se ainda a concentracio intracelular de calcio utilizando 2 sonda Mag-fura-5. Esta

sonda apresenta propriedades espectrofluorimétricas semelhantes as do Fura-2, permitindo a
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utilizacio do mesmo conjunto de filtros. E utilizada para medir concentragdes intracelulares

de calcio iénico situadas entre 3 e 300 uM (MP_4, 2003).

Os tesultados sio semelhantes aos obtidos com Fura-2. A adi¢io do TPEN ao meio de
perfusio leva a uma saturagio da sonda Mag-fura-5, o que permite concluir que a

concentracio de Ca®* intracelular se situa acima de 0,3 mM.

Nio existem, actualmente, sondas fluorescentes capazes de medir concentragdes de
cilcio ibnico tio elevadas como as encontradas por Coimbra e col. (1992). Para
concentracdes acima do milimolar, é recomendado o uso de microeléctrodos ionossensiveis

que foi o método utilizado por aqueles autores.

Os nossos resultados parecem confirmar que a concentragio de Ca”” intracelular se situa
acima de 0,3 mM. Este valot, ainda que inferior a0 medido por Coimbra e col. (1992), € o

mais elevado reportado para a generalidade das células.

Os resultados entio obtidos e os que aqui se apresentam tém uma enorme relevancia
pois é a primeira vez que se descrevem concentragdes de calcio livre intracelulates tio

clevadas.

Tendo em conta que os dados disponiveis na literatura apontam para uma elevada
toxicidade do ido Ca®*" quando presente livte no citosol em concentragdes da ordem do
micromolar (Dong e col,, 1998; Lee e col., 1995; Orrenius e Nicotera, 1994), é possivel
postular que as células' do EEM possuam uma adaptagio especial que lhes permita
sobteviver com uma concentracio tio elevada daquele iio. A caracterizagio dessas

adaptagdes estd, no entanto, para além do ambito desta tese.
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Introdugio

O pH intracelular de todas as células necessita de ser mantido dentro de limites estreitos
pois a concentragio hidrogeniénica influencia um grande nimero de processos celulares
vitais, de que sao exemplos a sintese proteica e a fungao mitocondrial (Capuano e Capasso,
2003; Roos e Boron, 1981). A determinagio do pH intracelular € assim um parametro de

grande importancia para a manutencio da funcgio celular (Capuano e Capasso, 2003).

Os mecanismos de regulagdo do pH celular sio muito semelhantes em todas as espécies
(Roos e Boron, 1981). Em todas elas o pH intracelular ¢ mantido a custa do balango entre a

produgao e a eliminagio de protdes.

A compoéigio do fluido extracelular, que preenche o compartimento onde se da a
formagdo da concha em _Anodonta cygnea, esta sob o controlo da actividade das células do
EEM. E através deste epitélio que passam os constituintes da concha: carbonato, calcio e
moléculas de matriz organica. Sio as células do EEM que controlam o pH do fluido

extrapaleal determinando a cada momento a formagio ou a reabsor¢iao da concha (Coimbra

e col., 1993).

Sio razoavelmente bem conhecidos os mecanismos de transporte de H® e HCOy
existentes no EEM (Barrias, 2003; Coimbra e col., 1988; Machado e col.,, 1990; Rebelo da
Costa e col., 1999Db).

Utilizando inibidores selectivos de sistemas de transporte membranares e estudando o
seu efeito na corrente de curto-circuito (Ccc) gerada pelo EEM, fo1 identificada a presenga
de transportadores de membrana directamente envolvidos na translocagio de ides H' e
HCOy, de e para o compartimento intracelular. Este epitélio transporta protdes pata o
compattimento extrapaleal a uma taxa muito elevada, que ¢ igual a taxa de transporte de
HCOj para a hemolinfa (Coimbra e col., 1988; Machado e col.,, 1990). Observagdes identicas
foram feitas na bexiga utiniria da tartaruga (Husted e col.,, 1979) e no epitélio externo do
manto de Unio complanatus (Hudson, 1992; 1993). O transporte de protdes através da barreira
apical das células do EEM é devido a opetagio de uma bomba de protdes (V-ATPase) ai
localizada e inibida pela Bafilomicina A, e Concanamicina A (Rebelo da Costa, 1994; Rebelo
da Costa e col, 1999b). Bombas de protdes deste tipo foram também identificadas na
barreira apical do epitélio da bexiga uriniria da tartaruga (Steinmetz e Andersen, 1982) e do
sapo Bufo marinus (Ludens e Fanestil, 1972), na pele da rd (Ehrenfeld e col,, 1985) e no
manto de Urio complanatus (Hudson, 1992; Hudson, 1993).
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Foi ainda identificada a presenga na barreira basolateral do EEM, de um transportador
HCO, /Cl, inibido por SITS e DIDS (Coimbra e col., 1988), de um trocador Na'/H",
sensivel a Amiloride (Coimbra e col., 1988) e de um transportador HCO,/Cl dependente de
Na®, inibido de um modo especifico por TNBS (Barrias, 2003).

O estudo da sensibilidade da Ccc 2o inibidot especifico da anidrase carbénica Diamox,
feito por Coimbra e col. (1988) e Machado e col. (1990), levou estes autores a concluirem
que aquela enzima desempenha um papel importante no fornecimento de ides H" e HCO;
essenciais para a génese da corrente de curto-circuito. Na presenca de Diamox, a Cec €
inibida (Coimbra e col., 1988), assim como a taxa de secrecio de acido para o

compartimento extrapaleal ¢ a taxa de secregdo de base para a hemolinfa (Machado e col,

1990).

Este trabalho foi realizado com o objectivo de medir o pH intracelular das células do
epitélio externo do manto, utilizando sondas fluorescentes ionossensiveis, € estudar o efeito
de inibidores de sistemas de transpotte membranares e do cilcio extracelular no pH

intracelular.
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Material e Métodos

Material Biologico

O material biolégico utilizado para este trabalho foi o bivalve de 4gua doce Anodonta

cygnea, colhido e mantido no laboratétio nas condigées descritas na sec¢io equivalente do

capitulo 3.

Isolamento e viabilidade das células de EEM

O isolamento das células do EEM assim como o estudo da sua viabilidade esta descrito

no capitulo 3.

Determinagio do pH intracelular em células isoladas do EEM

Para as determinacdes de pH intracelular foi utilizada a sonda BCECF (2',7'-bis-(2-
carboxietil)-5-carboxifluoresceina), desenvolvida por Rink e col. (1982). Esta sonda, derivada
da fluoresceina, quando introduzida dentro das células pode estar sob uma de duas formas
distintas, monoaniénica ou dianiénica, que apresentam espectros de excitagao igualmente
distintos (Figura 20). Esta propriedade permite que seja determinada uma razio entre a
emissio do sinal de fluorescéncia (A, =535 nm) a cada um dos comprimentos de onda de

excitagio, que serd proporcional i concentragio hidrogeniénica dentro da célula

(F490/F440).

10 0O, [} 0 0. O
2 2 2 ‘ 2
HOCCH,CHY m,(:u,éon H HOCCH,CIY Z# CH,CH,COH

pE=6,91
1 &
nog HO?'
Forma monoanidnica Forma dianionica
hexc=440 nm Aexe=490 nm

Figura 20. Estrutura das formas ibnicas da sonda BCECF e respectivos

comprimentos de onda de excitagio maximos (Rink e col,, 1982).
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Tal como para a sonda Fura-2, foi utilizado um derivado AM da BCECF que, a0
contrario da forma nio-estereficada, nio apresenta fluorescéncia, introduz-se facilmente nas

células e uma vez no interior ¢ hidrolizado por estereases nio especificas a forma

fluorescente BCECF. ' -

Carregamento da sonda

As células de EEM foram incubadas numa solugiio de Ringer Anodonta 1 C4* (500 pl)
contendo 10 pM de BCECF-AM e Pluronic 0,03% durante 60 minutos, a temperatura
ambiente. A suspensio celular foi centrifugada a 500.g, durante 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em Ringer Anodonta 1 Cd*. O
processamento da sonda foi feito durante 15 minutos, a temperatura ambiente. As células

foram entao transferidas para a camara de observagio.

Calibragao
A calibragio da sonda BCECEF foi realizada utilizando o método z# ive (Thomas, 1986).

De modo a poder convetter os sinais de fluorescéncia em valores de pH citosélico, no
fim de cada protocolo, procedia-se a uma calibragio 7z v em que as células eram
perfundidas com solu¢des de valor de pH conhecido (5,5 ¢ 9,0) as quais fo1 adicionado o

ionéforo Nigericina (10 uM). Meditam-se as intensidades de fluorescéncia em cada situacio.

Para converter a fluorescéncia medida (razio F490/F440) em valores de pH no citosol,
utiliza-se a seguinte equagao:

(R—RA)x F*u
(RB -—R) F% 40

PH = pK +log

em que:
pK - logaritmo da constante de dissociagdo para a BCECF;
R - técio da intensidade de fluorescéncia (F490/F440) da amostra;
R - racio da intensidade de fluorescéncia (F490/F440) da solugio padrio pH 5,5;
Rg - racio da intensidade de fluorescéncia (F490/F440) da solugio padrio pH 9,0;
FAcy, - intensidade de fluorescéncia a 440 nm da solugdo padrio pH 5,5;

FBasy, - intensidade de fluorescéncia a 440 nm da solugdo padrio pH 9,0.
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Para determinarmos o valor da constante de dissociagio foram efectuadas medi¢oes
fixando o comptimento de onda de emissdo a 510 nm e registando os valores de intensidade
de fluorescéncia obtidos para os comprimentos de onda de excitagio, em células perfundidas

.com solugdes de valor de pH crescente (5,5, 6,5, 7,4, 8,0 e 9,0) as quais foi adicionado o
ionéforo Nigericina (10 uM). Mediram-se as intensidades de fluorescéncia em cada situagio

e fazendo a representagio grafica da fungio

(R_RA)

pH=f log(R —R)

o valor de pK é dado pelo valor da abcissa na origem.

Determinagdo da fluorescéncia de fundo

Apbs realizadas as medicdes do pH intracelular, assim como as calibragdes necessatias,
removeram-se as células da cimara de obsetvagio e perfundiu-se Ringer Anodonta 1 Cd".

Nestas condi¢des, fez-se a medigdo da intensidade de fluorescéncia de fundo.

A intensidade de fluorescéncia citosdlica propotcional a concentragao hidrogeniénica no
citosol resulta da diferenca entre a intensidade de fluorescéncia total e a intensidade de

fluorescéncia de fundo, para cada comprimento de onda de excitagio.

Protocolos utilizados

O protocolo utilizado para medir o pH intracelular nas células do EEM consistiu
sequencialmente: na dissec¢io do EEM, isolamento das células, carregamento da sonda,
transferéncia das células para a cimara de petfusio, perfusio das células com Ringers de
composigio conhecida e leitura simultdnea da intensidade de fluorescéncia, determinagio da

fluorescéncia de fundo e calibragio da sonda.

" Estudou-se o efeito de uma sobrecarga 4cida das células do EEM no pH intracelular,
perfundindo as células com NH,CI 50 mM.

Estudou-se o efeito de substincias inibidoras de sistemas de transporte membranates
no pH intracelular de células do EEM. Os inibidores utilizados foram a Bafilomicina A; 10
uM, a Concanamicina A 10 uM e o Amiloride 1 mM.

Foram igualmente realizadas determinag¢des do pH intracelular em que se alteraram as

concentragdes do ido calcio na solugio extracelular (de 1 mM para 0 ou 6 mM) e em que
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simultaneamente se alteraram as concentra¢des do ido cilcio extracelulares e se adicionou

Amiloride 1 mM.

Fot ainda estudado o efeito do ia0 HCO; no pH intracelulat.

Solugoes utilizadas

Ringer Bicarbonato Ringer NH4Cl

NaCl 5 5

KCl _ 1 1
MgCl, 0,5 0,5
CaCl, 1 1
HEPES 10 10
NaHCOs 10 -
NH,.Cl - 10

pH 7,4 (NaHO) 7,4 (NaHO)

Tabela 2. Composigio das diversas solugdes utilizadas (em mM).

Nas Tabela 1 (Capitulo 3) e 2 estdo desctitas as composicoes das diferentes solugoes

utilizadas nos procedimentos experimentais.
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Resultados

Determinagio da constante de dissociagdo da BCECF

Para podermos transformar os sinais de fluorescencia obtidos com a BCECF em valores
de pH intracelular foi necessario determinar o valor da constante de dissociagao para esta

sonda.

Obteve-se um valor médio para o pKyep de 6,92 £ 0,2 (n=06).

Determinagio do pH intracelular

Depois de determinado o pK da BCECF, fez-se uma série de determinacoes do valor
pH intracelular em grupos de células de EEM (5 a 10 células por grupo). Nas experiéncias
realizadas obteve-se uma distribuicao de resultados ilustrada na Figura 21. Como se pode

vetificar o pH intracelular situa-se entre os valores 6,5 ¢ 7,1, com um valor médio de 6,8 £

0,1.

14

10 —

N¢ Observacdes

6,5 6.6 6,7 6.8 69 70 71
pH,

Figura 21. Distribuicio das medicoes de pHi em células isoladas de EEM (n=24).
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Efeito do NH,CI no pH intracelular

De modo a obter uma situacio de acidose intracelular, perfundiram-se as células do
EEM com ringer contendo NH,Cl 50 mM. A perfusio de células com este composto tem
sido utilizada para estudar os mecanismos de regulagio do pH em varias espécies de

vertebrados e invertebrados (Boron, 1977; Lagadic-Gossmann e col., 1992; Thomas, 1976).

O proposito das nossas experiencias era estudar o efeito de inibidores selectivos de
diferentes sistemas de transporte membranar, na extrusao de acido e pH intracelular, de
modo a perceber quais os transportadores envolvidos na regulagao do pH; nas células do

EEM.

A exposicio das células ao ido NH," resulta num aumento do pH;. O NH," em solugio
dissocia-se originando amoniaco (NH;). Este composto difunde-se através da membrana e
uma vez no intetior das células pode combinar-se com protdes ai existentes formando NH,",

segundo a reac¢ao
NH,+H" <> NH; .

Verifica-se depois uma descida lenta do pH; devido a0 suposto influxo passivo de NH,”

(Aickin, 1988; Roos e Boron, 1981; Schiue e Deitmer, 1988).

A remocio de NH,CI da solugio exterior, provoca uma diminui¢io do pH, para valores
inferiores ao inicial, reflectindo esta queda a entrada passiva de NH,". A recuperagio do pH,
para valores controlo ¢ dependente da taxa de excre¢ao dos protoes existentes na célula. E
durante esta fase de recuperagiao que se costuma estudar o efeito de inibidores no efluxo de

protoes, provocado pela sobrecarga acida.

Nas células do EEM, quando perfundidas durante 9 minutos com Ringer contendo
NH,CI 50 mM (Figura 22), verifica-se um aumento do pH intracelular de 6,80 + 0,02 para
7,65 = 0,12 seguida de uma diminui¢ao para 7,52 0,11 e novamente uma recuperagao até

7,71 £ 0,26. Quando se remove o NH,", o pH desce para 6,95 + 0,03, um valor de pH acima
do valor controlo, subindo novamente até ao fim da experiéncia. Como se pode constatar

nio foi possivel nestas células obter uma acidose intracelular.
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Figura 22. Efeito da sobrecarga com NH4Cl 50 mM no pH intracelular das células de
EEM de Anodonta eygnea (RA1Ca — Ringer Anodonta 1 Ca?*; RNH4CI - Ringer NH4Cl)

(média + e.p.m.; n=0).

Eferto de iibidores especificos no pH intracelular

Efeito da Bafilomicina A, e Concanamicina A
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RAICa : RAICa + Bafilomicina 10 uM RAICa

6,50

0 50 100 150 200 250

Tempo (s)

Figura 23. Efeito da Bafilomicina Ay 10 M no pH intracelular das células de EEM de

Anodonta cygnea (RA1Ca — Ringer Anodonta 1 Ca?”) (média + e.p.m.; n=5).
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O efeito de intbidores especificos de V-ATPases no pH intracelular das células de EEM
foi estudado na presenca de Ringer Anodonta 1 Ca”. Ao adicionar-se Bafilomicina A, a
solugio extracelular, verificou-se uma diminuicao do pH intracelular de 6,82 + 0,03 para 6,65
T 0,04 (Figura 23), sendo este efeito irreversivel. A adicio de Concanamicina A provocou

uma diminuicdo igualmente irreversivel de 6,78+ 0,01 para 6,68 * 0,01 (Figura 24).

6,90

6,80 -+

‘W'MV\_\__\
pH 6,70 - %"\

T
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RAICa - RAiCa + Concanamicing 10 1M RAICa
6,50 . . .
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Figura 24. Efeito da Concanamicina A 10 pM no pH intracelular das células de EEM de
Anodonta cygnea (RA1Ca — Ringer Anodonta 1 Ca**) (média £ e.p.m.; n=3).

Efeito do Amiloride
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Figura 25. Efeito do Amioride 1 mM no pH intracelular das células de EEM de

Anodonta cygnea (RA1Ca — Ringer Anodonta 1 Ca®") (média £ e.p.m.; n=5).
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Quando se adicionou Amiloride 1 mM, na presenca de Ringer Anodonta 1 Ca’, o pH
intracelular diminui de 6,74 + 0,01 para 6,58 = 0,01 (Figura 25), sendo este efeito revertido
quando se perfundiram novamente as células com Ringer Anodonta 1 Ca”™ sem o inibidor. O
efeito do Amiloride foi mais lento quando comparado com o efeito da Bafilomicina Al e da

Concanamicina A.

Efeito do ido bicarbonato

A adicdo de 120 HCO; (10 mM) as células de EEM diminui o pH intracelular de 6,80 *

0,03 para 6,68 *+ 0,03, sendo este efeito rapidamente revertido (Figura 26).

7,00

|
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Figura 26. Efeito do iao bicarbonato 10 mM no pH intracelular das células de EEM de
Anodonta cygnea (RA1Ca — Ringer Anodonta 1 Ca?*; RBic - Ringer Bicarbonato) (média

* e.p.m.; n=3).

Efeito da [Ca”"] extracelular no pH intracelular

As células incubadas com a sonda fluorescente BCECF foram perfundidas com
solucoes de composicoes diferentes de modo a verificar a efeito da concentragao extracelular
de calcio no pH mtracelular destas células. Verificou-se que, quando a concentragao
extracelular de calcio em contacto com as células de EEM diminuia de 1 para 0 mM, o valor

do pH intracelular diminui de 6,73 £ 0,05 para 6,38 £ 0,06. Pelo contrario, quando a
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concentragao extracelular de célcio aumentou de 1 para 6 mM, verificou-se um aumento de
6,76 £ 0,02 para 6,93 + 0,01. Os efeitos destas alteracoes foram revertidos quando se alterou

novamente o valor da concentracio extracelular de calcio para 1 mM (Figura 27).
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Figura 27. Medigio do pH intracelular nas células de EEM de Anodonta cypnea
perfundidas com solugoes de diferente concentracio de Ca** (RA1Ca — 1 mM Ca?*;

RAOCa - 0 mM Ca?t; RA6Ca - 6 mM Ca?*) (média + e.p.m.: n=5).
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Figura 28. Efeito do Amiloride 1 mM no pH intracelular das células de EEM de
Anodonta cygnea perfundidas com solugdes de diferente concentragio de Ca?” (RA1Ca —

1 mM Ca*; RAOCa - 0 mM Ca?*; Am -Amilotide ImM) (média + e.p.m.; n=5).
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Quando, na presenca de Amiloride (pH 6,58 * 0,02), se retirou o 1do calcio da solucio
extracelular, o pHi diminuiu rapidamente para 6,52 & 0,02, voltando novamente a subit para
um valor de 6,57 £ 0,01 (Figura 28). Novamente na presenca de 1 mM de Ca®™', o pH sobe

para 6,61 = 0,02 e para 6,83 £ 0,06, quando se retira o Amiloride da solu¢ao externa.
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Figura 29. Efeito do Amiloride 1 mM no pH intracelular das células de EEM de
Anodonta ¢ygnea perfundidas com solugdes de diferente concentragao de Ca?* (RA1Ca —

1 mM Ca?"; RAOCa - 0 mM Ca®") (média £ e.p.m.; n=5).

Para verificar se as alteracoes no pHi induzidas pela alteracio da concentracio de Ca®
extracelular eram dependentes de um trocador sensivel a Amiloride, a células perfundidas
com Ringer Anodonta 0 Ca’* adicionou-se Rénger Anodonta 1 Ca* com Amiloride 1 mM. Ao
contrario do que acontece na auséncia de Amiloride, neste caso o efeito da alteragio da
concentracio de calcio externo nao se verificou, mantendo-se o pH intracelular a 6,64 £
0,03. Quando se retirou o inibidor da solucio externa o pHi subiu para 6,80 *+ 0,04 (Figura
29).
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Discussio

Numa grande variedade de células de espécies de vertebrados e invertebrados o pH
intracelular, medido com sondas fluotescentes, situa-se entre 6,8 (Nordstrém e col., 1995) e

7,6 (Yip e col,, 2002).

O pH intracelular médio das células do EEM, medido com a sonda fluorescente
BCECF, tem um valor de 6,8 * 0,1 (n=24). O pH foi medido com as cé¢lulas perfundidas
numa solucio contendo Hepes 10 mM, na auséncia de bicarbonato e CO, extracelulares.
Quando comparado com o determinado com microeléctrodos sensivets (6,4 * 0,1), por
Rebelo da Costa (1994) verifica-se que é mais elevado. Essas determinagoes foram realizadas
na presenca de CO, e HCO; extracelular. Schlue e col. (1988) verificaram uma situagao
semelhante ao medirem o pH de neurdnios. Na presenca de CO, e HCO; o pH; era
ligeiramente mais acido. Foi, no entanto, encontrada pelos mesmos autores uma situagao
inversa: nas células da glia o pH; é mais elevado na presenga de CO, ¢ HCO;, quando

comparado com o valor obtido na presenca de Hepes 10 mM.

