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Resumo 

O principal objectivo deste trabalho é o esclarecimento de mecanismos de transporte 

iónico presentes no epitélio externo do manto (EEM) deAnodotita cygnea. O EEM de 

Anodonta cygnea e dos bivalves em geral é o órgão responsável pela formação e manutenção 

da concha nestes animais. 

Usando a técnica de epi-fluorescência fizeram-se determinações da concentração 

intracelular do ião Ca +. A determinação da concentração intracelular desse ião, utilizando as 

sondas Fura-2 e Mag-fura-5, foi dificultada pela elevada quantidade intracelular de iões Mn2+ 

que se sabe existir neste epitélio. A utilização de um quelante de Mn2+ (TPEN) permitiu 

verificar que a concentração intracelular de Ca + livre é superior a 0,3 mM. Verificou-se 

igualmente que a concentração intracelular desse ião é sensível à variação da sua 

concentração extracelular. 

O pH intracelular, determinado com a sonda BCECF, tem um valor de 6,8±0,1. Os 

inibidores específicos da bomba de protões Bafilomicina A, e Concanamicina A provocaram 

uma diminuição do pH i ; concordante com o efeito desses mesmos na Ccc, que é devida na 

sua quase totalidade ao funcionamento de uma bomba electrogénica de protões existente na 

membrana apical das células do EEM. 

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

este efeito à inibição do trocador Na+ /H+ . 

O pH intracelular é igualmente sensível a alterações na [Ca +] extracelular, diminuindo 

para 6,35±0,06 quando a concentração varia de 1 para 0 mM e aumentando para 6,93±0,01 

quando a concentração varia de 1 para 6 mM. Estes resultados permitem explicar o efeito da 

concentração de cálcio extracelular na Ccc. O aumento ou climinuição da concentração de 

H+ intracelular estimula ou inibe a bomba electrogénica de protões. 

A caracterização da V-ATPase presente no EEM permitiu determinar uma actividade 

máxima dessa bomba em homogeneizados do epitélio de 4,5+1,1 |amol Pi/mg 

proteína/hora, medida a 27°C, para pH 7,4 e na presença de 4,5-6 mM de ATP. A actividade 

desta bomba é altamente sensível à presença de ião sulfito, apresentando uma estimulação de 

cerca de 20 vezes (para Na2S03 200 mM). Actividade desta bomba foi inibida na presença de 

Bafilomicina A, (10 uM), Concanamicina A (10 yM) e DCCD (100 uM). Os resultados 

obtidos com o ião sulfito e com os inibidores NEM e N a N 0 3 sugerem a existência de 
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mecanismo de oxidação-redução responsável pela estimulação verificada. Este mecanismo 

poderá ocorrer igualmente in vivo, estando envolvido na regulação 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. (1999a; 

1999b), juntamente com alguns dos resultados descritos nesta tese, permitiu a elaboração de 

um modelo matemático, utilizando o software Berkeley Madonna, que pretende ser uma 

ferramenta de análise dos modelos para o transporte iónico no EEM propostos 

anteriormente. 

Com este modelo, foi possível fazer a simulação dos resultados experimentais obtidos 

pelos diferentes autores, mediante a introdução de alguns sistemas de transporte ainda não 

descritos no epitélio, nomeadamente, canais específicos de Na+, K+ e H C 0 3 e o trocador 

Ácidos Não voláteis/Cl". 
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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-fiuorescence 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 Mn2+ known to exist in this epithelium. The use of a 

Mn + chelator (TPEN) allowed us to verify that the concentration of intracellular free Ca2+ is 

higher than 0,3 mM. We also verified that the intracellular concentration of that ion is 

sensitive to variations 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 Kx 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 [Ca2+], diminishing 

to 6,35+0,06 when the concentration varies from 1 to 0 mM and increasing to 6,93±0,01 

when the concentration varies 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/hour, 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 Na2S03 200 mM). This activity was inhibited in the presence of Bafilomycin 

A, (10 LiM), Concanamycin A (10 (J.M) and DCCD (100 \xM). The results obtained with 

sulfide and the inhibitors NEM and NaN0 3 suggested the existence of redox mechanism 
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responsible for the stimulation observed. This mechanism could also occur in vivo, 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 transport 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 described in the 

epithelium, namely HC03", Na+ and K+ specific channels and a Non-volatile Acids/Cl" 

transporter. 
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Sommaire 

L'objectif principal de ce travail est de contribuer à une meilleure connaissance des 

mécanismes de transport ioniques présents dans les cellules de l'Epithelium Externe du 