O estudo da regula¢ao do pH na maioria das células tem sido realizado determinando o
efeito de inibidores de transporte na taxa de recuperagao do pHi apds uma sobrecarga acida.
Esta taxa ¢ um indice da capacidade da célula em excretar os protdes que permanecem no

citoplasma depois da dissociagio do NH," e da saida do NH,.

Nas células do EEM nio foi possivel obter uma sobrecarga acida ainda que se tivesse
usado uma concentracao de NH,CI elevada (50 mM). O pH intracelular ndo desceu abaixo
do valor inicial, ap6s a remog¢iao do NH,Cl da solugdao extracelular, tal como acontece na
maioria das células (Boron e col., 1981; Lagadic-Gossmann e col.,, 1992). Embora se possa
especular acerca da assumida permeabilidade a0 NH," das células em geral e das do EEM,
em particular, que ¢ responsavel pela descida do pH abaixo do valor 1nicial, é provavel que a
auséncia do efeito também se possa dever ao tempo de exposigao ao NH,Cl utilizado. Boron
e col. (1976) obtiveram uma diferenca de pH de 0,64, no axonio gigante da Lula, exposto
durante cerca de 2 horas a uma solugdo de NH,Cl 10 mM. No entanto, na mesma célula,

uma exposicio de 25 minutos leva a uma descida de pH de 0,2 unidades.

O estudo do efeito de inibidores especificos das V-ATPases Bafilomicina A, e
Concanamicina A permitiu relacionar o transporte de protes neste epitélio com o pH

intracelular. Os resultados apresentados mostram que na presenga de Bafilomicina A, ou
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Concanamicina A 10 uM o pH intracelular diminuiu. O efeito da Bafilomicina A, é mais
tipido que o da Concanamicina A (15 e 105 seg, respectivamente) e é mais acentuado (delta

0,17 e 0,11, respectivamente).

Uma vez que tanto a Bafilomicina A; como a Concanamicina A sio dois inibidores
especificos da V-ATPase, a diminui¢io do pH intracelular obtida, a que corresponde um
aumento da [H'] intracelular, sera devida 2 inibicio da bomba electrogénica de protoes
presente nestas células. Estes dois antibidticos provocaram uma diminuicio de cerca de 90%
da Ccc gerada pelo EEM, quando colocados em contacto com a membrana apical das células
(Rebelo da Costa e col.,, 1999b). A Bafilomicina A; também provoca uma inibicio mais

ripida da Ccc do que a Concanamicina A (Rebelo da Costa e col., 1999b).

Um efeito da Bafilomicina A, no pH intracelular, semelhante ao encontrado por nés nas
células do EEM, foi descrito em macréfagos alveolares e peritoniais de carneiro (Heming e
col., 1995) e em osteoclastos de coelho (Lees e Heersche, 2000). Outros autores estudaram o
feito da Bafilomicina A, na recuperagio do pH, apds uma sobrecarga 4cida tendo verificado
uma inibi¢do da recuperagio quando em presenca daquele inibidor (Saliba e Kirk, 1999; Sotz

e col., 2002).

Se, como estd descrito, o Amiloride actua no trocador Na"/H" existente na
membrana basolateral das células do EEM (Coimbra e col.,, 1988), seria de esperar, tal como
aconteceu, que provocasse um aumento da concentragio de H” intracelular. O efeito no pH

€ reversivel tal como ¢ reversivel a inibi¢ao, pelo Amiloride, da Ccc gerada por este epitélio.

O efeito da introdugdo no meio extracelular do ido bicarbonato provocou uma redugio
inicial do pH que ¢ dificil de explicar, pois uma diminui¢éo do fluxo do trocador HCO, /Cl
ou o aumento do trocador Na*/HCO, /Cl provocada pelo aumento de HCO, extracelular,
levaria a um aumento do bicarbonato intracelulatr e consequentemente a um aumento do
pH,. O aumento do pH; verificado de seguida esta de acordo com o efeito tampao deste
composto - reaccio com os protoes Intracelulares e consequente aumento do pH

intracelular.

Coimbra e col (1988) verificaram que, em condi¢des de curto-circuito, um aumento da
concentragao de ido célcio nos banhos exteriores induzia uma diminui¢io da corrente
transepitelial. Como referido, a Ccc que se observa no EEM é quase exclusivamente devida a
ac¢io de uma bomba (V-ATPase) que transporta H* do meio intracelular para o fluido
extracelular em contacto com a barreira apical. Ndo ha igualmente divida de que a remogao

e o aumento do calcio externo levam respectivamente a uma diminui¢io e a um aumento do
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24 . . ~ ,ye , .
Ca™ intracelular. Esta constatagio resulta da analise dos resultados por nés obtidos e dos

resultados obtidos por Coimbra e col. (1992).

O efeito do calcio na Ccc pode ocorrer por duas vias distintas: por inibicdo da bomba
4 . . . o~ ~ . . . .
de H' ou diminui¢do da concentracio de ides H' no meio intracelular. Ambas as vias

implicardo uma reducio da taxa de transporte pela bomba de H' e, pot isso, da Ccc.

Esta descrita em células de fava (Kinoshita e col., 1995) que a concentragio do ido Ca**
controla a actividade de uma V-ATPase na membrana plasmatica. Para além disso, o ido
calcio podera interactuar com esta bomba membranar por alteracio de outros parimetros
celulares, nomeadamente o potencial, que apresenta uma despolarizagdo quando se aumenta
a concentracio extracelular desse ido (Rebelo da Costa, 1994). A alteragio deste ou doutro
pardmetro celular poderd conduzir a uma inibi¢do da V-ATPase e diminuigdo da Ccc. A ser
assim, o aumento da concentracio extracelular de Ca®" levaria a um aumento da
concentracio de ides H* (diminuicio do pH,) no interior da célula, tal como se verificou
aquando das medi¢des do pH; com adi¢io dos inibidores Concanamicina A (Figura 24) e

Bafilomicina A, (Figura 23).

Nas medicdes do pH; que realizimos em que se alterou a concentragio extracelular de
Ca®* observdimos que um aumento desse valor implica um aumento do pH; e uma
diminuigio implica igualmente uma diminui¢do do pH; Estas observagdes contratiam a
hipétese de uma acgiio do ido Ca’* sobre a bomba de H™. Antes parece verificar-se que o
efeito desse ido sobre a Ccc se efectua através da modulagio da concentragao intracelular de
H*. Assim sendo, era necessitio esclarecer se o efeito do Ca’" no pH se efectuaria via a
modulacio da produgio intracelular de H" (por alteragio da actividade de enzimas como
anidrase carbénica) ou por modulagio do fluxo de particula dcidas ou bésicas da célula

através dos transportadores membranares (que ndo a V-ATPase).

Se o aumento de calcio estimular o trocador Na'/H", essa estimulagio levaria a uma
diminuicio da concentragdo intracelular de protdes e consequente a um aumento do pH;
Esta hipétese est de acordo com os resultados obtidos por nés acerca do efeito do cilcio no

pH intracelular.

O efeito no trocador nio deveri ser mediado indirectamente por um efeito no potencial
de membrana pois um aumento do Ca®" intracelular leva a uma despolarizagao celular que,
por sua vez faria, diminuir a forca electromotriz do sédio. Em consequéncia, a taxa de
transporte através do trocador diminuiria o que levaria a uma diminui¢ao do pH;. Mais uma

vez nio é o que se verifica nos nossos resultados.
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Nas expetiéncias em que tentimos esclarecer a dependéncia do efeito do Amiloride e do
efeito do calcio intracelular no pH,, os resultados parecem indicar que os dois efeitos sio
independentes. A ligeira diminuicdo do pH; verificada apds a remogao do cilcio externo e o
aumento do pH; verificado ap6s a sua reintroducao na presenca do amiloride (Figura 28) s6
poderia ter acontecido se o efeito do cilcio e o efeito do amiloride no pH; fossem
independentes. Os resultados apresentados na Figura 29 ndo permitem esclarecer mais esta
situagdo, uma vez que a nao alteracdo do pH; quando se adiciona célcio a0 meio externo na
presenca de amiloride pode significar que os dois efeitos no pH, sdo independentes, de igual
amplitude e de sinal contrario ou, pelo contririo, que os dois efeitos sao dependentes, sendo

- o efeito do cilcio sobteponivel ao efeito do amiloride.

O efeito do aumento da [Ca*"], no pH, pode ainda ser devido a uma alteragio da

(o]

permeabilidade da membrana em geral, a qual é controlada pela concentragio extracelular
daquele ido. Um aumento da [Ca®'] no compartimento extracelular provoca uma diminui¢io
da permeébﬂidade em geral impedindo a entrada de Na® (Guyton e Hall, 2000). A
diminuigio da [Na']; conduziri a uma diminuigéo do ricio [Na");/[Na'], e a um aumento do
transporte de protdes via trocador Na*/H". A diminui¢do da [Na']; aumentara a extrosio de

protdes e levara a um aumento de pH,. Este efeito indirecto do calcio extracelular no pH

intracelular estd de acordo com os resultados por nés obtidos (Figura 27).

No entanto, os resultados parecem indicar que o efeito da variacio da [Ca®'] extracelular
no pH; resulta, pelo menos em patte, de um efeito no trocador Na*/H", podendo esse ser

exercido directa ou indirectamente.

Resta ainda discutit o efeito do calcio na produgio intracelular de protdes. Neste
epitélio, as alteragdes induzidas nas taxas de secre¢do de base (para o lado da hemolinfa) e de
acido (para o lado da concha) pelo Diamox, um inibidor da anidrase carbonica, sio muito
semelhantes as alteracdes observadas na Ccc (Machado e col., 1990). A Ccc ¢ ainda sensivel a
concentragio de CO,, bicarbonato ou protdes na solugido que banha o lado apical do epitélio
(Machado e col., 1990). Estes dados apontam para que, pelo menos em parte, o transporte

de HCO; ¢ depende do fornecimento as células deste ido através da hidratagio catalizada do

CO, (Coimbra e col., 1988).

Puscas e col. (Puscas e col., 2001) verificaram que a administragido de CaCl, a humanos,
provoca um aumento da [Ca’’] no sangue e uma estimulagio da actividade da anidrase
carbénica existente nas células da mucosa gastrica. O efeito do aumento da [Ca’']; no pH;

nio pode ser explicado, no entanto, por um aumento da actividade da enzima anidrase
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carbénica, pois essa estimulagdo levaria a um aumento da producio de protdes € a uma

diminui¢io do pH,, o que nio se verifica.

Tal como nas células do EEM, ha outras células em que esta descrito que o aumento do
calcio intracelular acompanha o aumento de pH; (Johnson e Epel, 1976; Kyozuka e col.,
1997; Moser e col., 1996). Estao neste caso os odcitos do ourico do mar e da ostra em que,
na altura da fertilizacao se verifica um aumento do calcio que é acompanhado por um
. aumento do pH intracelular (Johnson e Epel, 1976; Kyozuka e col.,, 1997). Segundo Jonhson
e col. (1976) este aumento do pH, € produzido pela activagio do antiporte Na*/H". Moser e
col. (1996) ao estudarem o efeito da concentracdo de calcio extracelular nos transportadores
de iGes envolvidos na regulagdo do pH,, verificaram também uma diminuigio do seu valor
quando retiravam o calcio da solugdo extracelular em neurdnios de crusticeos e um aumento

do pH, na situagio inversa - aumento de célcio extracelular.

Noutras células, o aumento da [Ca*"]; leva a uma diminuicio do pH,. Este efeito esta
desctito por exemplo em osteoblastos (Green e Kleeman, 1992) ou em células isoladas do
tdbulo proximal de coelho (Yamada e col,, 1996). Em ambos os tipos de células o aumento

de [Ca®); inibe o trocador Na"/H".
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Introducgio

O EEM de Anodonta cygnea gera uma corrente sob condigdes de curto-circuito (Cec) que,
quando expressa em termos de fluxo i6nico, tem uma magnitude igual a do fluxo de ides
bicatbonato através da membrana basolateral e 4 do fluxo de protdes através da membrana

apical daquele epitélio (Machado e col., 1990).

Segundo Machado e col. (1990), o fluxo de protdes responsavel pela Ccc gerada, deve-se
a operagio de uma bomba electrogénica de protdes localizada na membrana apical das
células do EEM. Estes dados foram confitmados em Unio complanatus (Hudson, 1993). A
evidéncia directa da presenca da V-ATPase na membrana apical foi obtida por Rebelo da
Costa e col. em 1999. Estes autores estudatam o efeito dos inibidores especificos das V-
ATPases, Bafilomicina A, e Concanamicina A, na Ccc do EEM e verificaram que, quando
colocados do lado da concha, inibem ripida e quase completamente a Ccc gerada pelo EEM.
Estas observa¢des apontaram para um efeito directo dos inibidores na bomba de protdes

localizada na membrana apical (concha) (Rebelo da Costa e col., 1999b).

As V-ATPases estdo quase sempre em contacto com um compartimento fechado como,
por exemplo, as lacunas de reabsorgio dos osteoclastos (Blair, 1998; Nelson, 1992) ou 2
cavidade interna dos vactolos (Bowman e col, 1989; Bowman e Bowman, 1982).
Transportam protdes para esses compartimentos e por esse motivo desempenham um papel

importante na determinacio do seu pH (Harvey, 1992b; Nelson, 1992).

A semelhanca de outras V-ATPases , a que existe na membrana apical das células do
’ EEM'(Rebelo da Costa e col., 1999b) também estd em contacto com um espago limitado, a
cavidade extrapaleal, que contém o liquido extrapaleal (LEP). A accdo desta V-ATPase
desempenha um papel importante nos processos de formagio e reabsor¢io da concha uma

vez transporta protoes para a cavidade extrapaleal.

De um ponto de vista estritamente quimico, a formagio ou reabsorgio de cristais de

carbonato de cilcio (principal componente inorginico da concha) implica um deslocamento

da reacgio global:
HCO:*_(aq) + Ca2+ (aq) > CaC03(aq) + H+(aq)
(LEP) (LEP) (Concha) (LEP)
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para a direita ou para a esquerda, como resultado de alteracdes da concentragio de HCO,,
Ca®" e H' no liquido extrapaleal e/ou da ac¢io dos mecanismos de nuclea¢io dependentes
da matriz orginica. A concentragio de protdes pode determinar o sentido das trocas de

calcio entre o LEP e a concha (Coimbra e col., 1993; Coimbra e col., 1988).

O EEM possui assim particular relevincia, uma vez que pode constituir um sistema de
clei¢do para o estudo de uma ATPase tipo V, tio largamente difundida e consequentemente
de grande valor funcional. No contexto da biomineralizagio, o EEM é particularmente
interessante porque enquanto no osso os elementos celulares estio mergulhados na trama
Ossea e sdo portanto, inacessiveis a estudos electrofisiolégicos, o EEM é uma estrutura

separada que pode ser estudada isoladamente.

Este trabalho visa a caracteriza¢do bioquimica da V-ATPase presente no EEM de

Anodonta cygnea.

96



“Caracterigagdo Bioguimica da V-ATPase do EEM

Material e Métodos

Isolamento e homogeneizagio do EEM

Utilizaram-se neste trabalho exemplares de .Anodonta cygnea colhidos e mantido em
laboratério como descrito no capitulo 3. O isolamento do EEM foi também realizado de

acordo com a descrigio feita no mesmo capitulo.

O EEM previamente isolado foi cortado com o auxilio de uma tesoura e processado
segundo as diferentes necessidades experimentais: montagem em cimaras de Ussing ou

homogeneizado para determinagdo da actividade enzimatica.

O epitélio foi lavado numa solugio contendo 250 mM Sacarose, 5 mM HEPES, pH 7,4
(com HCl 1M) e em seguida homogeneizado na mesma solugio (8% peso/volume). A
homogeneizagio foi realizada com homogeneizador (Heindoiph 50117), utilizando um pistdo
de Teflon (30 vezes; 1000 rpm), e o Homogenato foi filtrado através de uma gaze. As

amostras, quando nio utilizadas imediatamente, foram congeladas e mantidas a -70°C.
Actividade enzimdtica

A Soludo de Incubagdo utilizada para determinar a actividade enzimatica continha MgSO,
(6 mM), HEPES (50 mM, pH 7,4), Na,SO, (200 mM), ortovanadato de sédio (0,5 mM),
azida de sédio (0,5 mM) e Na,ATP (3 mM), excepto quando indicado.

- Amostras de Homogenato filtrado (0,1 mL) foram incubadas em Solugao de Incubagio
(1mL) durante 60 minutos a 23-25°C, na presen¢a ou na auséncia de inibidor especifico das

V-ATPases. A reacgdo foi parada pela adigdo de 1 mL de TCA 3%.

Para as leituras espectrofotométricas, os brancos foram preparados de modo idéntico ao

descrito para os ensaios enzimaticos. A amostra de tecido foi neste caso adicionada depois

da adi¢io de TCA.

A quantificagdo dos fosfatos (Pi) foi feita adicionando 2 mL de 1-butanol e 0,2 mL de

solucio de molibdato (contendo 5 g de molibdato de amoénio e 22 ml de H,SO,

‘concentrado, em 100 mL). Depois de agitada num vortex durante 15 segundos, a solugdo foi
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neutralizada com a adigio de 0,5 mL de solugio de citrato de sédio (200 g.I.", pH 7,0) e
~novamente agitada durante 15 segundos. A solugio foi entdo centrifugada durante 3 minutos
a 2000.g para separar a fase butandlica que continha a enzima e cuja absorvancia foi lida a
400 nm. As solugdes padrio de ortofosfato (0,1 a 2,0 pmoles/mL) foram preparadas e

tratadas da mesma forma que as amostras.

A actividade da V-ATPase foi calculada como sendo a frac¢io da actividade ATPésica
total sensivel ao inibidor especifico (Bafilomicina A; ou Concanamicina A) expressa em

umol Pi/mg proteina/hora.

Efeito do pH na actividade da 1-ATPase

Para estudar o efeito do pH na actividade da V-ATPase, o pH da Solugao de Incubagio foi
- ajustado a um valor desejado, usando tampdes adequados. Foram usados os seguintes
: tampoes: MES (50 mM) (pH 6), HEPES (50 mM) (pHs 7 a 8) e Tris base (50 mM) (pH 9,3).
O pH da solugio foi ajustado com HCl 1 mM ou NaOH 1 M.

Estimulacao com Succinato

O EEM foi isolado como descrito anteriormente. Para cada animal o EEM de uma das
valvas foi deixado durante 20 minutos numa solucio controlo arejada contendo (em mM):
Na® 19; K" 7; CI 17; HCO, 10; Mg2+ 0,5; Ca*" 1;SO.” 1; pH 7,4. O EEM da outra valva foi
deixado também o mesmo perfodo de tempo numa solugio de activagdo arejada contendo
(em mM): Na" 19; K' 7; Cl' 17; Succinato 10; Mg2+ 0,5; Ca>* 1;SO,” 1; pH 4,0.

No final deste periodo, cada amostra foi ou ndo mantida em solugdo controlo arejada,
durante 30 minutos, apds o que foi homogeneizada para determinagdo da actividade

ATPisica.

Determinagio do conteddo em proteinas totais.

O contetido em proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1970),

utilizando albumina sética bovina (ABS) como padrio.

98



Caracterizagido Bioguimica da V-ATPase do EEM

Experiéncias de voltagem controlada

Nas experiéncias de voltagem controlada utilizaram-se os dois epitélios externos do

manto de cada animal.

O EEM foi cuidadosamente dissecado (cerca de 4 cm’) e montado em cimaras de
Ussing com 2 cm de didmetro (irea 3,14 cm®), separando assim dois compartimentos
distintos. Cada um dos compartimentos comunicava com um eléctrodo de calomelanos e um
eléctrodo de prata. A continuidade eléctrica entre os dois lados da prepatacio e os eléctrodos
era estabelecida através de pontes de agar. Estas pontes eram constituidas por tubos de
polietileno cheios com Agar (Merck) 3% (p/v) em Solugdo Controlo com a seguinte composi¢io

(em mM): Na" 19; K" 7; CI 17; HCO, 10 Mg2+ 0,5; Ca*" 1; SO42’ 1.

As pontes de agar e os eléctrodos mergulhavam em recipientes ptoprios, contendo uma
solugao saturada de cloreto de potassio. Cada hemi-cimara de Ussing possuia ainda uma
chaminé para adi¢do de solugdes e arejamento da preparacio com carbogénio (5% CO, +

95% O,) e uma saida para a drenagem das solugdes.

Depois de montada a preparagio, a saida de uma das hemi-cimaras foi bloqueada com o
auxilio de uma pinga hemostatica. Esse lado foi entio cheio com Solugio Controlo de modo a
confirmar se a preparagao estava perfurada, o que, a acontecet, permitiria a comunicacio
entre as duas hemi-camaras. Seguidamente, enchendo e esvaziando cada lado da cimara,
lavou-se varias vezes a preparacao com Seolugdo Controls. Cada hemi-cAmara foi entio cheia
com 3 ml. de Solugdo Controlo. ligou-se o arejamento e foram estabelecidas as ligacdes

eléctricas. Com o auxilio de um multimetro, mediu-se o potencial em circuito aberto (Voc).

A preparagio foi curto-circuitada durante todo o tempo da expetiéncia, utilizando um
aparelho de controlo de voltagem de fabrico préprio. A cotrente de curto-circuito foi
registada num registador potenciométrico (Goerz, Servogor 400). A condutancia da
preparagio foi medida aplicando pulsos de voltagem transepiteliais de 10 mV durante 15
segundos, de minuto a minuto e registando os pulsos de corrente correspondentes. Os dados
foram adquiridos em continuo usando um sistema de aquisi¢io de dados (WorkBench PC) e

guardados no respectivo formato.

Apbs estabilizagio da corrente gerada pela preparacio durante pelo menos 30 minutos,

a Bafilomicina A, e a Concanamicina A foram adicionadas ao lado apical da preparacio.

99



Caracterizaedo Bioguimica da 1 -A1TPase do F2E:M

Resultados

Efeito da Bafilomicina A,e da Concanamicina A na Ccc do EEM: Curva dose-efeito.

Foi descrito por Rebelo da Costa et col. (1999b) que a Bafilomicina A, e a
Concanamicina A, quando postas em contacto com a membrana apical do EEM, ie. a

membrana virada para a concha, inibem a Ccc gerada por este epitélio.

Com o intuito de escolher um destes inibidores e a concentracao que petmite observar
uma inibicao maxima desta enzima, foi elaborado um protocolo que permitiu construir uma
curva dose-efeito para cada um dos inibidores (Figuras 30 e 31, respectivamente).

Neste conjunto de experiéncias, o EEM montado em camaras de Ussing e banhado dos
dois lados com So/ugdo Controlo, gerou uma diferenca de potencial espontanea de 20 £ 15 mV
e, quando circuitado, uma cortente (Ccc) positiva em direccio a concha de 20 + 7 pA/em’ e

uma condutincia de 1,1 £ 0.4 mS/cm” .
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Figura 30. Curva dose-efeito da Bafilomicina A na Cce. Para cada preparagio, os
valores absolutos de Ccc foram convertidos nas razdes (Cecpalor fracciondrioy) €ntre o
valor observado no final da experiéncia e o valor observado antes da adicao do

intbidor.
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Os resultados mostram o efeito de doses crescentes de Bafilomicina A, (Figura 30) e de

lado da concha este efeito foi estudado apenas desse lado.

Para obter 50% de inibicao foi necessario utilizar uma concentracio de Bafilomicina A,
de 0,17 uM e de Concanamicina A de 0,7 uM. Apesar de ser necessaria uma dose inferior de
Baflomicina A; do que de Concanamicina A para obter o mesmo efeito, decidiu-se usar

Concanamicina A por motivos economicos.
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Figura 31. Curva dose-efeito da Concanamicina A na Cec. Para cada preparacio
os valores absolutos de Cec foram convertidos nas razoes (Cccialor fracciondrioy) entre
o valor observado no final da experiéncia e o valor observado antes da adicao do

inibidor.

Caractetizagdo da actividade da V-ATPase

Resultados preliminares mostraram que a actividade da V-ATPase era muito baixa. Com
o intuito de aumentar a actividade utilizimos os seguintes métodos: estimulacio com
succinato de sodio (Machado e col., 1988b) e estimulagio com sulfito de sédio (Dschida e

Bowman, 1995).
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Estimulagio com succinato

A pré-incubacao do EEM, durante 20 minutos, numa solucao contendo succinato de
sodio 10 mM (pH 4) nao originou um aumento da actividade da V-ATPase (Figura 32). Por
seu lado, a pré-incubacio durante 30 minutos levou a um aumento (1,3 vezes) da actividade

relativa da V-A'TPase.
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Figura 32. Efeito da pré-incubacao com succinato de sédio na actividade da V-
ATPase. Um dos dois EEM do mesmo animal for mantido durante 20 minutos
em Solucao Controlo arejada (M ¢ M); o outro EIEM do mesmo animal foi
mantido durante 20 minutos numa solucio arejada contendo 10 mM de
succinato de sodio, pH 4,0 (- ¢ M), No fim desta incubacio, os epitélios foram
(M ¢ M) oundo (M ¢ ) mantidos por mais 30 minutos em solugio controlo
arcjada. As amostras de homogenato foram incubadas com ou sem
Concanamicina A 10 uM. Os resultados (£EPM) estio apresentados como a
razao entre a actividade ATP4sica inibida na presenca de Concanamicina A para
cada situacdo ¢ a actividade ATPasica inibida na presenca de Concanamicina A
para cada situacao controlo(#@). V-ATPase Actmw= 5,021,1 pmol Pi/mg

proteina/hora (n=3).
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Estimulacdo com ido sulfito

O 1ao sulfito, bem como outros agentes anti-oxidantes, previnem a petrda de actividade
das V-ATPases (Dschida e Bowman, 1995). Nas nossas experiéncias utilizimos uma gama de
concentragao de 1ao sulfito, cujo efeito pronunciado na actividade da enzima pode ser
observado na Figura 33. Nas nossas condi¢des experimentais, a concentracio Optima de
sulfito de sodio foi de 200 mM. Com esta concentracio, a actividade da V-ATPase

aumentou cerca de 20 vezes.
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Figura 33. Efeito da incubacao com sulfito de sédio na actividade da V-ATPase.
As amostras de homogenato foram incubadas com ou sem Concanamicina A 10
M. Os resultados (XEPM) estio apresentados como a razao entre a actividade
ATPastca intbida na presen¢a de Concanamicina A para cada situacio e a
actividade V-ATPasica maxima registada nestes ensaios. V-ATPase AcCtuma=

4,9+0,8 umol Pi/mg proteina/hora (n=5).

Curva dose-eferto da Bafilomicina A, e Concanamicina A

Na Figura 34 estio representadas as curvas dose-efeito dos inibidores Bafilomicina A, e
da Concanamicina A na actividade da V-ATPase. Para ambos os inibidores a inibicio
maxima foi obtida com a concentragao de 10 pM. Para obter 50% de inibicio maxima foram
necessirias 14 nmolmg proteina de Bafilomicina A, ou 8 nmolmg'proteina de

Concanamicina A.
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Inibigao Relativa

0 0,001 0,01 0,1 1 10
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Figura 34. Curva dose-efeito da Bafilomicina Ay (wem) € Concanamicing A (m)
na actividade da V-ATPase. As amostras de homogenato foram mncubadas com
diferentes concentracoes de inibidor. Os resultados sao apresentados como a
razao entre a actividade V-ATPasica inibida para cada situacao e a acuvidade V-
ATPasica maxima registada nestes ensalos. Considerou-se que para ambos os
mnibidores a actividade maxima fol obtida para a concentracio de 10 pM. V-
ATPase Actma (Concanamicina A)= 4,4+1,0 umol Pi/mg proteina/hora (n=5);

V-ATPase Actme (Bafilomicina Aj)= 5,0£1,1 umol Pi/mg proteina/hora (n=3).

Efeito da temperatura, do ATP ¢ do pHH

O efeito da temperatura na actividade da V-ATPase foi estudado para uma gama de
temperatura entre 10 e 37 °C. O valor mais alto de actividade foi observado a 27°C (Figura
35 A). Para temperaturas superiores a 40°C, a actividade da V-A'lTPase ndo fotr mensuravel
(resultados nao apresentados).

O efetto da concentracaio de ATP na actividade da V-ATPase foi também estudado.
Como se pode observar na Figura 35 B, a actividade maxima fo1 obtida para concentracoes
de ATP entre 4,5-6,0 uM. Concentracoes superiores de ATP otiginaram inibi¢ao da
actividade.

O efeito do pH na actividade da V-A'IPase fol ensaiado para valores de pH entre 6,0 e
9,3, usando solugcoes HEPES/Tris/MES. Na Figura 35 C pode ver-se que a hidrdlise de

ATP € mais rapida no intervalo de pH 7,0-7,3, diminuindo para valores mais altos de pH.
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Figura 35. Efeito da temperatura (A), concentracio de ATP (B) e pH (C) na actividade da
V-ATPase. As amostras de homogenato foram incubadas com ou sem Concanamicina A
10 uM. Os resultados (XEPM) estdo apresentados como a razao entre a actividade
ATPasica inibida na presenga de Concanamicina A para cada situacao e a actividade V-
ATPasica maxima registada nestes ensaios. V-ATPase Actmax(A)= 4,712 pmol Pi/mg
proteina/hora (n=5); V-ATPase Actmax(B)= 4,511,0 pumol Pi/mg proteina/hora (n=5); V-

ATPase Actmax(C)= 4,2%1,1 pmol Pi/mg proteina/hora (n=5).
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Eferto de inibidores especificos e nao-especificos

O 120 nitrato esta descrito como inibidor especifico das ATPases tipo V (Dschida &
Bowman, 1995; Bowman et col. 1989), apesar do seu mecanismo de accio niao ser
claramente conhecido. Os resultados obtidos (Figura 36), mostram uma diminuicio linear na

actividade ATPasica com o aumento da concentracio de nitrato entre 0-500 mM.

Actividade Relativa

02

0 100 200 300 400 500
[NaNO,] (mM)

Figura 36. Efeito do nitrato de sédio na actividade ATPasica. As amostras de
homogenato foram incubadas sem a presenca de sulfito de soédio. Os resultados
(ZEPM) estdo apresentados como a razdo entre a actividade ATPasica inibida na
presenca de nitrato de sédio para cada situacio e a actividade ATPasica méaxima
registada nestes ensaios. ATPase Actm= 9,941,1 umol Pi/mg proteina/hora

(n=5).

Na Figura 37 é apresentado o efeito de outros inibidores na actividade da V-ATPase.

A Bafilomicina A1 (10 pM) e a Concanamicina A (10 uM) tiveram quase 0 mesmo

efeito na actividade da V-ATPase, intbindo respectivamente 50 e 40% da actvidade total.

O NEM (100 pM) nao provocou efeito na actividade da V-ATPase. Foram ainda
ensaiadas concentracoes superiores do mibidor (500 e 1000 pM) que também nao inibiram a

actividade da V-ATPase (resultados nao apresentados).

O DCCD (100 uM) provocou uma inibicao da actividade da ATPase total de 80%, na

presenca e na auséncia Concanamicina A. A fraccdo de actividade inibida pelo DCCD ¢é
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significativamente mais elevada do que a inibida na presenca dos inibidores especificos de V-

ATPases.
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Bafilomicina 10 pM — + - — — - _
Concanamicina 10 pM - - + - + - +
NEM 100 pM - - - + + _ -
DCCD 100 uM - - - - - + +

Figura 37. Efeito de diferentes inibidores (Concanamicina A 10 uM, Bafilomicina
A110 uM, DCCD 100 uM e NEM 100 uM) na actividade ATPasica. As amostras
de homogenato foram incubadas com (+) ou sem inibidores (-). Os resultados
(XEPM) estio apresentados como a razio entre a actividade ATPasica registada
na presenca dos inibidores para cada situacio e a actividade ATPasica na situagao

controlo (M) Actim= 9,5£8,0 umol Pi/mg proteina/hota (n=0).
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Discussio

A presenca de uma bomba de protoes electrogénica na membrana apical do EEM, foi
pela primeira vez sugerida por Coimbra et col. (1988), embora nenhuma evidéncia directa
fosse entao apresentada. Em 1999, Rebelo da Costa e col. estudaram o efeito da Bafilomicina
A, e da Concanamicina A na Ccc deste epitélio. Estes inibidores especificos das V-ATPases
induziram a mnibicao completa e irreversivel da Ccc, apenas quando adicionados do lado
apical (concha), facto que esta de acordo com a presenca de uma V-ATPase na batreira
apical. A Ccc reflecte a operagio de uma bomba de protdes: é devida ao transporte de H' no

sentido da concha e numericamente equivalente ao transporte de bicatbonato no sentido da

hemolinfa (Machado e col., 1990).

Uma primeira tentativa de medir a actividade da V-ATPase no homogenato nio foi
bem sucedida, uma vez que era inferior ao limite de deteccdo da técnica utilizada. Por esse
motvo, procurou-se estimular a actividade da enzima, quer incubando o homogenato com

succinato de sodio, quer com sulfito de sédio.

A estimulagao da Ccc com succinato de sédio foi descrita por Machado e col. em 1988.
Estes autores demonstraram que a pré-incubacao do EEM de Anodonta cygnea, numa solucio
a pH 4 contendo este composto, induzia a estimula¢do da Ccc até cerca de 10 vezes o valor
inicial. Hudson (1993) verificou o mesmo efeito em Unio complanatus. Em concordancia com
estes resultados, a actividade da V-ATPase presente no homogeneizado do EEM, apresenta

um aumento de 1,3 vezes quando previamente incubado com succinato de sédio.

O segundo método (estimulacao com sulfito de sédio) foi utilizado tendo em conta a
interacgao do 130 sulfito com residuos de cisteina presentes no dominio V, da enzima. Esta
interacgao, prevenindo a formacao de pontes dissulfureto entre unidades desse dominio, que
poderia levar a inactivagio da V-ATPase (Dschida e Bowman, 1995). Com a adicio de
sulfito de sédio (200 mM) ao meio de incubacio foi possivel observar um aumento de cetca
de 20 vezes na actividade da enzima. Este efeito permite-nos supor que as V-ATPases
presentes no homogenato se encontram num estado inactivo, provavelmente por formacio
de uma ponte dissulfureto entre os residuos de cisteina do dominio V,, sendo este efeito
revertido devido ao forte poder redutor do ido sulfito. Este método foi utilizado neste

trabalho, dado a sua simplicidade e eficacia na estimulagao.
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Com o intuito de decidir qual o inibidot especifico que deverfamos utilizar para
caracterizar esta V-ATPase, testimos o efeito de uma gama de concentragdes de
Bafilomicina A, e de Concanamicina A, na Ccc. Apesar da dose necessiria para produzit o
efeito semi-méaximo (IC,) da Bafilomicina A, set ligeiramente inferior, optimos, por motivos
econémicos, pela Concanamicina A. Relativamente 4 Bafilomicina A,, a dose encontrada
para inibir eficazmente a V_ATPase é da ordem dos micromolar. Uma dose semelhante a
esta foi utilizada por Klein e col. (Klein e col., 1997), para inibir a V-ATPase na pele da ra.
Esta dose, no entanto, é supetior 2 utilizada para o mesmo efeito por Hudson (1993) em
Unio complanatus. Esta descrito que para concentragdes da ordem micromolar, este composto
pode inibir simultaneamente P-ATPases e V-ATPases (Drose e Altendotf, 1997). Tendo em
conta que uma P-ATPase (Na'/K'-ATPase) esti presente na membrana basolateral do
EEM (Rebelo da Costa e col., 1999a), estudou-se o efeito da Bafilomicina A; (10 uM) na Ccc
do EEM, do lado da hemolinfa (basolateral) durante duas horas e nio se verificou qualquer
inibicio da Ccc. O tempo escolhido é o necessario para inibir 2 Ccc com ubaina (1 mM)

(Rebelo da Costa e col., 1999a).

Os valores de IC,, da Bafilomicina A, e Concanamicina A, descritos para uma grande
variedade de células, em que se mediu a actividade da V-ATPase, situam-se entre 0,043 e 20
nmol.mg. proteina’ (Drose e Altendorf, 1997). No presente trabalho, a IC,, para a
Bafilomicina A (14 nmol.mg.proteina™) e para a Concanamicina A (8 nmol.mg.proteina’)

encontram-se dentro do intetvalo referido.

Neste trabalho, estudou-se ainda o efeito do ido nitrato, NEM, DCCD, Bafilomicina Al

e Concanamicina A, na actividade da V-ATPase.

O ido nitrato parece nio provocar uma inibi¢o especifica da actividade V-ATPisica do
homogenato. Na concentragio de 100 mM (Dschida e Bowman, 1995), inibe apenas 17% da
actividade ATPisica total do homogenato. A nio inclusio de ido sulfito no meio de
incubacio nas experiéncias em que se estudou o efeito do ido nitrato pode estar na origem da
baixa percentagem de inibi¢do, uma vez que a actividade V-ATPésica medida sem a presenga
do iio sulfito era extremamente baixa. A utilizagio conjunta dos dois compostos nao setia
adequada nestas experiéncias uma vez que os dois ides partilham o mesmo mecanismo de
acciio, embora com efeitos antagénicos. O ido nitrato ¢ um composto oxidante que actua
favorecendo a formagcio da ponte dissulfureto no dominio V. A inibicdo verificada para
doses clevadas de iio nitrato poderd dever-se a um efeito deste ido sobre outras enzimas

celulares envolvidas na hidrélise do ATP e nio sobre a V-ATPase.
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Quer o DCCD (100 uM) quer o NEM (100 uM) inibem substancialmente a Ccc do
EEM (Rebelo da Costa e col., 1999b). No presente trabalho a actividade da V-ATPase s6 foi
inibida pelo DCCD (80%). Este composto parece no entanto inibir a actividade ATPasica de
uma forma nio-especifica, visto que inibe uma frac¢do da ATPase total bastante mais
elevada do que a inibida com os inibidores especificos das V-ATPases. Segundo varios
autores o DCCD inibe todos os tipos de ATPases membranares (Arai e col,, 1987; Pedersen
e Carafoli, 1987). Neste trabalho, este facto ndo deve ser tido em conta para a nio-
especificidade observada, uma vez que rotineiramente se adicionou ao meio de incubagio

inibidores especificos das P e F-ATPases (azida e ortovanadato de s6dio).

A razio do NEM nio ter aparentemente inibido a actividade da V-ATPase, pode dever-
se a presenca de sulfito de sédio na solugio de incubacdo. Feng (1994) descreveu que a
cisteina e 0 NEM se ligam a residuos de cisteina presentes numa subunidade do dominio V;,
e que, pela adigio de DTT (agente oxidante), a inibicio da cisteina pode ser revertida, pela
manutencio do residuo de cisteina reduzido. O mesmo mecanismo pode ser partilhado pelo

3o sulfito, e portanto, prevenir a inibigao da enzima pelo NEM.

Neste trabalho foram ainda estudados os inibidores especificos das V-ATPases,

Bafilomicina A, (10 uM) e Concanamicina A (10 uM). Ambos os compostos tiveram um

efeito muito semelhante na inibicio da actividade da V-ATPase, inibindo entre 40 a 50% da
actividade ATPisica total.
Em conclusio a actividade da V-ATPase do EEM foi méxima 2 um pH situado entre 7

e 7,3, 2 temperatura de 27°C e na presenca de 4,5-6 mM de ATP. Com estes parimetros
optimizados, a actividade da V-ATPase do homogeneizado do EEM ¢ de 4,6+1,1

umolPi/mg proteina/hora (n=20).
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Introdugio

O desenho de modelos matematicos de sistemas biologicos compreende varias fases.

A primeira ¢ a identificaciao dos componentes do modelo, que sio de varios tipos:

1. varidveis - sio quantidades que exprimem o funcionamento do sistema. Podem ser

manipulaveis externamente (caso das concentracoes ionicas), também chamadas
variaveis extrinsecas, ou produzidas pelo modelo (caso da corrente de curto-
circuito), chamadas de wvariavels intrinsecas. Neste dlimo caso, o seu valor

mnstantineo ¢ determinado pelo estado funcional do sistema.

sistemas - (transportadores, enzimas, canais) que produzem ou controlam o
movimento de substancias entre compartimentos.
0s processos - sao as descricoes cinéticas da sintese ou dos movimentos de

" . . 1
substancias entre compartlmentos .

A escolha dos componentes deve obedecer a um principio de economia. E necessatio

especificar previamente os objectivos das simulacoes a fim de definir quais as variaveis

intrinsecas que o modelo deve calcular. No caso presente, pretende-se calcular os fluxos

16nicos atraveés das barreiras do EEM, assim como as concentragdes ionicas no

compartimento intracelular e o volume deste compartimento.

A segunda fase ¢ a escolha do tipo geral de sistema a simular. Na pratica consideram-se

dois grandes grupos de sistemas:

1

de parimetros concentrados - neste caso, considera-se que os componentes se
distribuem  descontinuamente por compartimentos (compattimentos extra e
intracelular, no caso presente), geralmente em nimero reduzido. Considera-se que,
em cada compartimento (por exemplo, o espaco extracelular), cada variavel tem um

valor instantaneo unico em todo o compartimento — compartimento homogéneo.

de parimetros distribuidos - quando o valor instantaneo das varidveis varia
continuamente no espago, dentro de um mesmo compartimento. O tubulo renal é
um exemplo. Em estado estacionario, a concentracao de sédio na urina tubular varia

a0 longo do wibulo.

' As descrigbes cinéticas $do relagdes matematicas que incluem trés tipos de elementos variaveis: /- variaveis (descritas acima); /-
operadores do calculo (+, -, -, x, efc.); ///- pardmetros (grandezas constantes das relagdes matematicas). Numa relagdo linear do tipo
Y=at+ b.X Xe ¥slo variaveis. + ¢ . sdo operadores e a ¢ b sdo parametros.
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A Figura 38 descreve o modelo aqui idealizado. No modelo existem 21 “quantidades”
que representam a quantidade total de 1ao cloro, bicarbonato, sédio, potassio, hidrogeniio,
acidos nao volatets 1onizados e anidrido carbonico nos 3 compartimentos considerados:
Hemolinfa (HEM), Citosol (IC) e Liquido Extrapaleal (LEP). Estao ainda representados os
sistema de transporte membranares, assim como os fluxos 16nicos associados a cada um
desses transportadores. A direccao das setas representa o sentido do transporte de cada i3o,
associado a um determinado transportador membranar, quando o fluxo desse transportador

¢ positivo. As “quantidades” sao representadas sem dimensoes.

A tercetra fase do modelo ¢ a escolha do tipo geral de simulacdes, conforme se
pretendem simular situacGes estacionarias ou situacoes dinamicas (transitorios). Até muito
recentemente, a maioria esmagadora dos modelos era do primeiro tipo, simula¢oes que sio
indistinguiveis do simples assentamento de curvas, a menos que resultem da formulacao de

relagdes que exprimam processos moleculares fundamentais.

O modelo aqui apresentado fo1 resolvido utilizando o “software” de aplicacdo Berkeley

Madonna (www.berkeleymadonna.com), generosamente cedido pelo Prof. Robert Macey.