Manteau (EEM) de Anodonta cygnea. L'EEM de Anodonta cygnea, et des bivalves en général, est 

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

L'utilisation de la technique d'epi-fluorescence nous a permis de mesurer la 

concentration intracellulaire de calcium ionique. Les mesures, faites avec les sondes Fura-2 et 

Mag-fura-5, ont été perturbées par les quantités élevées de Mn2+ intracellulaire existantes 

dans cet epithelium. L'usage d'un chélateur de Mn2+ (TPEN) nous a permis de vérifier que la 

concentration intracellulaire de Ca + libre est supérieur à 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 6,8±0,1. Les 

inhibiteurs spécifiques de la pompe à protons, Bafilomicine A, et Concanamicine A, ont 

produit une diminution du pH;. Cette observation est conforme à l'effet de ces composés sur 

le courant de court-circuit (Ccc), originée en raison de l'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 à l'inhibition du transporteur Na+ /H+ . 

Le pH intracellulaire est aussi sensible aux changements de concentration de Ca + 

extracellulaire. Le pH dirninue à 6,35±0,06 quand la concentration varie de 1 à 0 mM et 

augmente à 6,93±0,01 quand la concentration varie de 1 à 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 concentration 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 

|imol Pi/mg protéine/heure, à 27°C, pH 7,4 et en présence de 4,5-6 mM de ATP. L'activité 

de cette pompe est extrêmement sensible à la présence d'ions sulfide, présentant une 

stimulation d'un facteur 20 (par Na2S03 200 mM). Cette activité est inhibée dans la présence 
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de Bafilomicine A, (10 JJM), Concanamicine A (10 \iM) et DCCD (100 |J,M). Les résultats 

obtenus avec l'ion sulfide et les inhibiteurs NEM et N a N 0 3 suggèrent l'existence d'un 

mécanisme redox responsable de la stimulation observée. Ce mécanisme aussi pourrait se 

produire in vivo, étant impliqué dans le règlement de l'activité de cette pompe. 

Le regroupement des résultats expérimentaux obtenus par Barrias (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 thèse, nous ont 

permis d'élaborer un modèle mathématique, utilisant le « software » Berkeley Madonna, un 

outil d'analyse des modèles précédemment proposés pour le transport ionique sur le OME. 

D'après ce modèle, il était possible de simuler tous les résultats expérimentaux obtenus par 

les auteurs cités, en introduisant quelques systèmes de transport qui ne sont pas encore 

décrits dans cet epithelium, à savoir les canaux spécifiques de HC03", de Na+ et de K+ et 

d'un transporteur Acides non-volatiles/CL 
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Introdução 

A formação de estruturas calcificadas, como a concha dos bivalves, resulta da actividade 

de células que têm a seu cargo não só a secreção da matriz orgânica, onde se depositam os 

sais de cálcio, como o transporte de cálcio e outros iões até aos locais de formação dessas 

estruturas. São ainda responsáveis pela regulação local do pH, contribuindo assim para 

determinar o sentido dos movimentos de cálcio: do sangue ou hemolinfa para as lacunas 

onde se dá a precipitação, ou vice-versa. 

Biomineralizâção 

Por biomineralizâção entende-se o processo biológico através do qual um organismo 

regula a formação de uma estrutura composta por um alto teor de elementos inorgânicos, 

com funções variadas que vão desde a protecção e suporte mecânico, à locomoção e ao 

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

Existe uma grande diversidade na composição química das estruturas biominerais 

formadas pelos diferentes organismos, sendo o cálcio o elemento químico mais abundante 

nessas estruturas. É o constituinte das estruturas ósseas, sob a forma de fosfato de cálcio, e 

das conchas dos moluscos, sob a forma de carbonato de cálcio (Hasse e col, 2000). Existe 

ainda sob a forma de oxalates e sulfatos hidratados em algumas estruturas menos 

abundantes (Lowenstam e Weiner, 1989). 

As duas formas mais abundantes do cálcio nas estruturas biominerais, fosfatos e 

carbonatos, apresentam baixas solubilidades e energia de malha elevada, o que as torna 

termodinamicamente estáveis nos sistemas biológicos e por isso tão amplamente distribuídas 

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

O carbonato de cálcio (CaC03) pode encontrar-se sob seis formas distintas, com a 

mesma estequiometria química e estruturas tridimensionais distintas, sendo a calcite e a 

aragonite as formas mais estáveis. Um biomineral pode ser composto por uma ou mais 

destas estruturas diferentes. Por exemplo, as conchas dos moluscos são formadas 

essencialmente de aragonite na parte interna (ou nácar) e de calcite na camada exterior (ou 

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

Para além dos constituintes inorgânicos, as estruturas biominerais são em geral 

compostas por uma matriz de material orgânico. A matriz é constituída por macromoléculas 

que desempenham funções na regulação e iniciação dos processos que conduzem à 
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formação dos biominerais e nas suas propriedades biomecânicas (Hasse e col., 2000; 

Lowenstam e Weiner, 1989). 

São maioritariamente de natureza proteica, podendo ser divididas em dois grupos. Um 

grupo denominado de macromoléculas acídicas (ou funcionais), composto por proteínas 

ricas em resíduos de ácido aspártico e glutâmico e aminoácidos fosforilados. Estas proteínas 

estão frequentemente associadas covalentemente a polissacarídeos, também acíclicos (ricos 

em grupos carbonato ou sulfatos), como por exemplo, proteoglicanos (Marxen e Becker, 

2000; Marxen e col., 1998). O segundo grupo são as denominadas macromoléculas de 

estrutura e possui uma composição mais heterogénea entre os biominerais de diferentes 

organismos. Entre as características mais comuns dos seus constituintes estão a alta 

hidrofobicidade e o facto de estabelecerem ligações "cross-linked" entre si. No nácar das 

conchas de alguns moluscos esta fracção é essencialmente constituída por moléculas de 

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

Em resumo, a matriz orgânica é constituída por uma malha de macromoléculas 

estruturais de natureza hidrofóbica associada a macromoléculas acídicas, que funciona como 

uma superfície de precipitação (ou nucleação), baixando a energia necessária para que 

ocorram os processos de biomineralização 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 organismos que desenvolveram estruturas biominerais 

evoluiu no sentido da utilização de constituintes inorgânicos e de uma matriz de carácter 

orgânico com propriedades semelhantes, pode supor-se que desenvolveram estratégias 

similares na regulação da formação dos biominerais. 

Relativamente a esse ponto, a mineralização pode ser classificada como biologicamente 

induzida ou biologicamente controlada. 

Na mineralização biologicamente induzida, os constituintes inorgânicos são precipitados por 

introdução de perturbações secundárias, como a libertação de produtos finais do 

metabolismo e de certos iões pelas células para o ambiente que as circunda, ou ainda a 

elaboração de uma superfície celular adequadamente composta. Uma das características deste 

tipo de biomineralização é o facto de os biominerais, uma vez formados, se manterem 

firmemente ligados à superfície celular. 

Como estes biominerais são produzidos por deposição adventícia, não se encontram 

sob controle celular estrito, fazendo com que a sua composição, tamanho, estrutura e 

organização sejam altamente heterogéneos (Mann, 2001). 
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Pelo contrário, na mineralização biologicamente controlada, os processos que organizam os 

biominerais são finamente regulados pelas células, de modo a originarem estruturas com 

partículas de composição e tamanhos idênticos e com uma organização tridimensional 

definida e complexa. O controle biológico exercido neste tipo de biomineralização é 

composto por uma série de mecanismos distintos que funcionam conjuntamente para que se 

origine um determinado produto final. 

A delimitação espacial é o processo que ocorre inicialmente, sendo fundamental na 

determinação da forma e tamanho do biomineral. A formação de um espaço fechado (intra 

ou extracelular) impede a difusão livre dos componentes do biomineral. Propicia, por isso, a 

formação da matriz orgânica e o controle da composição do fluido em contacto com o 

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

Para além disso, uma das pré-condições essenciais para que ocorra a mineralização é a 

de que o fluido, no qual o mineral vai precipitar, se encontre sobre-saturado relativamente 

aos constituintes inorgânicos do mineral (Lowenstam e Weiner, 1989; Mann, 2001; Rebelo 

da Costa, 1994). 

Por definição, uma solução 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 solução. Nesse caso, a precipitação vai ocorrer até AP ser 

igual a KpS. 

No entanto, a sobre-saturação da solução não é condição suficiente para que se forme 

uma fase mineral sólida estável. Só quando a energia libertada pela formação da ligação de 

uma molécula ao agregado (AGJ for superior à energia gasta na criação de uma nova 

interface sólido-líquido (AG:) é que se forma um agregado estável, ou seja, quando: 

AGN=AG,-AGL<0. 