Figura 38. Diagrama de Blocos do Modelo. Linhas: (wm) fluxos através de translocadores
membranates; (wm) fluxos através de canals membranares; (we) ¢ (wm) fluxos através de bombas
membranares; (=) fluxos devido a0 metabolismo celular; (wa) fluxos difusionais simples; (mm) fluxo
resultantes da accdo da Anidrase carbénica (A); Linhas a ponteado: intercessao de fluxos do mesmo
tipo; Setas: direcgao dos fluxos nas equagdes do modelo; Rectangulos arredondados: “quantdades™;
Rectangulos: canais membranares; Ovais:  translocadores membranares; circulos:  bombas

membranares (@ bomba de protoes, @ bomba de Na-/K-).
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Descrig¢do do Modelo

Geometria

O modelo consiste em dois compartimentos aquosos semi-infinitos e bem agitados
(hemolinfa e compartimento extrapaleal) e um compartimento aquoso celular bem agitado.
Considerou-se que este compartimento é equivalente a um sincicio que engloba todas as
células do epitélio e tem a geometria de uma fatia de citoplasma de 15 um de espessura,
separada da hemolinfa e do compartimento extrapaleal por barreiras impermedveis onde ha

canais, transportadores e bombas que se descreverio abaixo.

Compartimentos extracelulares

Assumiu-se que os fluidos extracelulares (Liquido Extrapaleal ¢ Hemolinfa) tinham uma
composi¢ao idéntica e eram compostos apenas por ides sodio, potissio, cloro, cilcio,
magnésio, protoes, hidroxilides, bicarbonato, anidrido carbdnico e acidos nio volateis

ionizados (com valéncia -1). As concentragdes destes ides estao descritas na Tabela 3.

Valores Unidades

Criemolinfa/LEP CHid_Hem/Ep a 39811 e'lt mol.cm
COxid_Hem/Ep 7,862 e'lv mol.cm
CK_Hem/Ep 7,0 et mol.cm?3
CCa_Hem/Ep 1,0 e mol.cm™?
CMg_Hem/Ep 0,5 et mol.cm?
CNa_Hem/Ep c 18,0 -6 mol.cm-3
CCl_Hem/Ep 17,0 e¢ mol.cm?
CAnCarb_Hem/Ep 0,8913 e¢ mol.cm™
CBic_Hem/Ep 10,0 et mol.cm??
CAcNv_Hem/Ep 10e® mol.cm™

Tabela 3. Valores de concentragao das espécies idnicas presentes nos
fluidos extracelulares (hemolinfa, Hem; liquido extrapaleal, Ep)
*CHid_Hem/Ep= 10 e(-pH_Hem/Ep)

b COxid_ Hem/ Ep = Kw/CHid_Hem

¢ CNa_Hem=CBic_Hem+CCl_Hem+CAcNv_Hem-CK_Hem-2.CCa_Hem-2.CMg_Hem
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As bases fixas ionizadas resultam da producio metabolica de acidos ndo voliteis,

fosférico, sulfiirico, e dcidos produzidos pelo metabolismo intermediario.

Compartimento intracelular

Assumiu-se que o fluido intracelular era composto apenas por iGes sddio, potissio,
cloro, calcio, magnésio, bicarbonato, protdes, hidroxilides, acidos nio voliteis ionizados
(com valéncia -1), anidrido carbénico e proteinas. As concentragoes dos ides estao descritas

na Tabela 4.

Valores Unidades

Ciatracelular CHid_C0 c 1,585 10 mol.cm?
COxid_C0 2 1,975 10 mol.cm™
CK_C0O 40,0 ¢t mol.cm™
CCa_CO 2,0et0 mol.cm3
CMg_CO 0,5e¢ mol.cm™
CNa_C0 2,0e¢ mol.cm™
CCL_CO 32¢ef mol.cm?
CAnCarb_C0 0,897 et mol.cm™
CBic_C0 20et mol.cm?
CAcNv_C0 1,0 et mol.cm?
CProt_eq0 b 2,83 ¢3 mol.cm™?

Tabela 4. Valores de concentragio das espécies i6nicas presentes 10
fluido intracelular no estado estacionatio

2 COxid_C0 = KW/CHid_C0

b CProt_eq0=CNa_C0+CK_C0+ CHid_CO - CBic_C0-CCI_C0- COxid_C0-CAcNv_C0

" <CHid_C0= 10 ¢(-pH_CO)

Enquanto que as concentragSes i6nicas nos compartimentos extracelulares foram
medidas directamente, as concentragdes intracelulares resultaram de uma analise prévia das

condicdes que tornavam vidvel uma situagao estacionaria, satisfazendo um certo nimero de

dados experimentais.
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Se admitirmos que:

1. o potencial intracelular é de cerca de 40 mV, citoplasma negativo, e é determinado,

como acontece em geral para as células animais, pela soma ponderada dos potenciais de

difusdo dos iGes presentes em maior concentragio, pata os quais as membranas sio

permeaveis;

2. as concentragdes nos compartimentos externos sio as da tabela;
entdo, para um potencial de membrana de 40 mV, os cocientes dos iGes dominantes,
CK_C/CK_Ep(Hem) e CCL_C/CCIl_Ep(Hem), terdo de ser maiores que

' exp[ . F.V/(RT)] =4,8.

Escolheram-se concentragdes intracelulares de 40 ¢ 3,2 mM para K' e CI,
respectivamente. Hsta escolha foi determinada em simulages do estado estacionitio que
satisfizeram, por um lado, o potencial de membrana e, por outro, a condigio de todos os

parametros do modelo (permeabilidades, afinidades, taxas miximas, etc.) serem positivos.

A contribui¢io do Na* para o potencial de membrana parece ser pequena. E de esperar
que, como consequéncia da operagio da bomba de sédio, contribua para o potencial de
membrana com um potencial de Nernst positivo.

A concentragdo intracelular de bicarbonato é determinada, por um lado, pelo balango
entre a produgdo de anidrido carboénico e a sua difusdo para o exterior da célula e, por outro,
pela velocidade a que é hidratado pela anidrase carbdénica. Dada a permeabilidade
elevadissima das membranas bioldgicas a anidrido carbénico, ndo é de prever que exista um
gradiente aprecidvel das concentragdes deste gis entre os compartimentos intracelular e
extracelulares. A concentragdo de anidrido carbénico intracelular usada no estado de
referéncia foi cerca de 1% mais elevada que a concentragio externa. Para um pH externo de
7,4 e uma concentra¢ido de bicarbonato de 10 mM, a concentracio extracelular de CO, é
cerca de 0,9 mM. A concentragio intracelular de CO, e o pH intracelular de 6,8 permitem
estimar uma concentragio intracelular de equilibrio de bicarbonato de 2,5 mM. Para manter
uma produgio continua de bicarbonato admitiu-se que a sua concentragao estava abaixo do
seu valor de equilibrio (2 mM). A menos que se encarem valores muito diferentes destes, a
sua escolha nio afectard grandemente o comportamento do modelo.

A quantidade total de proteinas na célula foi considerada fixa e é dada pela principio da
isotonicidade dos fluidos (Cos#, cetuar= COMepracelutar)- LOT 1880,

- Cprot_mol=Cosm0- CNa_C0 -CK_C0 - CHid_C0 - CBic_C0-CC/_CO- COxid_C0-CAeNv_CO.

A quantidade de proteinas ionizadas na célula, no estado estaciondrio, ¢ dada pela

equagio de electroneutralidade,
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CProt_eq0=CNa_C0+CK_C0+ CHid_C0 - CBic_C0-CC/_CO- COxid_C0-CAcNz_CO0.

Admitimos que a ionizacdo das proteinas intracelulares em fungao do pH tinha um
comportamento idéntico ao descrito por Van Slyke e col. (1928) para as proteinas
plasmaticas, ou seja, da forma

Pr=A. (pH-pK,)
em que o pK,, tem um valor aproximado de 6,75. Para evitar descontinuidades para valores
altos e baixos de pH utilizou-se a funcao:
JpH= BA1 + Tanb[c. (pH - pK,,)]}

que fol ajustada de modo que, para pHs em torno de pK,, se sobrepunha a funcao Pr,

o4

acima descrita. Para valores de pH em torno de pK,;:

JpH =B.[T + ¢. (pH - pK},)]
uma expressao linear faciimente transformavel na expressio de Van Slyke e col. (1928).
Os valores escolhidos das concentracdes intracelulares de bases fixas foram
arbitrariamente de 1 mM. A utilizagio do modelo se encarregara de fornecer ajustamentos

para os valores escolhidos.

Sistemas de transporte

Enquanto nio dispusermos de sondas mais especificas para a identificagio de sistemas
de transporte teremos de recorrer a métodos mais grosseiros. No caso presente, utilizou-se a

combinacio de trés critérios:

- a utiliza¢ao de inibidores especificos do transporte como indicadores da presenca de

um transportador;
- a detecgdo de uma variagao na corrente de curto-circuito como indicacio de um efeito;

- o lado do epitélio em que o mibidor fez efeito como indicador da batreira onde o

transportador esta localizado.

Com estes trés critérios, foram identificados os seguintes sistemas de transporte, que

estdo ilustrados na Figura 39.
Consideraram-se os seguintes sistemas de transporte:
1. H'-ATPase tipo I/ (membrana apical) (Rebelo da Costa e col., 1999b)
2. Bomba de Na"-K™ (membrana basolateral) (Rebelo da Costa e col., 1999a)

3. Transportador Na'-H' (membrana basolateral) (Coimbra e col., 1988)
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4. Transportador Na*/ HCO -C/- (membrana basolateral) (Barrias, 2003)

5. Transportader HCO ;-C/- (membrana basolateral) (Coimbra e col., 1988)
6. Canais de C/- (membranas apical e basolateral) (Barrias, 2003)
7. Transportador K'-C/ - (membrana apical) (Rebelo da Costa, 1994)

+ ‘7 H
Na
.- Bic-v :: ,
HEMOLINFA Bic : or LiquIbo
Na’ v
PO K* E; EXTRAPALEAL

Na’, R
cr- i

i Na'

WW\MMV CI_

Figura 39. Representacio esquematica dos sistemas de transporte membranares

do EEM.

Dada a presenca da bomba de Na' /K" foi necessario postular a presenca de:

8. Canais de Na™ ¢ de K* (membranas apical e basolateral).
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E pouco plausivel que a produgao de protoes resulte exclusivamente da hidratagdo de

CO,, pelo que se postulou uma produgio de Acidos Nio volateis e, consequentemente um:
9. Tmmpon‘adorA’ddos Nao voldteis-Cl- (membrana basolateral).
A introdugao de:
10, Canais de HCO ;- (membrana basolateral)

deveu-se 4 constatacio de que o modelo era instavel quando se inibia o trocador HCO; -Ci-.

Principios de conservagdo

A resolucio do modelo implica que se defina um conjunto de relacdes que permitam
reduzir o nimero de graus de liberdade do sistema. O ponto de partida é a defini¢do do
estado estacionario, situacdo em que os compartimentos nao variam, ou seja, em que em

geral
drdt (Qi)=10

sendo Qi a “quantidade” do componente 1.

Nessas condicdes, para cada “quantidade” e em estado estacionario:

> J,=0

ou seja, a soma total dos fluxos de um componente através das barreiras de um
compartimento é nula (ndo hd acumulacio, nem deplecgio). Haverd um sistema de seis

equagdes simultineas que s6 permitem definir seis pardmetros.

Recorremos 2 um conjunto de relagdes adicionais que permitem calcular os restantes

parimetros:

1. Isotonicidade - permitiu determinar a quantidade de protefnas osmoticamente activas no
estado estacionasio. Considerou-se que esta se mantinha constante em qualquer situagao
experimental. Assumiu-se igualmente que 0s movimentos de 4gua através da membrana
celular sio suficientemente ripidos para que, havendo alteragoes da composi¢io

intracelular, se mantenha a isotonicidade, a custa de alteragdes do volume celular.

2. Conservagio de massa - a tasxa de acumulagio de um dado componente num
compartimento celular é dada, em qualquer instante, pela diferenca entre o influxo

através da membrana basolateral e o efluxo através da membrana apical. Este principio
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permitiu definir as taxas méiximas de transporte no estado de referéncia, que se

consideram constantes dai em diante.

3. Eletronentralidade - a carga total devida aos ides positivos ¢ igual 4 devida aos ibes
negativos nos trés compartimentos considerados. Este principio permitiu definir os
valotes instantineos do compartimento do cloro e os fluxos de carga através das duas

barreiras a partit da corrente de curto-circuito.

Finalmente, postularam-se relages entre certos fluxos com base nas observages do

efeito de inibidores.

Como a maiotia das observacdes experimentais foram sempte feitas em condigSes de
curto-circuito, os fluxos paracelulares foram sempre nulos, pelo que nio sdo considerados

no modelo.

Equagdes consideradas

a. Movimentos difusionais

Assumiu-se que os movimentos difusionais de Na*, K" e CI' através das duas

membranas obedecem 4 equagio de Goldman-Hodgkin-Katz. Para cada ido:

. . RT zFV
Jdif = Pi. : 1 C,.ex -C
if l | p( RT) 2

zFV
P\ or )

Jdif - fluxo difusional do io 7 através da membrana

onde:

Pi — permeabilidade da membrana ao ido 7

2 - valéncia do ido (mol™)

F - constante de Faraday (96500 coul)

V - diferenca de potencial através da membrana (volt)
R - constante dos gases perfeitos (8,315 J.mol".K")
T- temperatura absoluta (273,15 + T°C, K)

C,,C, - concentragdes do ido nos dois lados da membrana

As permeabilidades totais para os ides potissio e cloro foram calculadas assumindo que,

1o estado estacionario, o fluxo total de entrada de um ido para a célula é igual a0 fluxo total
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de saida desse mesmo iGo. Assumiu-se ainda que, para este dois ides, a permeabilidade da
membrana apical é distinta da permeabilidade da membrana basolateral.

Foi atribuido um valor baixo para a permeabilidade transcelular do ido Na'. Assumiu-se
ainda que, para este ido, a permeabilidade da membrana apical ¢ diferente da permeabilidade
da membrana basolateral.

O fluxo difusional do Anidrido Carbénico através da membrana celular ocorre por
difusio simples, sendo dado pela equagio:

JAnCarb _Dif =P _ AﬂCarb.(CAnCarb _Hem — CAnCarb _C )

b. ATPases

1. O fluxo de protdes devido 2 bomba de protdes € dado pela equagao

JHid _P=JHid _P,. CHid _C
- - CHid C+KHid _C
onde:
JHid_P — fluxo do ido através da bomba de protoes

JHid_P,; - fluxo do ido em situagio de saturacdo da bomba

KHid_C — afinidade da bomba para o idgo H"

2. O fluxo de sédio devido 2 bomba de Na*/K" é dado pela equagio

. ) 3 2
CNa_C CK _Hem
Na = JpNa . r - y
JpNa = JpNay (CNa_C+KNa_CJ (CK_Hem+KK_Hemj

onde:
JpNa — fluxo do ido Na* através da bomba Na*/K*
JpNa, - fluxo do iio Na" em situacdo de saturagao da bomba
KK_Hem — afinidade da bomba para o ido K*
KNa_C — afinidade da bomba para o i3o Na*

¢. Transportadores de membrana
Por um critério de simplicidade considerou-se que 0s transportes obedeciam a cinéticas

lineares, em que os acoplamentos estavam representados pelos produtos das concentragoes -
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dos ides acoplados, nos mesmos compartimentos (para os co-transportes) ou em
compartimentos opostos (para 0s contra-transportes).
1. Para os trocadores Na'/H', HCO;/Cl -, AcNv/C/ - a forma geral da equagdo que
define os seus fluxos é:
Joy = Joyy (G _1.Gy _2=Cx_2.Cy _1)
2. Para o translocador Na*/HCO;/Cl -, a forma geral da equagio que define os seus

fluxos é:
Tz = Jogyzy (Cx 1.0y _1.C3_2-Cx_2Cy_2.C3_1)
3. Pata o translocador K'/C/- a forma geral da equagio que define os seus fluxos é:

Ty = Joyy {Cx _1.Gy_1-Cx_2.Cy_2)

onde:
Jxy - fluxo através do transportador X/Y
Jxyz - fluxo através do transportador X/Y/Z
Jxyy - fluxo em situagio de saturagdo através do transportador X/Y
Jxyzy, - fluxo em situagio de saturagdo através do transportador X/Y/Z
Cx_ 1/Cx_2- concentragdes do 4o x dos dois lados da membrana
Cy_1/Cy_2 - concentragdes do io y dos dois lados da membrana

Cz_1/Cz_2 - concentracdes do iAo z dos dois lados da membrana

Estado estaciondrio: attibuigio de valores numéticos

a. Fluxo de proties

A partir dos resultados descritos por Coimbra e col. (1988) e por Rebelo da Costa e col.
(1999ba), em que a cotrente de curto-citcuito gerada pelo EEM ¢ descrita como sendo
devida a0 fluxo de protdes da hemolinfa para o fluido extrapaleal, gerado pela acgio de uma
bomba de prétées tipo V, atribui-se a este fluxo um valor inicial correspondente ao valor

médio (ou tipico) da corrente de curto-circuito. Assim,
JHid_P0 =2,0. 10" mol.cm®s™

O fluxo total de H' na célula é devido 2 acgio do transportador Na*/H', da bomba de
H' e a produgio de H*, derivada da formacio de 4cidos ndo volateis (JpAcNv) e de ido

bicatbonato (JBic_P) pela célula. No estado estacionario, segundo o principio da
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conservacio de massa, a produgio de protdes € igual a sua extrosdo da célula através da

bomba de protdes e do trocador H'/Na™. Logo:

JpAcNv0 + JBic_P0- JHid Na_Hem0 = JHid_P0

b. Producdo de anidrido carbdnico

A atribuicio de um valor & produgio de CO, ¢ arbitriria. E possivel atribuir-lhe um
limite inferior correspondente a taxa a que OS protdes sio expulsos da célula,

aproximadamente 2,0.10" mol.cm™.s". Escolheu-se o valor de 2,0.10° mol.cm™.s™

JAnCarb = 2,0.10” mol.cm”.s™

para permitir simulagdes em que a taxa de bombagem de protdes aumenta. Desta maneira, a

produgio de CO, nunca € factor limitante no funcionamento do sistema.

¢. Fluxo do ido bicarbonato

A partir dos resultados apresentados por Machado e col. (1990), confirmados por
Hudson (1992) em Unio, a corrente de curto-circuito gerada pelo EEM ¢ descrita como
sendo numericamente igual 2o fluxo de ides bicarbonato através da barreira basolateral. Em
principio este fluxo deve set numeticamente igual 20 fluxo de ides bicarbonato produzidos
na célula por ac¢do da Anidrase Carbénica (JBic_P), de modo 2 que, no estado estacionario,
haja uma manutengdo da quantidade de bicarbonato intracelular. Atribui-se a produgdo de

bicarbonato JBic_P um valor inicial cotrespondente ao valor da corrente de curto-circuito:
JBic_P0= [Hid_P0 = 2,0.10"° mol.cm™s™
Com base nos efeitos observados com bloqueadores do transporte de bicarbonato
postulou-se que o fluxo deste ido através da membrana basolateral é devido 4 acgdo de dois
tipos de transpottador, um transportador Nat/HCO3 /CI e um transportador HCO3/CI.
Como referimos acima para estabilizar o modelo foi necessatio postular a existéncia de

canais de bicarbonato que ja foram observados noutros sistemas (Cabantchik e Greger, 1992;

Mason e col, 2003). Assim a soma dos fluxos de bicarbonato no estado estacionirio,

devidos a cada um destes mecanismos de transporte, € igual a:

JNa_Bic_Hem0 - JCL Bic_Hem0 + JBic_D0 = -] Bic_P0
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d. Fluxo de ido sddio

O fluxo total de sédio através das duas barteiras é devido a acgdo do transportador
Na*/H*, do transportador Na*/ HCO3'/CI, de canais de Na" ¢ da bomba de Na"/K". No
estado estaciondrio, segundo o principio da conservagio de massa, o fluxo de entrada de

s6dio para a célula € igual ao fluxo de saida. Logo:
| JNa_Bic_Hem0 + JHid Na_Hem0 + JNa_D0 = JpNa0

O fluxo de sédio através do transportador de Na*/HCO,/CI, no estado estacionario, é

~ calculado como uma fracgio do fluxo de Na* através da bomba de Na' /K™
JNa_Bic_Hem0 = 0,1.JpNa0

Nio ha dados sobre o valor deste fluxo, pelo que o valor escolhido ¢ arbitririo de modo

a nio influenciar muito as simula¢des, ainda que permitindo simular o efeito de inibidores.

Idénticas consideracdes foram usadas para o cilculo do fluxo de sédio através da

transportador de Na*/H”, no estado estacionério:

JHid _Na_Hem0 = 0,1 JHid_P0

e. Fluxo de ido potdssio

O fluxo total de potassio através da membrana ¢ devido a ac¢io do transportador CI
/K*, de canais de K* e da bomba de Na*/K". No estado estacionirio, segundo o ptincipio
da conservacio da massa, o fluxo de entrada de potdssio para a célula € igual ao fluxo de

saida. Logo:
JpK0+ JK DO -JCl K Ep0=0

Uma vez que a estequiometria de transporte da bomba de Na'/K" implica o transporte

de 3 ides Na* para o exterior da célula e o contra-transporte de 2 ides K" para o interior:
JpK0=-(2/3). JpNal

O fluxo difusional de potassio, no estado estacionatio, corresponde 2 partilha arbitraria

do fluxo de K" através da bomba pelos canais de K" e pelo transportador CI'/ K"
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f Fluxo de dcidos nao voldteis

O fluxo total de acidos nio volateis através da barreira basolateral é devido a produgao
intracelular destes 4cidos e 4 acgdo do transportador AcNv/Cl. No estado estacionario,
segundo o principio da conservagio de massa, a produgio de 4cidos ndo volateis na célula é

igual ao fluxo de saida. Logo:

JpAcNvO + JAcNv,_Cl_Hem0 =0

& Fluxo de ido cloro

O fluxo total de ido cloro através da membrana é devido 2 acgdo do transportador
Na*/HCO3/Cl, do transportador K*/CI, do transportador HCO3/Cl e de canais de CI.
No estado estacionario, segundo o principio da conservagio de massa o fluxo de entrada de

cloro para a célula é igual ao fluxo de saida. Logo:

JCl Bic Hem0 - JNa_Bic Hem0 - JAcNv_ Cl Hem0 + JCI D0 =0

O Modelo Dinimico

Uma vez definido o estado estacionirio, o modelo permite o cilculo dos valores
instantineos das varidveis ap6s a introdugio de perturbagdes, que consistem em alteragoes

de um ou mais parimetros. Para que o modelo possa ser usado, terd de ser estavel quando
nio é perturbado.