A medida que diminui AGN, aumenta a velocidade de formação do agregado molecular, 

ou taxa de nucleação. A taxa de nucleação é então dependente de dois factores: o nível de 

sobre-saturação relativo da solução e da energia interfacial do agregado molecular que se 

forma. 

Com a introdução da matriz orgânica, contendo partículas que estabelecem ligações 

específicas com os componentes inorgânicos em solução, as células são capazes de fornecer 

núcleos de precipitação com uma energia interfacial reduzida, promovendo a formação de 

uma dada conformação cristalina em detrimento de outra. Para além disso, certos 
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componentes da matriz, quando em solução, podem funcionar como inibidores do processo 

de nucleação, evitando a formação de núcleos inorgânicos livres em solução e promovendo, 

assim, a deposição mineral sobre uma superfície sólida específica (Weiner, 1986). 

O controlo da composição inorgânica do fluido onde ocorre a mineralização envolve o 

transporte das espécies iónicas, necessárias à formação do mineral, através da estrutura que 

faz a delimitação do espaço onde este se forma. Esse processo, embora ocorra de modo 

distinto quer se trate de vesículas intracelulares ou de estruturas extracelulares, vai envolver 

sempre, numa visão simplificada, a absorção das espécies iónicas do meio externo e 

subsequente transporte para o compartimento de mineralização. Uma vez que as membranas 

fosfolipídicas são praticamente impermeáveis à passagem de espécies iónicas, terão de existir 

transportadores específicos para que a passagem transcelular dos iões possa ocorrer. Os 

transportadores membranares, que activa ou passivamente, movimentam os diferentes iões 

para o compartimento de mineralização estão sob regulação celular, estabelecendo assim um 

mecanismo de controle directo sobre a composição química do fluido de mineralização 

(Mann, 2001). 

Outros mecanismos de regulação directa da composição química do fluido de 

mineralização envolvem a acção de enzimas (como a anidrase carbónica) (Bóer e Witteveen, 

1980; Holm e col., 2001) e a acção de ligandos (como o citrato e o pirofosfato) que podem 

alterar o nível de sobre-saturação do fluido (Cheng e Pritzker, 1988; van der Houwen e 

Vaisami-Jones, 2001). 

Entre os mecanismos de acção indirecta sobre o nível de sobre-saturação do fluido 

estão a alteração da força iónica (por alteração da composição iónica em espécies não 

envolvidas directamente na mineralização, como o Na+ e o K+), a extrusão de H 2 0 do 

compartimento (com o consequente aumento das actividades iónicas) e o bombeamento de 

iões H+ (promovendo alterações no pH do meio, que por sua vez influenciam o estado de 

equilíbrio ácido base dos aniões do mineral, tais como HC03"/ C0 3
2 e HP04

2"/ P 0 4
3 , ou 

ainda alterações do poder complexante de ligandos como o citrato) (Blair, 1998; Dacke e 

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

Transporte transepitelial de cálcio 

O transporte transepitelial de ião cálcio pode ocorrer por duas vias distintas: a via 

paracelular e a via transcelular. 
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A via paracelular envolve a movimentação do Ca2+ através das junções intercelulares. É 

vim processo de transporte pouco selectivo, sendo, apesar disso, a via mais importante de 

transporte do cálcio no epitélio intestinal e renal de alguns animais (Bronner, 1989; Bronner, 

1998). O ião Ca2+ pode movimentar-se bidireccionalmente, sendo o fluxo líquido 

determinado pelo gradiente electroquímico que se estabelece entre os diferentes 

compartimentos ou pelo fluxo em massa de solvente, originado por um gradiente osmótico. 

Embora esta via seja pouco selectiva, existem evidências que apontam para algum tipo de 

controle celular, nomeadamente no epitélio intestinal, não estando esse mecanismo todavia 

esclarecido (Wasserman e Fullmer, 1995). 

Ao contrário da via paracelular, o transporte da Ca2+ pela via transcelular apresenta 

grande especificidade, estando sujeito a um controle estrito pela célula. Pode ser realizado a 

favor ou contra um gradiente electroquímico, implicando este último o gasto de energia 

metabólica. 