O ntcleo do modelo matemitico é constituido por seis equagdes diferenciais nao
lineares, em funcio do tempo, que cotrespondem as quantidades intracelulares do ido sédio
(QNa), do ido potassio (QK), do ido bicarbonato (QBic), do hidrogeniio total (QHidT), de
acidos nio volateis (QACNY) e de anidrido carbénico total (QAnCarbT).

As quantidades instantineas no citoplasma resultam do somatétio dos fluxos de cada
um desses componentes entte o meio intracelular e os dois compartimentos extracelulates

considerados.

Assim, definiram-se as derivadas em ordem ao tempo, d/dt(Qx), para cada um dos

componentes:
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d/dt (ONa ) = [Na_D+JHid_Na_Hem+]Na_Bic_Hem-JpNa

d/dt (OK ) = JpK+JK_D-JCI_K_Ep

d/ dt (QAnCarbT ) = JAnCarb-JC1_Bic_Hem+]Na_Bic_Hem+JAnCarb_Dif+]Bic_D
4/ d (OHidT ) = JpAcNv-JHid_P+JBic_P-JHid_Na_Hem

d/ dt (0.AN) = JpAcNv+JAcNv_Cl_Hem

d/dt (OBiz) = JBic_P+JNa_Bic_Hem-JCl_Bic_Hem+]Bic_D

A estratégia dos célculos consiste em calcular o valor Qi(t+At) a partir do valor de Qi(t)
e do valor de d/dt (Qi(t). O método de célculo usado ¢ fornecido pelo software Madonna,
que permite escolher entre 5 algoritmos. A escolha é feita empiricamente, utilizando o

critério simples de seleccionar o método que mais rapidamente produz resultados.

O Significado do Modelo

Na sua fase actual, o modelo nio é uma representagio rigorosa do sistema que pretende
representar. E uma ferramenta de analise cuja fungio principal ¢ mostrar a coeréncia interna

do modelo qualitativo proposto até a data.
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Simulagdes

A estratégia experimental, utilizada na simulacao do efeito na Ccc e pH; do EEM de
substincias inibidoras especificas de sistemas de transporte membranar, consistia em alterar
o valor de um ou mais parametros tal como se descreve abaixo. Os parametros escolhidos

sao uma interpreta¢ao dos efeitos dos inibidores em termos do modelo.
As perturbacgoes introduzidas no modelo obedeceram a um desenho genético:
- o bloqueio de canais simula-se reduzindo o valor da respectiva permeabilidade;

- o bloqueio das bombas e dos transportadores simula-se reduzindo os valotes das

respectivas taxas maximas de transporte.

Para evitar indeterminagoes numéricas, os valores dos parametros nunca foram
reduzidos a zero e as transi¢oes entre valotes dos parametros foram exponenciais, utilizando-

se expressoes do tipo
PAR#)=PARO)*(1-exp(-t/ 7))

em que PAR(t) e PAR(0) sio os valores do parametro a perturbar nos instantes O e £, e 7 é

uma constante de tempo. A constante de tempo 7 foi introduzida para ajustar a resposta no
tempo e tem nesta fase um significado desconhecido. A resposta da Ccc do EEM aos
mnibidores é em geral muito lenta e nio € integralmente explicavel pela taxa a que os
compartimentos variam como resultado de modificagoes nos fluxos i6nicos. O efeito de
qualquer droga sobre a Ccc é uma cadeia de mecanismos, que incluem a sua difusio até ao
receptor respectivo, através duma camada nio agitada, a sua combinacio com esse receptor,
e o efeito desta combinagdo sobre os processos que seguem e sobtre o transporte iénico
através das duas barreiras. Todos estes mecanismos decorrem de acordo com as respectivas

taxas, que neste momento sao desconhecidas.

Efeito da Bafilomicina A, na Ccc

A Bafilomicina A, é um inibidor especifico das ATPases tipo V (Drose e Altendortf,
1997). O efeito desta substancia na Ccc foi estudado por Rebelo da Costa e col. (1999ba),

utilizando o método de Voltagem-Controlada. Estes autores verificaram uma inibi¢io da
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corrente quando adicionaram a Bafilomicina A, do lado apical do epitélio. O seu efeito foi
simulado reduzindo a taxa maxima de bombeamento da V-ATPase em 95%. Os valores
experimentals e os resultantes da simulacdo estio representados na Figura 40. Hsta
representada na Figura 41 a variacdo dos fluxos dos diferentes sistemas de transpotte entre o

estado estacionario e o instante final da simulacao.
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Figura 40. Lfeito da Bafilomicina Ay na Cee (valor fraccionario). Valores
experimentais (#) (Rebelo da Costa e col, 1999b) e valores resultantes da

computagao do modelo (we) assumindo uma reducio de JHid_PM (95%).

Na_Hem

a_Bic_Hem
Bic_Hem

cNv_Cl_Hem

JCLK Ep
JBic D
JNa_D
JK_D
JCILD

JpNa
JoK
JHid_P
JBic_P
JHid
JNa
ja

JA

Fluxo (‘l()12 cm.s‘])

-150

Figura 41. Fluxos no estado estacionario () e fluxos no instante final (W)

resultantes da simulac¢io do efeito da Bafilomicina A na Cec.



Modelo Matemitico

Nio existe discrepancia significativa entre os valotes computados e os valotes

experimentais, para esta simulacio.

Como podemos verificar na Figura 41, reduzindo a taxa maxima de transporte da V-
ATPase verifica-se uma diminuicio directa do fluxo de ides H' através dessa bomba
(JHid_P). Esta diminuicio da saida de ides H™ da célula leva a um aumento da sua
concentragao, que implica uma um desvio para a esquerda (produgio de CO,) da reacgio de
hidratacio de CO, e, portanto, uma diminuicio da concentracido intracelular de ido
bicatbonato (JBi_P) e um aumento da taxa de transporte do trocador Na'/H"
(JHid_Na_Hem). A redugao do ido bicarbonato intracelular leva, pot seu lado, a2 uma redugio
do seu fluxo através dos canais especificos (JBzz_D) e do trocador HCO, /Cl (JC/_Bic_Hem).
A diminuicao do fluxo difusional de cloro (JC/_D) s6 pode explicar-se pela ligeira
despolarizacio do compartimento intracelular. As altera¢des vetificadas nos outros fluxos

representados na Figura 41 sdo pouco significativas para esta simulacio.

Efeito do Diamox na Ccc

O Diamox ¢é um inibidor especifico da Anidrase Carbénica (Ashe JR e col,, 1956; Enns
e Hill, 1983). O efeito desta substancia na Ccc foi estudado por Coimbra e col. (1988),
utilizando o método de Voltagem-Controlada. Estes autores vetificaram uma inibicio da
corrente quando adicionaram o Diamox a qualquer dos lados do epitélio. O seu efeito foi
simulado reduzindo da taxa maxima de actividade da enzima de 98,5%. Os wvalores
experimentais e os resultantes da simulago estio representados na Figura 42. Esti
representada na Figura 43 a variagio dos fluxos dos diferentes sistemas de transporte entte o

estado estacionatio e o instante final da simulagio.
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Figura 42. Efeito do Diamox na Cce (valor fraccionatio). Valores experimentais (8)

(Coimbra e col, 1988) e valores resultantes da computacio do modelo (mm)

assumindo uma reducao de JBic_PM (98,5%).
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Figura 43. Fluxos no estado estaciondtio (W) e fluxos no instante final (W

resultantes da simulacio do efeito do Diamox na Cec.

Para simular o efeito do Diamox nio foi necessario introduzir qualquer alteracio nos
parametros e fluxos iniciais.
Analisando as variagdes mais significativas nos fluxos considerados, podemos verificat

(Figura 43) que, reduzindo a taxa méaxima de hidratacio do anidrido carbénico (JBi_P), se

verifica uma diminuicao directa da producio intracelular de ides bicarbonato e H,
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consequente redugao das concentragoes intracelulares de protoes e bicarbonato e dos fluxos
de saida da célula destes ides, por diminui¢io da taxa de transporte do trocador Na'/H”
(JHid_Na_Hem) e da bomba de protdes (JHid_P). A redugio do ido bicarbonato intracelular
leva, por seu lado, a2 uma redugiao do fluxo de 130 bicarbonato através dos canais especificos
(JBic_D) e do trocador HCO, /Cl' (JC/_Bic_Hem). A diminuicio da taxa de transporte do
trocador HCO, /CI reduz a entrada de iio CI para a célula, logo implica a diminuicio do seu
fluxo difusional (JC/ D). As alteragdes verificadas nos outros fluxos representados na Figura

43 sao pouco significativas para esta simulagao.

Efeito do Amilotide na Ccc

O Amiloride é um inibidor especifico do trocador Na*/H* (Grnstein e Smith, 1987;
Mahnensmith e Aronson, 1985), estando descrita igualmente a sua ac¢io inibitétia em canais
de membrana especificos de Na* (Benos e col.,, 1987). O efeito desta substincia na Ccc foi
descrito por Coimbra e col. (1988). O seu efeito foi simulado introduzindo uma reducio de
98% da taxa maxima de transporte do trocador e 90% da permeabilidade da membrana
basolateral ao iao Na’. Os valores experimentais e os resultantes da simulagio estio
representados na Figura 44. Esta também representada na Figura 45 a varia¢io dos fluxos
dos diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionirio e o instante final da

simulacio.

O efeito do Amilotide s6 pode ser simulado aumentando simultaneamente os valores de
referéncia da permeabilidade ao iio Na™ das barreiras basolateral e apical das células e

diminuindo a fracgdo de ido bicarbonato transportado pelo transportador Na*/HCO, /CI.

Coimbra e col. (1988) atribuiram o efeito deste inibidor na Ccc a inibi¢io do trocador
Na"/H". A simulagio aponta para a existéncia de canais de Na” sensiveis a esse inibidor, que

contribuem para o efeito que tem sobre a Ccc.

Como podemos verificar na Figura 45, reduzindo a taxa maxima de transporte do
trocador Na' /H" verifica-se uma diminui¢io directa do fluxo de ides H" e Na" através desse
sistema de transpotte (JHid_Na_Hem). A diminuicio na saida de ides H™ da célula leva a um
aumento da sua concentragio intracelular, que implica uma ligeira subida no seu fluxo
através da V-ATPase (JHid_P). A redugio do fluxo de entrada na célula do iio Na' leva, por
seu lado, a uma diminui¢do da taxa de transporte da bomba de Na'/K" (JpNa), ou seja, da
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entrada de 16es K e da saida de i6es Na~ da célula, dai verificar-se uma reducao do fluxo
difusional desses i0es através dos canais especificos ([Na_ D e [K_D). As alteracoes
verificadas nos outros fluxos representados na Figura 45 sio pouco significativas para esta

simulagao.
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Figura 44. Efeito do Amiloride na Cec (valor fraccionirio). Valores experimentais ()
(Coimbra ¢ col, 1988) ¢ valores resultantes da computacao do modelo ()

assumindo uma reducio de JHid_Na_HemM (98%) ¢ PNa_Hem (90%).
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Figura 45. Fluxos no estado estacionario (M) e fluxos no instante final (M)

resultantes da simulacio do efeito do Amiloride na Cec.
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Efeito do DIDS e SITS na Ccc

O DIDS é um inibidor dos transportadores Na™/HCO,/Cl ¢ HCO,/Cl' (Boron e
Boulpaep, 1983; Pace e col,, 1983). Esta descrita igualmente a sua accao na inibicio de canais
de membrana especificos de ClI' (Bicho e col, 1999; Jensen e Skott, 1996). O efeito desta
substancia na Ccc foi descrito por Coimbra e col. (1988), utilizando a técnica de Voltagem-
Controlada. Quando o mibidor fo1 adicionado do lado basolateral do epitélio, verificaram
uma diminuicao da Cce. O seu efeito foi simulado reduzindo 90% das taxas maximas de
transporte dos transportadores de bicarbonato e 85% da permeabilidade da membrana
basolateral ao iao Cl. Os valores experimentais e os resultantes da simulacio estio
representados na Figura 46. Esta representada na Figura 47 a variacio dos fluxos dos

diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionatio e o instante final da simulagio.
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Figura 46. BEfeito do DIDS na Cec (valor fraccionario). Valores experimentais ()
(Coimbra e col, 1988) e valores resultantes da computagio do modelo (mm)
assumindo uma redu¢do de JCl Bic_HemM (90%), [Na_Bic_ HemM (90%) ¢
PCl_Hem (85%0).
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Figura 47. Fluxos no estado estacionario (W) e fluxos no instante final (M)

resultantes da simulacio do efeito do DIDS na Cec.

O SITS é um inibidor dos transportadores Na'/HCO,/Cl e HCO,/Cl (Boron e
Boulpaep, 1983; Yarbrough e col,, 1999) . Esta descrita igualmente a sua accao na inibicao de
canais de membrana especificos de ClI' (Dick e col,, 1999; Hogg e col,, 1994). O efeito desta
substancia na Cec fot descrito por Coimbra e col. (1988). Utilizando a técnica de Voltagem-
Controlada, vetificaram uma tnibicio da Ccc, quando o inibidor foi adicionado do lado
basolateral do epitélio. O seu efeito foi simulado introduzindo uma redugao de 90% das
taxas maximas de transporte dos transportadores de bicarbonato e 78 % da permeabilidade
da membrana basolateral ao 130 CI. Os valores experimentais e os resultantes da simulacio
estao representados na Figura 48. Na Figura 49 esta representada a variacao dos fluxos dos

diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionario e o instante final da simulacao.

O cfeito do DIDS e do SIS na Ccc so for possivel simular aumentando a
permeabilidade ao Na' das barreiras apical e basolateral das células.

O efeito destes 1nibidores na Cec foi atribuido, por Coimbra e col. (1988), a 1nibicao do
trocador HCO, /Cl presente na membrana basolateral. Barrias (2003) descreveu a presenca
de um trocador Na'/HCO,/Cl também na membrana basolateral das células. Como

referido, este trocador ¢ também sensivel a inibiciao por SITS e DIDS.

Tendo em conta estes dados, introduziu-se uma reducao da taxa maxima desses dois

transportadores nas simulagoes, utilizando-se constantes de tempo distintas para se verificar
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uma mator sobreposicao dos dados. Foi ainda necessario inibir os canats de Cl na membrana

basolateral.
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Figura 48. Efetto do SITS na Ccc (valor fraccionario). Valores experimentais (o)

(Cotmbra e col, 1988) e valores resultantes da computagio do modelo (wm)
assumindo uma redugio JCl_Bic_HemM (90%), JNa_Bic_HemM (90%) e
PCl_Hem (78%).
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Figura 49. Fluxos no estado estacionario (M) e fluxos no instante final (M)

resultantes da simulacao do efeito do SITS na Cec.
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Como as alteracoes induzidas pela simulacio do efeito destes dois inibidores na Cec sio
em tudo semelhantes, serdo analisadas em conjunto. Como podemos verificar (Figuras 47 e
49) reduzindo as taxas maximas dos transpottadores HCO, /Cl (JC/_Bie_Hem) e Na' /HCO,
/CI (JNa_Bic_Hem) e a permeabilidade dos canais especificos do 130 ClI da barreira
basolateral (JC/_Difl-em), verifica-se uma diminuicio directa do fluxo de ides através desses
sistemas de transporte. A diminuicao do fluxo de saida de ides bicarbonato da célula pelo
trocador HCO, /Cl' (JC/_Bic_Hem) determina uma subida na concentracao intracelular de
bicarbonato e uma deslocacao da reac¢ao de hidratacio do CO, pata a esquerda (redugio de
JBic_P) e, por isso, uma diminuicio na producao de ides H'. Esta diminuicio leva a um
ligeiro decréscimo do seu fluxo de saida da célula, por diminuigio da taxa de transporte do
trocador Na'/H" (JHid_Na_Hem) ¢ da bomba de protdes (JHid_P). As alteracdes verificadas
nos outros fluxos representados nas Figuras 47 e 49 sio pouco significativas para esta

simulacio.

Efeito da Ubaina na Ccc
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Figura 50. Efeito da Ubaina na Cec (valor fraccionirio). Valores experimentais (v)
(Rebelo da Costa e col., 1999a) e valores resultantes da computacio do modelo (wm)

assumindo uma redugio de JpNaM (95%).
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A Ubaina é um inibidor especifico da bomba de Na"/ K" (Schneider e col, 1998;
Shimizu e col,, 1983). O efeito desta substancia na Ccc foi descrito por Rebelo da Costa e
col. (19992), utllizando a técnica de Voltagem-Controlada. Verificaram uma imibicio da Ccec
quando o inibidor foi adicionado do lado basolateral do epitélio O seu efeito for simulado
introduzindo uma reducio da taxa maxima de transporte da bomba de 95%. Os valores
experimentals ¢ os resultantes da simulacdo estio representados na Figura 50. Esta
representada na Figura 51 a vatiacao dos fluxos dos diferentes sistemas de transporte entre o
estado estacionario e o instante final da simulaciao. Nio existem discrepancias significativas

entre os valores computados e os valores experimentais.
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Figura 51. Fluxos no estado estacionario (M) e fluxos no instante final (M)

resultantes da simulacio do efeito da Ubaina na Ccc.

Como podemos verificar na Figura 51, reduzindo a taxa maxima de transporte da
bomba de Na' /K", verifica-se uma diminuicio directa do fluxo de ides através desse sistema
de transporte (JpNa), ou seja, da entrada de ides K™ e da saida de ides Na* da célula. Esta
diminuicao mmplica uma redugao do seu fluxo difusional através dos canais especificos
(INa_D e [K_D). O aumento acentuado da concentracio intracelular do ido Na' leva 2
diminui¢ao do seu fluxo de entrada pelo trocador Na™/ H' (JHzd _Na_Hem) e a mversao dos
fluxos do transportador Na'/HCO, /Cl (JNa_Bic_Fem). Como o funcionamento dessa
bomba contribui para a determinacio do potencial de membrana, verifica-se que a sua

inibicdo leva a uma despolarizacio intracelular acentuada. Esta despolarizacio implica a
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redugio do fluxo difusional dos ides carregados negatvamente (JC/ D e [Bic D). A
diminui¢do na saida desses 10es da célula leva a uma acumulacao intracelular de cloro e
bicarbonato e consequente diminuicio de [Bic P, inversio dos fluxos do transportador
Na'/HCO,/CI e reducio da taxa de transporte do trocador HCO, /Cl (JCI_Bic_Hem). A
diminuicao de [Bic_P mmplica também uma redugdo da producio intracelular de ides H' e,
por 1sso, uma reducao do seu fluxo através da bomba de protoes ([Hid P). As alteracoes
verificadas nos outros fluxos representados na Figura 51 sdo pouco significativas para esta

simulacio.

Efeito do DIOA na Ccec

O DIOA é um inibidor do co-transportador de CI /K" (Linton e O'Donnell, 1999; Soler
e col, 1993). O efeito desta substancia na Ccc foi descrito por Rebelo da Costa (1994). O seu
efeito foi simulado introduzindo uma reducio da taxa mdxima de transpotrte do co-
transportador de 95%. Os valores experimentais e os resultantes da simulagdo estao
representados na Figura 52. Na Figura 53 estio representados os fluxos dos diferentes

sistemas de transporte no estado estacionario e no mstante final da simulagio.
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Figura 52. Efeito do DIOA na Ccc (valor fraccionario). Valores experimentais (#)
{Rebelo da Costa, 1994) e valotes resultantes da computacio do modelo (wm)

assumindo uma reducio de JCL K_EpM (95%).
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Figura 53. Fluxos no estado estacionario (M) e fluxos no instante final (M)

resultantes da simulaciao do efeito do DIOA na Cee.

Para simular o efeito do DIOA na Ccc foi necessario diminuir a permeabilidade ao iao
CI' da membrana basolateral e aumentar a fraccao de 1o K transportada pelo co-

transportador K7 /CI no estado de referéncia.

Reduzindo a taxa maxima de transporte do transportador de Cl/K’ verifica-se uma
diminui¢ao directa do fluxo de i6es através desse sistema de transporte (JC/_K_Ep), ou seja,
da saida de ides K e CI da célula (Figura 53). Esta diminui¢io implica um aumento do fluxo
difusional desses 10es através dos canais especificos (JC/ D e JK D). O aumento da
concentragio intracelular do ido K' leva a um ligeiro decréscimo na taxa de transporte da
bomba de Na*/K" e a uma despolarizagio. Tal como para a simulagio do efeito da Ubaina
(embora com menor magnitude), esta despolarizacio implica a ligeira reducio do fluxo
difusional dos 16es bicarbonato (/Bic_D). Esta diminuicao na saida desses ides da célula leva
a um decréscimo na producao intracelular de 1o bicarbonato (JBic_P) e por isso uma
reducdo da taxa de transporte do trocador HCO, /Cl (JC/ _Bic_Hem). A diminui¢ao [Bic P
implica também uma reducao da producao intracelular de ides H™ e, por isso, uma redugio
do seu fluxo através da bomba de protoes (JHid_P). As alteragdes verificadas nos outros

fluxos representados na Figura 53 sao pouco significativas para esta simulagio.
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Efeito da Bafilomicina A, e Amiloride no pHi

O efeito destas substancias no pH, fot descrito no capitulo 4.