Os três passos no transporte transcelular de cálcio são a entrada na célula, a passagem 

pelo citosol e a saída da célula. A entrada do Ca2+, devido ao gradiente que normalmente se 

estabelece entre o exterior e o interior das células, é passiva podendo processar-se por meio 

de canais ou trocadores membranares específicos. Foi descrita a existência de canais de Ca2+ 

no epitélio formador da carapaça de crustáceos (Wheatly e col, 1999) e no manto de bivalves 

(Barrias, 2003; Beirão, 1989) e de trocadores iónicos membranares no epitélio intestinal de 

peixes (Flik e col., 1990). Foi igualmente descrita a presença de canais de cálcio em 

osteoclastos que, não sendo células epiteliais, transportam transcelularmente o cálcio 

resultante da remodelação do tecido ósseo (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 cálcio. O ião cálcio é o mensageiro intracelular por excelência e é responsável 

pelo controlo de muitas funções celulares (Greenaway e Farrelly, 1991). Por este motivo a 

sua concentração intracelular é usualmente mantida dentro de limites estreitos, podendo um 

aumento perturbar seriamente o normal funcionamento da célula. Na maioria das células a 

concentração de Ca2+ livre no citosol é da ordem de 10"7 M. 

O transporte de cálcio através da célula pode ser feito sob a forma não ionizada (em 

agregados calcários) (Ziegler, 1996) ou ligado a proteínas citoplasmáticas com afinidade para 

este ião (Bawden, 1989; Feher e col., 1992). Pode ainda ocorrer através da internalização em 

vesículas 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 cálcio acumula-se na 

superfície da célula, sendo sequestrado em vesículas membranares. Por um processo 

denominado de endocitose, as vesículas atravessam então a célula, sendo posteriormente 

excretadas por exocitose. Está descrito que proteínas do muco produzidas por algum 

epitélios, por serem carregadas negativamente, podem funcionar como sequestradores de 

iões Ca2+, produzindo uma interface que propicia este tipo de transporte (Hattan e col., 2001; 

Marin e col., 2000). 

A saída do ião Ca2+ da célula, devido ao gradiente electroquímico que normalmente se 

estabelece entre o meio intra e extracelular, necessita da acção de mecanismos de transporte 

activos, como a Ca-ATPase (Wasserman e col., 1992; Wasserman e col., 1991), ou facilitados, 

como o trocador catiónico Na+/Ca2+ (Blaustein e Lederer, 1999; Schoenmakers e col., 1993). 

Mecanismos de regulação do pHintracelular 

O pH intracelular influencia directamente um grande número de processos celulares 

essenciais para o crescimento e diferenciação das células, como a actividade enzimática, o 

transporte membranar, a síntese proteica, a comunicação intercelular, entre outros. Não é 

pois de estranhar que a concentração hidrogeniónica intracelular seja mantida dentro de 

limites estreitos. 

A regulação do pH intracelular é um fenómeno concertado que envolve a acção de 

tampões intracelulares e proteínas membranares de transporte. Os processos que contribuem 

para a sua manutenção dentro de limites compatíveis com a vida podem ser divididos em 

dois tipos distintos: processos de acção rápida e processos de acção lenta (Boron e col., 

1981). 

Os processos de acção rápida são requeridos em situações de alterações súbitas de pH. 

Aí, as células recrutam toda uma série de constituintes celulares, que formam os chamados 

mecanismos de tamponamento celular. Estes mecanismos são constituídos por dois 

componentes: (1) mecanismos de tamponamento químico e (2) mecanismos de conversão 

celular de metabolites (Boron e col, 1981). 

Certas proteínas e certos componentes celulares (como o COj) podem comportar-se 

como tampões químicos, contrariando rapidamente as alterações do pH intracelular. O 

tamponamento químico é uma propriedade de ácidos e bases fracos que podem captar ou 

libertar iões H+ do meio, quando surgem alterações no pH, segundo a reacção: 

24 



Introdução 

M" +H+ +>MHn+l 

em que M" é a base fraca de valência n e MH"+1 é o ácido fraco conjugado. O poder tampão 

de uma substância é máximo quando o valor da sua constante de dissociação se iguala à 

concentração de iões H+ do meio. 

Para além disso, a célula possui também a capacidade de modular certas vias 

metabólicas, quando em face a alterações súbitas do pH;. Essas reacções implicam 

normalmente o gasto ou produção de iões H+. Convertendo determinados metabolites 

ácidos (ex., ácido láctico) em produtos neutros (ex., glucose ou COj) ou promovendo 

reacções como a hidrólise de ATP (com produção de H+) ou de fosfocreatina (com gasto de 

H ), algumas células são capazes de contrariar as variações do pH; (Folbergrova e col., 1972). 