Para simular o seu efeito no pH,; utilizou-se uma estratégia distinta da usada nas
simulacoes anteriores. Como os resultados experimentais foram obtidos utilizando solucoes
exteriores sem 10es bicarbonato e anidrido carbénico, reduziu-se o valor das concentracoes
destes componentes nas solucdes extracelulares antes de se iniciarem as simulacoes, de modo
a que os parametros do modelo (permeabilidades, afinidades, taxas maximas, etc.) fossem

sempre positivos.

Para além da alteracao das concentragdes extracelulares de alguns componentes, para
que fosse possivel a simulagio do efeito destes dois inibidores no pH,, foi necessirio
mtroduzir outras modificacoes no estado estacionario, nomeadamente, o aumento da taxa de
transpotte do trocador Na'/H" e da producio de acidos nio volateis. Estas modificacdes
acarretaram, por sua vez, alteracoes em alguns dos fluxos no estado estacionario de outros

sistemas de transporte (Figuras 55 ¢ 57).

O efeito da Bafilomicina A, foi simulado introduzindo uma reducao da taxa maxima de
bombeamento da V-ATPase de 99%. Os valores experimentais e os resultantes da simulacao
estao representados na Figura 54. Na Figura 55 esta representada a vatiacao dos fluxos dos

diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionario e o mnstante final da simulacio.
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Figura 54. Efeito da Bafilomicina A; no pH: (valor normalizado). Valores

experimentais (») ¢ valores resultantes da computacio do modelo (we) assumindo

uma reducao de JHid_PM (99%).
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Figura 55. Fluxos no estado estacionario (M) e fluxos no instante final (M)

resultantes da simulagdo do efeito da Bafilomicina A1 no pH intracelular.

O efeito do Amiloride no pH, foi simulado introduzindo uma reducao da taxa maxima

de transporte do trocador Na“"/H" e da permeabilidade da membrana basolateral a0 iio Na”

de 98%. Os valores experimentais e os resultantes da simulacio estao representados na

Figura 56. Na Figura 57 esta representada a variacio dos fluxos dos diferentes sistemas de

transporte entre o estado estacionario e o instante final da simulagao.

6,90 -

0685 -

T
28w
..'OQ.....
e

6,60 -

0 100 200 300 400 500 600

Tempo (s)

Figura 56. Efeito do Amiloride no pH; (valor normalizado). Valores experimentais

(#) e valores resultantes da computacio do modelo () assumindo uma reducio de

JHid_Na_HemM (98%) e PNa_Hem (98%).
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Figura 57. Fluxos no estado estacionario () e fluxos no instante final (M)

resultantes da simulagio do efeito do Amiloride no pH intracelular.

Como podemos verificar nas Figuras 55 e 57, a treducio das taxas maximas de
transporte mibidas nestas duas simulagoes, [Hid PM e [Hid Na_ HemM, produzem efeitos
nos fluxos finats dos diversos transportadores membranares idénticos aos verificados nas
simulagcdes do efeito dos dois compostos na Ccc. Podemos justificar essas variagoes

baseando-nos nas explicacoes referidas em cada um desses casos.
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Parimetros e Fluxos

A combinacio de parimetros utilizados nas diferentes simulagdes estio representados
nas tabelas seguintes. Estdo também representados os valores dos fluxos dos sistemas de

transporte no estado estaciondrio (Inicio) e no instante final das simulagdes (Fim).

Inicio Fim Inicio Fim
VM 43,0 424 JpNa 143 148
vV._C v 1,50 1,41 JpK 96 99
pH_C 6,80 6,69 JHid_P 200 11
ccLC 3,20 3,26 JAnCarb_Dif -1800 -1983
CNa C 2,00 2,26 JBic_P 200 17
cKe 40,00 39,19 JHid_Na_Hem 20 26
CBic_C 2,00 1,94 JNa_Bic_Hem 14 14
PNa_Hem : 2550 JCI_Bic_Hem 129 19
PNaEp 450 JCI_K_Ep 10 9
PK_Hem 68343 ' JAcNv_CI_Hem -20 -20
PK_Ep 17086 JBic_D -86 -12
PCI_Hem 2426810 JNa_D 109 108
PCI_Ep 1040060 JK_D -86 -89
PBic_Hem 325137 JCI_D -125 -15

Tabela 5. Pardmetros e fluxos da simulagio do efeito da Bafilomicina A na Ccc (Fluxos-10-2

mol.cm2s; Concentragdes-mM; VM-mV; V_C-1.0¢3cm3/cm? Permeabilidades-10-%cm.s!).

Inicio Fim Inicio Fim
M 430 45,6 JpNa 143 129
vV_C _ 1,50 2,16 JpK 96 86
pH_C : 6,80 7,86 JHid_P 200 32
ccl.c 3,20 2,88 JAnCarb_Dif -1800 -1986
CNa_C 2,00 1,43 JBic_P 200 14
CK_C 40,00 43,88 JHid_Na_Hem 20 1
CBic_C 2,00 1,71 JNa_Bic_Hem 14 13
PNa_Hem 2850 ) JCI_Bic_Hem 86 11
PNa_Ep 150 » JCI_K_Ep 10 8
PK_Hem 68343 JAcNv_CI_Hem -20 -20
PK_Ep ' 17086 JBic_D -129 -16
PCI_Hem 1592640 JNa_D 109 114
PCI_Ep 682562 JK_D -86 -78
PBic_Hem 487706 JCI_D -82 -9

Tabela 6. Parimetros ¢ fluxos da simulagio do efeito do Diamox na Ccc (Fluxos - 102

mol.cm2.s1; Concentragdes-mM; VM-mV; V_C-1 .0e3cm3/cm?, Permeabilidades-10° cm.s™).
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Inicio Fim Inicio Fim
VM 43,0 44,2 JpNa 426 303
vV C 1,50 1,46 JpK 284 202
pH_C 6,80 6,77 JHid_P 200 206
CCi_C 3,20 3,06 JAnCarb_Dif -1800 -1811
CNa_C 2,00 0,86 JBic_P 200 189
CK_C 40,00 41,15 JHid_Na_Hem 20 3
CBic_C 2,00 1,91 JNa_Bic_Hem 43 44
PNa_Hem 4100 JCI_Bic_Hem 49 44
PNa_Ep 5900 JCI_K_Ep 26 20
PK_Hem 205342 JAcNv_CI_Hem -20 -20
PK_Ep 51336 JBic_D -194 -189
PCi_Hem 7178 JNa_D 363 256
PCI_Ep 3076 JK_D -258 -183
PBic_Hem 736014 JCILD -0,37 -0,59

Tabela 7. Parimetros e fluxos da simulagio do efeito do Amiloride na Ccc (Fluxos-1012

mol.cm2.s1; Concentragdes-mM; VM-mV; V_C-1.0¢%cm?/cm?; Permeabilidades-1 0% cm.s).

Inicio Fim Inicio Fim
VM 43,0 43,6 JpNa 426 386
vV _C 1,50 1,61 JpK 284 257
pH_C 6,80 6,89 JHid_P 200 179
cClC 3,20 3,14 JAnCarb_Dif -1800 -1825
CNa_C 2,00 1,46 JBic_P 200 175
CK_C 40,00 40,65 JHid_Na_Hem 20 16
CBic_C 2,00 2,56 JNa_Bic_Hem 43 1
PNa_Hem 5500 JCI_Bic_Hem 146 88
PNa_Ep 4500 JCI_K_Ep 28 28
PK_Hem 203086 JAcNv_CI_Hem -20 -20
PK_Ep 50771 JBic_D -97 -87
PCI_Hem 1840220 JNa_D 363 369
PCI_Ep 788666 JK_D -256 -229
PBic_Hem 368007 JCILD -95 -80

Tabela 8. Parimetros e fluxos da simulagdo do efeito do DIDS na Ccc (Fluxos - 10-12

mol.cm2s!; Concentragdes- mM; VM-mV; V_C-1.0:3cm?/cm?; Permeabilidades-107 cm.s ).
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Inicio Fim Inicio Fim
VM 43,0 43,6 JpNa 426 387
vV_e . 1,50 1,58 JpK 284 258
pH_C 6,80 6,87 JHid_P 200 184
CCi_C 3,20 3,14 JAnCarb_Dif -1800 -1819
CNa_C 2,00 1,47 JBic_P 200 181
CK_C 40,00 40,64 JHid_Na_Hem 20 17
CBic_C 2,00 2,41 JNa_Bic_Hem 43 1
PNa_Hem 5500 JCI_Bic_Hem 146 77
PNa_Ep 4500 JCI_K_Ep 28 27
PK_Hem 203086 - JAcNv_CI_Hem -20 -20
PK_Ep 50771 JBic_D -97 -105
PCl_Hem 1840220 . JNa_D 363 369
PCI_Ep 788666 JK_D -256 -231
PBic_Hem 368007 JCI_D -95 -69

Tabela 9. Pardmetros e fluxos da simulacio do efeito do SITS na Cec (Fluxos-1012mol.cm2.s;

Concentracdes-mM; VM-mV; V_C-1 .0e3cm3/cm?; Permeabilidades-10? cm.s ).

Inicio Fim Inicio Fim
VM 43,0 25,6 JpNa 143 : 43
v_C - 1,50 2,19 JpK 96 29
pH_C " 6,80 7,04 JHid_P 200 146
CCl.C 3,20 6,30 JAnCarb_Dif -1800 -1869
CNa_C 2,00 20,23 JBic_P 200 131
CK_C 40,00 19,49 JHid_Na_Hem 20 6
CBic_C 2,00 3,78 JNa_Bic_Hem 14 -5
PNa_Hem 2550 ) JCI_Bic_Hem 129 81
PNa_Ep - 450 JCI_K_Ep 10 4
PK_Hem 68343 JAcNv_CI_Hem -20 -20
PK_Ep 17086 JBic_D -86 -44
PCLHem 2426810 JNa_D 109 50
PCI_Ep 1040060 JK_D -86 -27
PBic_Hem 325137 JCI_D -125 -99

Tabela 10. Parimetros e fluxos da simulacio do efeito da Ubaina na Ccc (Fluxos - 1072

mol.cm2.s!; Concentragdes-mM; VM-mV; V_C-1 .0e3cm3/cm?; Permeabilidades-10° cm.s?).
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Inicio Fim Inicio Fim

VM 43,0 35,0 JpNa 143 133
ve 1,50 1,74 JpK 96 88
pH_C 6,80 6,91 JHid_P 200 175
cCiC 3,20 4,38 JAnCarb_Dif -1800 -1830
CNa_C 2,00 1,55 JBic_P 200 170
CK_C 40,00 39,74 JHid_Na_Hem 20 16
© CBic_C 2,00 2,68 JNa_Bic_Hem 14 20
PNa_Hem 1050 JCI_Bic_Hem 129 115
PNa_Ep 1950 JCI_K_Ep 86 32
PK_Hem 8543 JAcNv_CI_Hem -20 -20
PK_Ep 949 JBic_D -86 75
PCI_Hem 134172 JNa_D 109 97
PCI_Ep 1207550 JK_D -10 -55
PBic_Hem 325137 JCILD -48 -82

Tabela 11. Pardmetros e fluxos da simulagio do efeito do DIOA na Cec (Fluxos - 1012

mol.cm2s!; Concentragdes-mM; VM-mV; V_C-1 .0¢3cm3/cm?; Permeabilidades-10° cm.s?).

inicio Fim Inicio Fim
VM 43,0 40,9 JpNa 218 255
Ve 1,50 1,47 JpK 145 170
pH_C 6,80 6,63 JHid_P 200 24
CCl_C 3,20 3,47 JAnCarb_Dif -1800 -1922
CNa_C 2,00 4,53 JBic_P 200 78
CK C 40,00 37,42 JHid_Na_Hem 120 174
CBic_C 2,00 1,61 JNa_Bic_Hem 22 18
PNa_Hem 2850 JCI_Bic_Hem 44 19
PNa_Ep 150 JCI_K_Ep 15 18
PK_Hem 103959 JAcNv_CI_Hem -120 -120
PK_Ep 25990 JBic_D -177 -76
PCI_Hem 2491230 JNa_D 76 71
PCI_Ep 1067670 JK_D -131 -159
PBic_Hem 98177 JCI_D -128 -103

Tabela 12. Parimetros e fluxos da simulacio do efeito da Bafilomicina A; no pH; (Fluxos-10"

mol.em2s1; Concentracoes-mM; VM-mV; V_C-1.0¢3cm3/ cm?, Permeabilidades-10? cm.s).


http://mol.cm-2.s-1

Modele Matemdtico

Inicio Fim Inicio Fim

VM 43,0 457 JpNa 205 43
Ve 1,50 1,43 JpK 137 29
pH_C 6,80 6,64 JHid_P 200 237
cci_c 3,20 2,88 JAnCarb_Dif -1800 -1877
CNa_C 2,00 0,24 JBic_P 200 123
CK_C 40,00 42,12 JHid_Na_Hem 120 6
» CBic_C 2,00 1,54 JNa_Bic_Hem 21 34
PNa_Hem 2850 JCI_Bic_Hem 44 30
PNa_Ep 150 JCI_K_Ep 14 3
PK_Hem 97914 JACFix_CI_Hem -120 -120
PK_Ep 24479 JBic_D -176 127
PCI_Hem 2527420 JNa_D 65 3
PCI_Ep 1083180 JK_D -123 -26
PBic_Hem 68404 JCI_D -130 113

Tabela 13. Parimetros e fluxos da simulacio do efeito do Amiloride no pH; (Fluxos - 10-2

mol.cm2.s1; Concentragdes - mM; VM-mV; V_C-1.0¢3%cm?/cm? Permeabilidades - 10° cm.s).
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Discussio

Como referido, o modelo nio pretende ser uma representagdo rigorosa do sistema que
pretende simular. E sim uma ferramenta de analise cuja funcdo principal é mostrar a

coeréncia interna do modelo qualitativo proposto antetiormente.

A elaboragio deste modelo s6 foi possivel mediante a introdugdo de alguns
transportadores de membrana cuja existéncia ainda nio foi descrita no EEM. Assim,
postulou-se a presenga de canais especificos de Na*, K ¢ HCO; e de um trocador Acidos
nio voliteis/Cl na membrana deste epitélio.

Fez-se uma série de simulagdes de protocolos vetificados experimentalmente. Para cada
caso, analisou-se nio sé a variagio no parimetro medido experimentalmente, como também
a variacio dos fluxos dos diversos transportadores.

Em todas as simulacdes realizadas foi possivel reproduzir os resultados expetimentais
obtidos para o efeito de inibidores especificos de sistemas de transporte sobre a Cec e o pH

intracelular. Para que isso acontecesse foi necessirio, em alguns casos, introduzir alteracoes

em um ou mais parimetros do estado de referéncia, o que pode dever-se a:

« incorreccio de uma ou mais das cinéticas escolhidas para definir os fluxos dos

diferentes sistemas de transpotte;

. indefinicdes no modelo por falta de dados experimentais que permitam determinar os

parimetros do estado de referéncia;

« vatiagSes das preparagdes utilizadas para obter os diferentes resultados experimentais

utilizados nestas simulagGes.

Para cada uma das simulacdes realizadas, a andlise dos resultados € consistente, ou seja,
os resultados obtidos nio foram determinados por valores implausiveis e muito menos

impossiveis dos diferentes fluxos.

No nosso entender, as estimativas que neste momento catecem de qualquer explicagio

dizem respeito as constantes de tempo dos transitorios

O modelo esté escrito de uma forma modular de modo a ser facilmente modificavel.

Permite, pot isso, a simulagdo de uma série de situacdes experimentais distintas.

O modelo nio inclui uma descrigio dos movimentos de calcio.
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Como foi dito no capitulo 3, as observagdes resultantes dos trabalhos de Coimbra e col.
(1988) e de Coimbra e col. (1992) permitem concluir que os ides cilcio atravessam
passivamente as células do EEM. Em condi¢des de curto-circuito e na auséncia de um fluxo
liquido transepitelial somos forgados a postular que o calcio intracelular estd em equilibrio
electroquimico com o célcio externo. Isso implica que, para um potencial intracelular de
cetca de — 40 mV, a concentragio de célcio intracelular é cerca de 20 vezes superior 2
concentracio externa, o que contraria o conceito geralmente aceite de que as concentragdes
intracelulares de célcio sio pelo menos trés ordens de grandeza inferiotes as externas.
Tratando-se de um ponto altamente controverso, considerou-se que seria prudente aguardar
as observagdes que estdo a set feitas com sondas fluorescentes, que contudo, até ao presente

confirmam as conclusdes acima expostas.
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Anexo

Fluxos e parimetros celulares do estddio estaciondrio

Valores Unidades
Afinidades KNa_C 20e7 olem?3
KHid_C 1,585 10 mol.cm-3
KK_Hem 1,0 et mol.cm-
KAnCarb 6,0 et mol.cm™3
' Permeabilidades P_Na 3¢t cm.s!
| P_K 8,5 e cm.s?
P_Ci 35¢e3 cm.s!
P_Bic 33 e cm.s!
Volume celular V_C0 1,5¢e3 cm3.cm2
- Potencial de membrana VMO 0,043 v
Fluxos JAcNv_CI_Hem0 20e11  molem?s?
JAnCarb0 20e9 molcmZs!
JAnCarb_Dif0 -58¢-9 molcm?2s
JBic_DO0 -8,6e-11 molcm?2s?!
JBic_P0 20e-10 molcm?s!
JCI_Bic_Hem0 1,29 ¢-10  mol.cm?2s!
JCL_DO -1,25e-10  mol.cm2s!
JCI_DifEp0 -3,7e-11  molcm?s?
JCI_DifHem0 -8,7e-11  molem2s?
JCLK_Ep0 1,0e-11  molcm?2s!
JHid_PO 20e-10 molcm?s!
JK_DO -8,6e-11  mol.cm?s!
JK_DifEp0 -1,7e-11  molecm2s!
JK_DifHem0 -6,9e-11  molcm2s?
JNa_Bic_Hem0 14e-11  molemZs?
JNa_DO 109 e-12  mol.cm?2s?
JNa_DifEp0 1,6 e-11  mol.cmZs!
JNa_DifHem0 93e11 molcmZs!
JpAcNvO 20e-11  molcm?s?
JpKO 96 e-12 molcm2s!
JpNa0 143 e-12  molcm2s!

Tabela 14. Fluxos e parimetros celulares do estado estacionario.
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Equagdes do Modelo

STOPTIME=7500

DT =1

TOLERANCE= 1.0E-18
DTOT=100
Minutos=TIME/ 60

{COMPOSICAO DOS BANHOS - VALORES DE ESTADO ESTACIONARIO }
{HEMOLINFA - Hem}

COsm=57e-6

CNa_Hem=CBic_Hem+CCl_Hem+CAcNv_Hem - CK_Hem-2*CCa_Hem-2 *CMg_Hem
CK_Hem=7.0e-6

CCl_Hem=17.0e-6

CBic_Hem=10.0e-6

pH_Hem=10.4

PreW=17.5

Henry_coef=0.03

pKa=9.35

CHid_Hem=3.9811e-11

COxid_Hem=KW/CHid_Hem

CAnCarb_Hem= 0.8913e-6

CMg_Hem=0.5e-6

CAcNv_Hem=1.0e-6

CCa_Hem=1.0e-6

PreAnCarb_Hem= ((CAnCarb_Hem/Henry_coef)/(760-17.5))*100

{LIQUIDO EXTRAPALEAL - Ep}

CNa_Ep=CBic_Ep+CCl_Ep+CAcNv_Ep - CK_Ep-2*CCa_Ep-2*CMg_Ep
CK_Ep=CK_Hem

CCl_Ep=17.0e-6

CBic_Ep=10.0e-6

pH_Ep=10.4

CHid_Ep=3.9811e-11

pKa=9.35

CAnCarb_Ep= 0.8913e-6

CMg_Ep=0.5e-6

CAcNv_Ep=1.0e-6

CCa_Ep=1.0e-6

PreAnCarb_Ep= ((CAnCatb_Ep /Henry_coef)/(760-17.5))*100
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{COMPARTIMENTO INTRACELULAR - C}

V_C0=1.5¢e-3
CMg_C=0.5e-6
CCa_C=2.0e-10
CNa_C0=2.0e-6
CK_C0=40.0e-6
CClL_C0=3.2e-6
COxid_C0=KW/CHid_C0
CHid_C0=1.585¢-10
pH_C0=-LOG10(CHid_C0)
CAnCarb_C01=8.97¢-7
CAcNv_C0=1.0e-6
“CBic_C0=2e-6

{NERNST}

EK=26%l0gN(CK_C0/CK_Hem)
ECl=-26*0gN(CCl_C0/CCl_Hem)

{CALCULO DAS QUANTIDADES TOTAIS NOS COMPARTIMENTOS}

QNa0 = V_CO*CNa_C0
QKO = V_C0*CK_C0

QCl0= V_C0* CCI_CO
QACNv0=CAcNv_CO*V_C0
QHid0=CHid_C0*V_C0
QOxid_C0= COxid_C0*V_C0
QAnCarbT0=V_C0*CAnCarbT_CO0

(CONSTANTE DE DISSOCIAGAO DA AGUA}
KW=3.13¢-20 {KW=H*OH}
(CONSTANTES INICIAIS IMPORTANTES}
(CONSTANTES ELECTRICAS}

Far=96500

R = 83105

T= 273+ TC

TC=25
Factor= Far/(R*T)
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{AFINIDADES}

KNa_C= 2.0e-7
KK _Hem=1.0e-6
KAnCarb=6.0e-6
KHid_C=CHid_C0

(DEFINICA0 DO ESTADO ESTACIONARIO: QUANTIDADES DERIVADAS}

{BICARBONATO e CO2}

QBic0=CBic_C0*V_C0
CAnCatbT_C0=CAnCarb_C01+ CBic_C0
CAnCarb_C0=(QAnCarbT0 - QBic0) /V_CO0
CBic_Ceq=CAnCarb_C0*{10"-(pH_CO0 - pKa)]

{RATIOS}

alfaP_Na = 0.85
alfaP_ K = 0.8
alfaP_Cl=0.7
alfak= 0.9
alfaHNa = 0.1
alfaNaBic = 0.1
alfaAcNv = 0.1
alfaBic= 0.6

{PERMEABILIDADES}

P_Na=3.0e-6
PNa_Hem=alfaP_Na*P_Na

PNa_Ep = P_Na - PNa_Hem
PK_Hem=alfaP_K*P_K
PK_Ep=(1-alfaP_K)*P_K
PCl_Hem=P_Cl*alfaP_CI*INIB_PCI_H
PCl_Ep=P_ClI*(1 -alfaP_Cl)

{FLUXOS INICIAIS}

JHid_P0=2.0e-10

JAnCarb=2.0E-10

JK_DO0 = -alfak* JpKO

JCLLK_Ep0 = (1 - alfaK) * JpKO
]Hid_Na_HemO = alfaHNa*JHid_PO
JNa_Bic_Hem0 = alfaNaBic*JpNa0
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JpKO = (2/3) * JpNa0
JpNa0= (JNa_DO0 + alfaHNa * JHid_P0)/(1 - alfaNaBic)
JpAcNv = alfaAcNv * JHid_PO
JAcNv_Cl_Hem0 = - JpAcNv
JBic_P0 = JHid_PO + JHid_Na_HemO - JpAcNv
JCL_Bic_Hem0 = AlfaBic * (JBic_P0 + JNa_Bic_Hem0)
JBic_D0= - Bic_Rest + JCI_Bic_Hem0
JCLDO=JCI_K_Ep0 + JNa_Bic_Hem0 - JpAcNv - JCI_Bic_Hem0
JAnCarb_Dif0 = -(JAnCarb - JCI_Bic_Hem0 +JNa_Bic_Hem0 + JBic_DO0)

{FLUXOS PARA IMPRESSAO}

JK_DO_ = JK_DO0 * 1.0E12
JCLK_Ep0_ = JCI_K_Ep0 * 1.0E12
JHid_Na_HemO_ = JHid_Na_Hem0 * 1.0E12
JNa_Bic_Hem0_ = JNa_Bic_Hem0 * 1.0E12
JpKO_ = JpKO * 1.0E12

JpNa0_= JpNa0 * 1.0E12

JpAcNv_ = JpAcNv * 1.0E12
JAcNv_Cl_HemO_ = JAcNv_Cl_Hem0 * 1.0E12
JBic_PO_ = JBic_P0 * 1.0E12
JCL_Bic_Hem0_ = JCl_Bic_Hem0 * 1.0E12
JBic_DO0_= JBic_DO0 * 1.0E12

JCLDO_= JCLDO* 1.0B12
JAnCarb_Dif0_ = JAnCarb_Dif0 * 1.0E12

{PARAMETROS}

P_AnCatb=]AnCarb_Dif0/GradAnCarb0

]Bic_PM = JBic_P0/(Ka*CAnCarb_CO - CBic_CO0*CHid_C0)

JACNv_MM=]JAcNv_Cl_Hem0 / ((CAch__Hem*CCl_CO-CAcNV__CO*CCl_Hem))

JHid_PM=JHid_P0/(CHid_C0/(CHid_C0+KHid_C))

JpNa_M=]pNa0/[(CNa_C0/(CNa_CO+KNa_C))"3 * (CK_Hem/(CK_Hem + KK_Hem))"2]

JHid_Na_HemM=]JHid_Na_Hem0 / (CNa__Hem*CHid_CO—CNa_CO*CHid_Hem)

JNa_Bic_HemM=(Na_Bic_Hem0/ (CNa_Hem*CBic_Hem*CCl_CO0-
CNa_C0*CBic_CO0*CCl_Hem)) *INIB_PCI_H

JCI_Bic_HemM=]Cl_Bic_Hem0/(CCl_Hem*CBic_C0 -CCl_CO0*CBic_Hem)

JCLK_EpM = JC1_K_Ep0/(CK_CO*CCl_C0 - CK_Ep*CCl_Ep)

{EQUACOES PARA T=0}
GradAnCarb0=(CAnCatB_Hem -CAnCarb_C0)
JHid_P01=JHid_PM*(CHid_C0/(CHid_CO0+KHid_C))

JAnCarb_Dif01= P_AnCarb*GradAnCarb0
JpNa01 =JPNa_M*Satur_0
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JBic_P01 = JBic_PM*(Ka*CAnCarb_CO - CBic_CO0*CHid_C0)

JHid_Na_Hem01 =]Hid_Na__HerhM* (CNa_Hem*CHid_C0-CNa_C0*CHid_Hem)

JNa_Bic_Hem0O1 =JNa_Bic_HemM* (CNa_Hern*CBic_Hem*CCI_CO—

- CNa_C0*CBic_C0*CCl_Hem)
JCl_Bic_Hem01=]Cl_Bic_HemM* (CCI_Hem*CBic_C0 -CCl_C0*CBic_Hem)

JCILK_Ep01 = JCI_K_EpM*(CK_C0*CCl_C0-CK_Ep*CCl_Ep)

JAcNv_Cl_Hem01 iJAch_MM* (CAcNv_Hem*CC]_C0-CAcNv_C0*CClL_Hem)

{FLUXOS DIFUSIONAIS}

P_K=JK_D0/(GoldHem0*GradKHem0)
P_Cl=]Cl_D0/(GoldHem0CI*GradClHem0)
PBic_Hem=(J Bic_ D0/ (GoldHemOCl* GradBicHem0)) *INIB_PCL H

EHem0= Factor * VMO0
EPHem0=Exp(EHem0)
EEpO0=-EHem0
EPEpO=Exp(EEp0)
EHem0Cl= -Factor * VMO
EPHemOCI=Exp(EHem0CI)
EEp0Cl=- EHem0Cl
EPEpOCI=Exp(EEp0CI)

GoldHem0=IF abs(EHem0) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EHem0/ (EPHem0-1)
GoldHemOCl= IF abs(EHem0Cl) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EHem0Cl/(EPHem0CI-1)
GoldEp0= IF abs(EEp0) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EEp0/(EPEp0-1)

GoldEpOCl= IF abs(EEpOC]) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EEp0Cl/(EPEpOCI-1)

GradNaHem0=(CNa_Hem*EPHem0-CNa_C0)
GradKHem0=(CK_Hem*EPHem0-CK_C0)
GradClHem0=(CCl_Hem*EPHem0Cl-CCl_C0)
GradBicHem0=(CBic_Hem*EPHem0Cl-CBic_C0)

GradNaEp0=(CNa_CO*EPEp0-CNa_Ep)
GradKEp0=(CK_CO*EPEp0-CK_Ep)
GradCIEp0=(CCl_CO*EPEp0CL-CCl_Ep)

JBic_D01 = PBic_Hem * (GoldHemOCl*GradBicHemO)
]Na_DifHemO=PNa__Hem*GoldHemO*GtadNaHemO
]K_DifHemO:PK_Hem*GoldHemO*GradKHemO
]Cl_DifHemO:PCl_Hem*GoldHemOCl*GradClHemO

JNa_DiprOZPNa_Ep*GoldEpO*GradNaEpO

JK_DifEp0=PK_Ep*GoldEp0*GradKEp0
JCI_DifEp0=PCl_Ep*GoldEp0CI*GradCIEp0
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JNa_D0=JNa_DifHem0 - JNa_DifEp0
JK_D01=JK_DifHem0 - JK_DifEp0
© JC1_D01=JCl_DifHem0 - JCI_DifEp0

IBic0= -JBic_DO0*Far
INa_Hem0=]Na_DifHem0*Fatr
IK_Hem0=]JK_DifHem0*Far
ICl_Hem0=-JCl_DifHem(*Far

INa_Ep0=JNa_DifEp(0*Far
IK_Ep0=JK_DifEp0*Far
ICL_Ep0=-]CL_DifEp0*Far

IHem0=IN2a_Hem0 + IK_HemO0+ICl_Hem0 + IBic0
IEp0= INa_Ep0 + IK_Ep0 + ICL EpO
ISCO=(IEp0+ JHid_P0*Far)*1.0e6

IT0=IHemO - IEp0

IpNa0= -JpNa0 * Far/3
IpHO = JHid_P0 * Far
INaBicO= JNa_Bic_Hem0 * Far

IPNa0_=IpNa0*1.0e6

IpHO_ =Jhid_P0 *Far*1.0e6
INaBic0_=]Na_Bic_Hem0 * Far*1.0e6
IBicO_= -JBic_DO0*Far*1.0e6
INa_H_=INa_Hem0%*1.0e6
IK_H_=IK_Hem(*1.0e6
ICLH_=ICl_Hem0*1.0e6

INa_Ep0_=INa_Ep0*1.0e6
IXK_Ep0_=IK_Ep0*1.0e6
ICL_Ep0_=ICI_Ep0*1.0e6

IHem0_=IHem0*1.0e6 |
IEp0_= IEp0*1.0¢6

FVMO=(IpNa0 - IpHO + INaBic0 + IT0)*Ganho
Ganho=1.0e16.

VM0=0.043
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{EQUACOES DIFERENCIAIS}

d/dt (QNa)=-JpNa + JNa_D+ (JHid_Na_Hem + JNa_Bic_Hem)

d/dt (QK)=JpK + JK_D - JCI_K_Ep

d/dt (QAnCarbT )=JAnCarb- JCl_Bic_Hem+JNa_Bic_Hem +JAnCarb_Dif + JBic_D
d/dt (QHidT )=]JpAcNv - JHid_P + JBic_P - JHid_Na_Hem

d/dt(QAcNv) =JpAcNv + JAcNv_Cl_Hem

d/dt(QBic) = JBic_P +JNa_Bic_Hem-JCl_Bic_hem + JBic_D

~ INIT QNa= QNa0

INIT QK= QKO

INIT QAnCarbT= QAnCatbT0
INIT QHidT= QHidT0

INIT QAcNv= QAcNv0

INIT QBic= QBic0

{CALCULO DO POTENCIAL INTRACELULAR}
FVM=(IpNa - IpH + INaBic + IT)*Ganho

Vit=0.03

GUESS VM = Vit
ROOTS VM =FVM
LIMIT VM>=0

- LIMIT VM<=.2

{CALCULO DA QUANTIDADE INTRACELULAR DE PROTOES LIVRES}

CHid_C=QHid/V_C
QOxid_C= COxid_C*V_C

FHH=(QHidT - QHId - ( 2*Qprot -QProt_eq))*1el1
GUESS QHid = QHid0

ROOTS QHid = FHH

LIMIT QHid >= 1.0e-14

LIMIT QHid <= 1.0e-11

{CALCULO das QUANTIDADES de PROTE{NAS E DE TAMPAO INTRACELULAR} '

QOsm_C0 = V_C0 * COsm
CAT0=CNa_C0+CK_C0+ CHid_C0
ANO= CBic_C0+CCl_C0+ COxid_CO+CAcNv_C0
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CProt_mol0=COsm - CATO - ANO

QProt_mol = CProt_mol0 * V_CO0

QProt_eq0 = V_CO * (CATO - ANO)
FunProt0=(1+TANH(slope*(PH_C0-9.75)))

QProt= QProt_eq0/FunProt0

FunProt= (1+TANH((slope*(PH_C-9.75)))

QProt_eq= QProt * FunProt
QCl0=QNa0+QKO0+QHid0-QAcNv0-COxid_C0*V_C-QProt_eq0-QBic0
QHidT0=QHid0+ ( 2*Qprot -QProt_eq0)
QCI=QNa+QK+QHid-QAcNv-COxid_C*¥V_C-QProt_eq-QBic
slope=0.7

CAT=CNa_C+CK_C+ CHid_C
AN= CBic_C+CCl_C+ COxid_C+CAcNv_C
IaoT= CAT + AN

QlIaoT= QNa+QK+QCl+QBic+QAcNv + QHid +QOxid_C
QOsm_C=QProt_mol+ QlaoT

{CALCULO DEV_C}

FVC=(V_C - QOsm_C/ COsm)*ganho
ROOTTOL=1.0e-10

GUESS V_C =1.2¢e-3

ROOTSV_C =FVC

LIMIT V_C >= 0.5¢-4

LIMIT V_C <= 3.0e-2

{CALCULO DOS VALORES DE CONCENTRACAO CORRENTES}

CCLC=QCI/V_C

CNa_C = QNa/V_C
CK_C=QK/V_C
pH_C=-LOG10(CHid_C)
COxid_C=KW/CHid_C
CAcNv_C=QAcNv/V_C
CHid_C = QHid/V_C

CBic_C = QBic/V_C
CAnCarb_C = (QAnCarbT - QBic)/V_C
CProt_eq = QProt_eq/V_C
CAnCarbT_C =QAnCarbT/V_C
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~ {EQUACOES DE ACTUALIZAGAO PARA T>0}

JpNa=JpNa_M*[(CNa_C/(CNa_C+KNa_C))*(CK_Hem/ (CK_Hem+KK_Hem))?*INIB_JpNa
JpK=]pNa*2/3
JHid_P=(JHid_PM*(CHid_C/(CHid_C+KHid_C)))*INIB_JHidP

" JAnCarb_Dif= P_AnCarb*(CAnCarB_Hem -CAnCatb_C)
JBic_P = JBic_PM*(Ka*CAnCarb_C - CBic_C*CHid_C)*INIB_]JBic_P
]Hid_Na_HemZ]Hid_Na_HemM*(CNa_Hem*CHid_C-CNa_C*CHid_Hem)*INIB_JHid_Na
JNa_Bic_Hem=]Na_Bic_HemM*(CNa_Hem*CBic_Hem*CCl_C-CNa_C*CBic_C*CCI_Hem)

*INIB_JNa_Bic

JCl_Bic_Hem=]Cl_Bic_HemM*(CCl_Hem*CBic_C -CCl_C*CBic_Hem)*INIB_JCl_Bic
JCLK Ep = JCI_K_EpM*(CK_C*CCI_C-CK_Ep*CCl_Ep)*INIB_]CI__K
JAcNv_Cl_Hem=]JAcNv_MM*(CAcNv_Hem*CCl_C-CAcNv_C*CCL_Hem)*INIB_JAcNv_Cl

{FLUXOS DIFUSIONAIS}

EHem= Factor * VM
EPHem=Exp(EHem)
EEp=-EHem
EPEp=Exp(EEp)
EHemCl= -Factor * VM
EPHemCl=Exp(EHemClI)
~ EEpCl=- EHemCl
EPEpCl=Exp(EEpCI)

GoldHem=IF abs(EHem) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EHem/(EPHem-1)
GoldHemCl= IF abs(EHemCl) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EHemCl/(EPHemCl-1)
GoldEp= IF abs(EEp) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EEp/(EPEp- 1)

GoldEpCl= IF abs(EEpCl) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EEpCl/ (EPEpCI-1)

GradNaHem=(CNa_Hem*EPHem-CNa_C)
GradKHem=(CK_H em*EPHem- CK_ O
GradClHem=(CCl_Hem*EPHemCl-CCl_C)
GradBicHem=(CBic_Hem*EPHemCl-CBic_C)

GradNaEp=(CNa_C*EPEp-CNa_Ep)
GradKEp=(CK_C*EPEp-CK_Ep)
GradCIEp=(CCI_C*EPEpCI-CCL_Ep)
JBic_D = PBic_Hem * (GoldHemCl*GradBicHem)
]Na_DifHemZPNa_Hem*GoldHem*GradNaHem*INIB_PNa_Hern
]K_DifHem=PK__Hem*GoldHem*GradKHem
_]Cl_DifHem‘—‘PCl_Hem*GoldHemCl*GradClHem
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JNa_DifEp=PNa_Ep*GoldEp*GradNaEp
]K_Dipr=PK_Ep*GoldEp*GradKEp
]Cl_Dipr=PCl_Ep*GoldEpCl*GradClEp

JNa_D=]Na_DifHem - JNa_DifEp
JK_D=JK_DifHem - JK_DifEp
JCI_D=]JCI_DifHem - JCI_DifEp

IBic= -JBic_D*Far
INa_Hem=JNa_DifHem*Far
IK_Hem=]JK_DifHem*Far
1Cl_Hem=-JCl_DifHem*Far

INa_Ep=JNa_DifEp*Far
IK_Ep=JK_DifEp*Far
ICI_Ep=-]Cl_DifEp*Far

IHem=IN2_Hem + IK_Hem+ICl_Hem + IBic
IEp= INa_Ep + IK_Ep + ICL Ep
ISC=(Ep+ JHid_P*Far)*1.0e6

IT=IHem - IEp

IpNa= -JpNa * Far/3

IpH = JHid_P * Far

INaBic= JNa_Bic_Hem * Far

IPNa_=IpNa*1.0e6

IpH_ =Jhid_P *Far*1.0e6
INaBic_=JNa_Bic_Hem * Far*1.0e6
IBic_= -JBic_D*Far*1.0e6
INa_H_=INa_Hem*1.0e6

IK_H_ =IK_Hem*1.0e6
ICI_H_=ICl_Hem*1.0e6

INa_Ep_=INa_Ep*1 .0e6
IK_Ep_=IK_Ep*1.0e6
ICl_Ep_=ICl_Ep*1.0e6

IHem_ =IHem*1.0e6
IEp_= IEp*1.0e6

{BALANCOS INICIAIS PARA VERIFICAGAO DO PROGRAMA}

BNa0 =-JpNa0 + JNa_DO+ JHid_Na_Hem0 + JNa_Bic_Hem0
BKO =JpK0 + JK_DO - JCILK_Ep0

162



Modelo Matemtico

BAnCarbT0 =JAnCarb - JCI_Bic_Hem0 +JNa_Bic_Hem0 +JAnCarb_Dif0 + JBic_D0
BHidO =JpAcNv - JHid_P0O + JBic_PO0 - JHid_Na_Hem0

BAcNv0 = JpAcNv + JAcNv_Cl_Hem0

BBic0 = JBic_P0 + JNa_Bic_Hem0 - JCI_Bic_Hem0 + JBic_DO0

BCI0 = JCI_K_Ep0 + JNa_Bic_Hem0 + JAcNv_Cl_Hem0 - JC1_DO- JCL_Bic_Hem0

{BALANCOS RECALCULADOS PARA VERIFICAGAO DO PROGRAMA}

BNa01 =-JpNa01 + JNa_DO0+ JHid_Na_Hem01 + JNa_Bic_Hem01

BKO01 =JpK0 + JK_D0 - JCl_K_Ep01

BAnCarbT01 =JAnCarb - JCI_Bic_Hem01 +JNa_Bic_Hem01 +JAnCarb_Dif01 + JBic_D01
BHid01 =JpAcNv - JHid_P01 + JBic_P01 - JHid_Na_Hem01

BAcNv01 = JpAcNv + JAcNv_Cl_Hem01

BBic01 = JBic_PO01 + JNa_Bic_Hem01 - JCI_Bic_Hem01 + JBic_D01

BCI01 = JCI_K_Ep01 + JNa_Bic_Hem01 + JAcNv_Cl_Hem01 - JCL_DO01- JCl_Bic_Hem01

{BALANGOS CORRENTES PARA VERIFICACAO DO PROGRAMA}

BNa =-JpNa + JNa_D+ JHid_Na_Hem + JNa_Bic_Hem

BK =JpK + JK_D - JCI_K_Ep

BAnCarbT =JAnCatb - JCI_Bic_Hem +JNa_Bic_Hem +JAnCarb_Dif + JBic_D
BHid =JpAcNv - JHid_P + JBic_P - JHid Na_Hem

BAcNv = JpAcNv + JAcNv_Cl_Hem

BBic = JBic_P + JNa_Bic_Hem - JCL_Bic_Hem + JBic_D

BCl = JCI_K_Ep + JNa_Bic_Hem + JAcNv_Cl_Hem - JCL_D- JCl_Bic_Hem

{PERTURBACOES}

" Start_JHidP=100

Val_JHidP=0

Rise=10

Alisarl = 1- Exp (-Atraso_JHidP/Rise)

Atraso_JHidP=(TIME- START_JHidP)*STEP(Val_JHidP,start_JHidP)
INIB_JHidP= 1-STEP(Val_JHidP,start_JHidP)*Alisarl

Start_JpNa=100
Val_JpNa=0
Rise=10 . :
Alisar2 = 1- EXp (-Atraso_JpNa/Rise)
Atraso_JpNa=(TIME- START_JpNa)*STEP(V al_JpNa,start_JpNa)
INIB_JpNa= 1-STEP(Val_JpNa,start_JpNa)*Alisar2

Start_JBic_P=100

Val_JBic_P=0
Rise=10
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Alisar3 = 1- EXp (-Atraso_]Bic_P/Rise)
Atraso_JBic_P=(TTME- START_JBic_P)*STEP(Val_JBic_P,start_JBic_P)
INIB_JBic_P= 1-STEP(V. al_]Bic_P,start_jBic_P) *Alisat3

Start_JHid_Na=100

Val_JHid_Na=0

Rise=10

Alisar4 = 1- EXp (-Atraso_JHid_Na/Rise)

Atraso_JHid_Na=(TIME- START_JHid_Na)*STEP(Val_JHid Na,start_JHid_Na)
INIB_JHid_Na= 1-STEP(V: al_JHid_Na,start_JHid_Na)*Alisar4

Start_JNa_Bic=100

Val_JNa_Bic=0

Rise=10

Alisar5 = 1- EXp (-Atraso_JNa_Bic/Rise)

Atraso_JNa_Bic=(TIME- START_JNa_Bic)*STEP(V al_JNa_Bic,start_JNa_Bic)
INIB_JNa_Bic= 1-STEP(V al_]Na_Bic,start_]Na_Bic) *Alisar5

Start_JCl_Bic=100

Val_JCl_Bic=0

Rise=10

Alisar6 = 1- EXp (-Atraso_JCl_Bic/Rise)

Atraso_JCL Bic=(TIME- START_JCI_Bic)*STEP(Val_JCl_Bicstart_JCI_Bic)
INIB_JCl_Bic= 1-STEP(V al_JCl_Bic,start_JCl_Bic)*Alisar6

Start_JCI_K=100

Val_JCLLK=0

Rise=10

Alisar7 = 1- EXp (-Atraso_JCI_K/Rise)

Atraso_JCI_K=(TIME- START_JCI_K)*STEP(Val_JCL K start_JCI_K)
INIB_JCL K= 1-STEP(Val_JCL_Kstart_JCLK)*Alisar7

Start_]Ach_ClZ 100

Val_JAcNv_CI=0

Rise=10 .

Alisar8 = 1- EXp (—Atraso_]Ach_Cl/ Rise)

Atraso_JAcNv_Cl= (TIME- START_]ACNV_CI)*STEP 4% al_]Ach_Cl,start_]Ach_Cl)
INIB_JAcNv_Cl=1 -STEP(V al__]Ach_Cl,start_]Ach_Cl) *Alisar8

Start. PNa_Hem=100

Val_PNa_Hem=0

Rise=10

Alisar9 = 1- EXp (-Atraso_PNa_Hem/Rise)

Atraso_PNa_Hem=(TIME- Start PNa_Hem)*STEP(V. al_ PN a_Hem,start_PNa_Hem)
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INIB_PNa_Hem= 1-STEP(Val_PNa_Hem,start_ PNa_Hem)*Alisar9

Start_PCl_H=100

Val_PCI_H=0

Rise=10

Alisar11 = 1- Exp (-Atraso_PCI_H/Rise)

Atraso_PCl_H=(TIME- START_PCl_H)*STEP(Val_PCl_H,start_PCl_H)
INIB_PCI_H= 1-STEP(Val_PCl_H,start_PCl_H)*Alisar11

{VALORES PARA IMPRESSAO}

VM_=VM*1.0e3

V_C_=V_C*1.0e3
ISC_R=ISC/ISCO

{CONCENTRAGOES}

CNa_C0_ =CNa_C0*1.0e6

CK_C0_ =CK_(C0*1.0e6

CCl_C0_ =CCl_C0*1.0e6
COxid_C0_ =COxid_C0%*1.0e6
CHid_C0_ =CHid_C0*1.0e6
pH_CO_=pH_C0-3.0
CAnCarb_C0_ =CAnCatb_C0*1,0e6
CAcNv_C0_=CAcNv_C0*1.0e6
CBic_C0_ =CBic_C0*1.0e6
CProt_mol0_ =CProt_mol0*1.0e6
CProt_eq0_ = QProt_eq0*1.0e6 /V_CO
CNa_0O=CNa_Hem*1.0e6
CK_O=CK_Hem*1.0e6
‘CCI_O=CCl_Hem*1.0e6
CBic_O=CBic_Hem*1.0e6

{FACTORES}

alfaP_Na_ =alfaP_Na
alfaP. K_ = alfaP_K
alfaP_Cl = alfaP_Cl
alfak_ = alfak
alfaHNa_ = alfaHNa
alfaNaBic_ = alfaNaBic.
alfaAcNv_ = alfaAcNv
alfaBic_= alfaBic
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{FLUXOS}

JpNa_=JPNa * 1.0E12

JpK_=Jpk * 1.0E12

JHid_P_=JHid_P* 1.0E12

JAnCarb_Dif_= jAnCarb_Dif* 1.0E12
JBic_P_ = JBic_P* 1.0E12 ‘
JHid_Na_Hem_ =JHid_Na_Hem* 1.0E12
JNa_Bic_Hem_ =]Na_Bic_Hem* 1.0E12
JCL_Bic_Hem_ =JCl_Bic_Hem* 1.0E12
JCLLK_Ep_ = JCI_K_Ep* 1.0E12
]Ach_Cl_Hem_Z]Ach_Cl_Hern* 1.0E12

{FLUXOS DIFUSIONAIS}

JBic_D_ = JBic_D* 1.0E12
JNa_D_=]Na_D* 1.0E12
JK_D_=JK_D* 1.0E12
JCI_D_=JCl_D* 1.0E12

JNa_D_Ep=]Na_DifEp* 1.0E12
JK_D_Ep=JK_DifEp* 1.0E12
JCL_D_Ep=]CI_DifEp* 1.0E12

JNa_D_Hem=]Na_DifHem* 1.0E12
]K_D_Hem=]K__DifHem* 1.0E12
]Cl_D_HemI]Cl_DifHem* 1.0E12

(CORRENTES}

IPNa_=IpNa*1.0e6

IpH_ =JHid_P *Far*1.0e6
INaBic_=JNa_Bic_Hem * Far*1.0e6
IBic_= -JBic_D*Far*1.0e6
INa_H_=INa_Hem*1.0e6
IK_H_=IK_Hem*1.0e6
ICI_ H_=ICl_Hem*1.0e6
INa_Ep_=INa_Ep*1.0e6
IK_Ep_=IK_Ep*1.0e6
ICl_Ep_=ICl_Ep*1.0e6
IHem_=IHem*1.0e6
IEp_= IEp*1.0e6
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{PERMEABILIDADES}

P_Na_=P Na*1.0E9
PNa_Hem_ =PNa_Hem*1.0E9
PNa_Ep_ = PNa_Ep*1.0E9
PK _Hem =PK_Hem*1.0E9
PK_Ep_ =PK_Ep*1.0E9

PClL Hem_ =PCl_Hem*1.0E9
PCl_Ep_ =PCl_Ep*1.0E9
PBic_Hem_ =PBic_Hem*1.0E9
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Significado dos simbolos utilizados

(1) a notagio 0 (ex. ANO) é utilizada para representar o fluxo ou pardmetro no estado estacionario (de

referéncia)

(2) a notagio 01 (ex. CBic_CO0l1) é udlizada para representar o fluxo ou parimetro no estado

estacionatio recalculado para verificagio do modelo

AN soma das concentracdes intracelulares dos aniGes
CAcNv_C v concentra¢io intracelular de 4cidos ndo volateis |
CAcNv_Hem/Ep concentragio de 4cidos nio voliteis na hemolinfa/LEP
CAnCarb C concentracio intracelular de anidrido carbénico

CAnCarb_Hem/Ep concentracio de anidrido carbénico na hemolinfa/LEP

CAnCarbT C concentragio intracelular de anidrido carbénico total
CAT : v soma das concentragdes intracelulares dos catides
CBic C concentracio intracelular de ido bicarbonato
CBic_Hem/Ep concentragio de iio bicarbonato na hemolinfa/LEP
CCa C concentracdo intracelular de ifo célcio
CCa_Hem/Ep concentragio de ido célcio na hemolinfa/LEP

ccl cC | concentracio intracelular de ido cloro
CCl_Hem/Ep concentragio de ido cloro na hemolinfa/LEP

CHid C concentracio intracelular de hidrogenido

CHid Hem/Ep concentracdo de hidrogenido na hemolinfa/LEP
CKC éoncentragio intracelular de ido potdssio

CK Hem/Ep concentra¢do de ido potéssio na hemolinfa/LEP
CMg C concentracio intracelular de ido magnésio
CMg_Hem/Ep' concentracio de ido magnésio na hemolinfa/LEP
CNa_C concentra¢do intracelular de ido sédio
CNa_Hem/Ep concentracio de iio sodio na hemolinfa/L.EP
COsm ' osmolaridade dos fluidos considerados

COxid C | concentragio intracelular de hidroxilido

COxid Hem/Ep concentragio de hidroxilido na hemolinfa/LEP
CProt_eq concentracio intracelular de proteinas ionizadas (carga -1)
CProt_mol concentracio intracelular de proteinas totais
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f

Fﬂl’
GradAnCarb
GradBicHem
GradCIEp
GradClHem
GradKEp
GradKHem
GradNaEp
GradNaHem
TaoT

IBic

ICl Ep

ICI Hem
IEp

IHem

IK Ep

IK Hem
INa_Ep
INa_Hem
INaBic
IpH
IpNa

IsC

IT

JAcNv_Cl Hem

JAcNv_MM
JAnCarb
JAnCarb_Dif
JBic. D
JBic_P
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funcio exponencial

funcio

constante de Faraday (96500 C.mol )

gradiente de anidrido carbonico entre a hemolinfa e citosol
gradiente de ido bicarbonato entre a hemolinfa e citosol
gradiente de ido cloro entre o citosol e o LEP

gradiente de ifio cloro entre a hemolinfa e citosol

gradiente de ido potissio entre o citosol e 0 LEP

- gradiente de ido potissio entre a hemolinfa e citosol

gradiente de ido s6dio entre o citosol e 0 LEP
gradiente de ifo sédio entre a hemolinfa e citosol
soma das concentracdes intracelulares de todos os i0es

corrente difusional de ido bicarbonato através da membrana basolateral

corrente difusional de io cloro através da membrana apical

corrente difusional de i3o cloro através da membrana basolateral
soma das correntes i6nicas difusionais na membrana apical
soma das correntes iénicas difusionais na membrana basolateral
corrente difusional de o potissio através da membrana apical
corrente difusional de ido potdssio através da membrana basolateral
cortente difusional de ifo sédio através da membrana apical
corrente difusional de i3o sédio através da membrana basolateral
corrente i6nica devida ao transportador Na*/HCOs /CI
corrente i6nica devida 2 bomba de H*

cotrente i6nica devida 2 bomba de Na*/K*

cotrente i6nica total através do EEM

soma das cotrentes i6nicas difusionais através da célula

fluxo de 4ac. nio volateis devido ao trocador Acidos Fixos/Cl
taxa maxima de transpotte do trocadot Acidos Fixos/Cl-
produgio metabélica de anidrido carbonico

fluxo difusional total de anidtido carbdénico

fluxo difusional de ido bicarbonato

produgio de i1o bicarbonato pela Anidrase Carbénica
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JBic_PM
JCl_Bic Hem
JCI_Bic HemM
Jci D
JCL_DitEp

JCl DifHem
JCLK Ep

JCI_ K EpM
JHid Na_Hem
JHid_Na_HemM
JHid P

JHid PM
JE.D

JK DifEp

JK DifHem
JNa_Bic Hem
JNa_Bic HemM
JNa_D
JNa_DifEp
JNa_DifHem
JpAcNv

JpK

JpNa

JpNaM

KAnCarb
KHid_C
KK Hem
KNa C
KW
P_AnCarb
PBic_Hem
P _Cl
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taxa maxima de produgiio de 3o bicarbonato pela Anidrase Carbonica
fluxo de o cloro devido ao trocador HCOj3/Cl:

taxa maxima de transpotte do trocador HCOy/Cl-

fluxo difusional transcelular de ido cloro

fluxo difusional de ido cloro pela membrana apical

fluxo difusional de i3o cloro pela membrana basolateral
fluxo de iio cloro devido ao transportador K+/Cl-

taxa mixima de transporte do transportador K*/Cl

fluxo de ido sédio devido ao trocador H*/Na*

taxa maxima de transporte do trocador H* /Na*

fluxo de ies H* devido a bomba de H*

taxa maxima de transporte da bomba de H*

fluxo difusional transcelular de ido potdssio

fluxo difusional de iio potissio pela membrana apical

fluxo difusional de iio potissio pela membrana basolateral
fluxo de ido sédio devido ao transportador Na* /HCO5/Cl-
taxa méaxima de transporte do transportador Na* /HCO;/Cl-
fluxo difusional transcelular de ido sédio

fluxo difusional de ido sédio pela membrana apical

fluxo difusional de ido sédio pela membrana basolateral
produgio metabdlica de 4c. ndo voliteis

fluxo de iio K+ devido 4 bomba de Na*/K*

fluxo de iio Na* devido 2 bomba de Na*/K*

taxa maxima de transporte da bomba de Na* JK+

afinidade da anidrase carbénica para o COz2

afinidade da bomba de protdes para o ido H*

afinidade da bomba de Na*/K* para o ido K*

afinidade da bomba de Na*/K* para o ido Na*

constante de dissociag¢io de H20

permeabilidade da célula a0 anidrido carbénico
permeabilidade da membrana basolateral ao ido bicarbonato

permeabilidade da célula ao ido cloro



P K

P _Na
PCI_Ep

PCl Hem
pHC
pH_Hem/Ep
PK Ep
 PK Hem
pKa

PNa_Ep

PNa_Hem

PreAnCarb_Hem/Ep

PreW
QAcNv
QAnCarbT
QBic
“Qa

QHid
QHidT
QlaoT
QK

QNa -
QOsm_C
QOxid C
QProt
QProt_eq
QProt_mol
R

T

IC

v.C_C
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permeabilidade da célula ao ido potissio
petrmeabilidade da célula ao ido s6dio

permeabilidade da membrana apical a0 ido cloro
permeabilidade da membrana basolateral ao ido cloro
pH do fluido intracelular

pH da hemolinfa/LEP

permeabilidade da membrana apical ao ido potissio
permeabilidade da membrana basolateral ao ido potassio
6,35 -

petmeabilidade da membrana apical a0 i2o s6dio
petmeabilidade da membrana basolateral ao ido sddio
pressio vapor de anidrido carbonico na hemolinfa/LEP
pressdo vapor de H.O

quantidade intracelular de 4cidos nao volateis
quantidade intracelular de anidrido carbénico total
quantidade intracelular de ido bicarbonato

quantidade intracelular de ido cloro

quantidade intracelular de ido H*

quantidade intracelular total de ido H*

quantidade intracelular total de iGes

quantidade intracelular de ido cloro’

quantidade intracelular de ido s6dio

quantidade intracelular total de particulas osmoticamente activas
quantidade intracelular de hidroxilides

quanﬁdade intracelular de proteinas totais

quantidade intracelular de proteinas ionizadas (carga -1)
quantidade intracelular de proteinas totais

constante dos gases perfeitos

temperatura em k

temperatura em °C

volume celular

potencial de membrana
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Conclusées

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos tirar as seguintes conclusGes sobre

algumas parimetros e mecanismos de transporte das células do EEM:

1.
2.

A concentracio intracelular de célcio livre é superior a 0,3 mM.

O Mn®* intracelular é suficientemente elevado para interferir nas medigdes da
[Ca®"]; realizadas com as sondas Fura-2 e Mag-fura-5.

A [Ca™] intracelular, medida com a sonda Fura-2 na presenga de uma
concentracio intracelular elevada de Mn®", é sensivel a alteragdes da concentragdo
extracelular desse ido. A [CaZ"L]Ii aumenta quando o valor da concentragio
extracelular desse iio aumenta, diminuindo quando o valor extracelular diminui.
O pH intracelular € 6,8+0,1, medido na presenca de HEPES 10 mM.

Os inibidores especificos das V-ATPases, Bafilomicina A, e Concanamicina A,
provocam uma diminui¢io do pH, A inibicdo do transporte de H' serd
directamente responsavel pelo aumento da concentragio intracelular desse ido. O
efeito da Bafilomicina A, (10 uM) no pH; é mais acentuado (ApH = 0,17) e mais
tépido (15's) do que o efeito da Concanamicina (10 uM) (ApH = 0,11, 100 seg).
Resultados semelhantes foram observados quando se estudou o efeito daqueles
inibidores na Ccc.

O Amiloride provoca uma diminui¢do do pH; para 6,58+0,01. A inibi¢do do
trocador Na*/H" ou de canais especificos de Na* poderio ser responsaveis pela
diminui¢do do pHi.

O pH intracelular é sensivel a alteragOes na [Ca®"] extracelular, diminuindo para

© 6,35+0,06 quando a concentragio varia de 1 para 0 mM e aumentando para

6,93+0,01 quando a concentragio varia de 1 para 6 mM. O efeito da variacdo da
[Ca®] extracelular é, em ambos os casos, rapidamente revertido quando a
concentracio de [Ca®"] extracelular desse ido volta a 1 mM.

A alteracio do pH; provocada pela vatiagio da concentragio de Ca®" no meio
extracelular permite explicar o aumento da Ccc quando se diminui o calcio
extracelular e a sua diminuicio em situagdo contréria. E o aumento ou
diminuicio da concentragio de H" intracelular que estimula ou inibe a bomba
electrogénica de protdes.

A medicio do pH, na presenca de Amiloride e alteragdo simultinea da [Ca™"]
extracelular (0 ou 1 mM), ndo nos permite concluir se as alteracbes no pH; sio

mediadas pelos mesmos mecanismos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

Conclusées

G N
FE

A adigdo de bicarbonato ao meio de perfusio nio altera o valor controlo do pH
intracelular apesar de se verificar uma acidificagio inicial, rapidamente
compensada.

Nio foi possivel obter uma sobrecarga dcida em células isoladas do EEM apéds a
sua perfusio com NH,CL Este efeito pode ser atribuido a uma permeabilidade
celular baixa a6 iio NH," ou 2 um tempo de incubacio insuficiente.

A actividade da V-ATPase, medida em homogeneizados de EEM, apresenta um
valor mdximo de 4,61,1 umol Pi/mg proteina/hora para um pH de 7,4, uma
concentracdo de ATP de 4,5-6 mM e uma temperatura de 27°C.

A presenca do iio sulfito (200 mM) aumenta a actividade da bomba de H" em
cerca de 20 vezes. O poder redutor deste ido deverd ser responsivel por esse
efeito, através de um mecanismo que podera estar igualmente envolvido na
regulacio de actividade da bomba 7 vivo.

A Bafilomicina A; (10 uM) e a Concanamicina A (10 pM), dois inibidores
especificos das ATPases do tipo V, inibem 40 a 50 % da actividade total da
ATPasica presente no homogenato do EEM.

A dose de Bafilomicina A, necessiria para obter uma inibicdo mdixima da
actividade da V-ATPase é de 10 uM e a IC, é de 14 nmoles.mg” proteina.

A dose de Concanamicina A necessaria para obter uma inibi¢io mdxima da V-
ATPase é de 10 uM e a IC,; é de 8 nmoles.mg” de proteina.

A dose de Bafilomicina A, necessatia para obter uma inibi¢do maxima da Ccc é
de 0,5 pM e a dose necessétia para obter um efeito semi-mdximo € de 0,17 uM..
A dose de Concanamicina A necessiria para obter uma inibi¢io maxima da Ccc €
de 5 uM e a dose necessaria para obter um efeito semi-maximo € de 0,7 uM.

O DCCD (100 uM) inibe a V-ATPase de um modo ndo especifico. Nas
condi¢des experimentais utilizadas, no foi observada inibicdo desta bomba pela
NEM, nem pelo ifo nitrato. Estes inibidores deverdo actuar por um mecanismo
susceptivel a presenga do ido sulfito.

A Bafilomicina A, (10 uM) mesmo ap6s 2 horas de actuag¢do ndo inibe a Cec
quando adicionada ao lado basolateral da preparagdo. Este resultado parece
indicar que este inibidor, na concentragio usada, nio inibe a bomba de Na'/K"
(P-ATPase) presente na membrana basolateral deste epitélio.

Os resultados de voltagem controlada obtidos por Coimbra (1988), Rebelo da

Costa (1993), Barrias (2003) e os resultados obtidos (capitulo 4) serviram de base



22.

23.

24.

Conclusies

para a elaboragio de um modelo matematico do sistema (capitulo 6). Em todas as
simulacdes realizadas foi possivel reproduzir os resultados experimentais obtidos
para o efeito de inibidores especificos de sistemas de transporte sobre a Ccceo
pH intracelular. »

A simulagio matemitica do efeito do Amilotide sobre a Ccc e o pH; sé foi
possivel assumindo a inibigdo do trocador Na*/H", descrita potr Coimbra e col.
(1988) e de canais especificos de Na*, ainda néo descritos neste epitélio.

A simulacio matemiatica do efeito do DIDS e SITS na Ccc s6 foi possivel
assumindo a inibicio dos sistemas de transporte de bicarbonato descritos (Bartias
2003, Coimbra 1988) e de canais especificos de CI, descritos por Barrias (2003).
A anilise dos resultados do modelo matemitico permite-nos sugerir a existéncia
de canais especificos de sédio, potissio e bicarbonato e de um trocador de dcidos
volateis/Cl na membrana das células de EEM. A sua localizagdo e propriedades

terdo ainda que ser esclarecidas.
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Abreviaturas

[ ] - concentragdo
[ ], — concentragio intracelular
[ ],— concentragio extracelular
(aq) — estado aquoso

(s) - estado sélido

Aem — comptimento de onda de emissdo

Aexc — comprimento de onda de excitagdo

@ — didmetro

ABS — albumina bovina sérica

APS — icido picrilsulfonico

AM — acetoximetil

BCECF - 2',7'-bis-(2-carboxietil)-5- carboxifluoresceina
Ccc - corrente de curto-circuito

Cps — contagens por segundo

DCCD - Diciclohexilcarbodiimida

DIDS — icido 4,4’-diisotiocianostilbeno-2,2-dissulfénico
DMSO — dimetilsulféxido

DTT - ditiotreitol

ECM - epitélio cavitirio do manto

EEM - epitélio externo do manto

EGTA — 4cido etileno-glicol-bis-(B-aminoetiléter)-N,N,N’-tetraacético de sodio
e.p.m. — erto padrio da média

e col. — e colaboradores

.g — aceleragio da gravidade

HEPES - icido-4-(2-hidroxietetilo)-1-piperazinetanossulfonico
Hem — hemolinfa

IC,, — dose de efeito semi-méximo

Kd — constante de dissociagao

LEP - liquido extrapaleal

MES - 4cido morfolino-etanossulfénico

NEM - N-etilmaleimida

n — nimeto de amostras

PAR - parametro

pH,- pH intracelular
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Abreviaturas

P,— fésforo inorginico, permeabilidade i6nica
RA1Ca — ringer Anodonta 1 Ca®’

RA0Ca - ringer Anodonta 0 Ca”™

RA6Ca — ringer Anodonta 6 Ca™

RBic - ringer Bicarbonato

tpm — rota¢des por minuto

SITS — 4cido 4-acetamida-4-isotiocianostilbeno-2,2’-dissulfonico
T — temperatura absoluta

TCA - 4cido tricloroacético

TBTO - tributiltinéxido

TPEN - tetrakis-(2-pitridilmetil)etilenodiamina

Voc — potencial em circuito abetto
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