No entanto, estes mecanismos de tamponamento celular fornecem uma solução para 

minimizar as alterações súbitas do pH ; que, embora rápida, é apenas temporária. São 

geralmente mais eficazes em situações de sobrecarga ácida e, como seria de prever, têm um 

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

Para que os valores de pH( retornem aos verificados em situações de homeostasia 

celular, é necessária a acção de mecanismos de extrusão das partículas ácidas/básicas, os 

denominados processos de acção lenta. São processos que envolvem a acção de 

transportadores de membrana e que são responsáveis igualmente pela manutenção do pH, 

nas situações de homeostasia. Os transportadores membranares envolvidos neste tipo de 

regulação variam entre os diferentes organismos e num mesmo organismo podem variar de 

tecido para tecido. 

Está descrita a participação directa nos processos de regulação do pH, das seguintes 

famílias de transportadores: 

1. H^-ATPases tipo V - Serão objecto de uma descrição detalhado mais à frente. 

Transportam iões H+, à custa do consumo de energia metabólica, para o exterior da célula. 

São inibidos especificamente por Bafilomicina A, e Concanamicina A (Drose e Altendorf, 

1997). 

2. Ft/K*-ATPases - Este tipo de P-ATPases foi inicialmente descrito em células 

gástricas (Im e col., 1985) tendo-se posteriormente verificado a sua existência em células 

intestinais e renais de mamíferos (Jaisser e Beggah, 1999; Vagin e col., 2002). Actualmente 

encontram-se divididas em duas subfamílias: H+/K+-ATPases gástricas (sensíveis a inibição 

25 



Introdução 

por SCH28080 e Omeprazole) e H+/K+-ATPases não-gástricas (sensíveis a inibição por 

Ubaína e altas concentrações de SCH28080). 

Ambas apresentam uma estequiometria de transporte de 1K+:1H+, transportando iões 

K+ para o citoplasma e iões H+ para o meio extracelular. 

3. Trocadores Na+/lT - Estão descritas duas subfamQias 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 oócitos de ouriço 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). É 

sensível a inibição por Amiloride (com local de ligação no domínio extracelular). Os 

mecanismos comuns de regulação desta subfamília envolvem a interacção de moduladores 

com locais de ligação existentes no domínio citoplasmático do transportador, como iões H+, 

iões Ca2+ e mensageiros secundários desencadeados pela presença de certas hormonas 

(Counillon e Pouyssegur, 2000). 

Por sua vez, um antiporte electrogénico 2Na+ / lH+ , envolvido nos processos de 

calcificação do exosqueleto de crustáceos e equinodermes foi identificado na membrana 

apical de vários epitélios (intestino, rim, brânquia) de invertebrados (Ahearn e col., 1994; 

Ahearn e Clay, 1989; Ahearn e Franco, 1990). Apresenta uma estequiometria de transporte 

de 2Na+:lH+, possuindo igualmente uma afinidade de ligação ao Ca2+ que age como inibidor 

competitivo do transporte de Na+ (Ahearn e Franco, 1990; Zhuang e col., 1995). Os 

trocadores desta subfamília são igualmente sensíveis a inibição pelo Amiloride (com local de 

ligação no domínio extracelular) (Ahearn e col, 1999; Ahearn e col., 1994). 

4. Transportadores HCOj - Esta família de transportadores é constituída por quatro 

subfamílias distintas: trocadores HC03"/Cr dependentes de Na+, trocadores HC03"/Cr 

independentes de Na+, transportadores Na+ /HC03" e transportadores K+ /HC03". 

a. Trocadores HCOj/Cl ' dependentes de Na+ - foram inicialmente descritos em 

neurónios de invertebrados (Russell e Boron, 1976), sendo posteriormente identificada a sua 

presença numa variedade de células de vertebrados e invertebrados (Wang e col., 2000). São 

translocadores sensíveis a inibição por DIDS, SITS e APS (Boron, 2001; Madshus e Olsnes, 

1987). Estão usualmente envolvidos na extrusão de ácido das células de animais (Boron, 

2001). 
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b. Trocadores HCOj/Cl independentes de Na+ - foram inicialmente descritos na 

membrana citoplasmática de glóbulos vermelhos (Kopito e Lodish, 1985), sendo 

posteriormente identificados em células renais e gliais (Boyarsky e col., 1988; Grassl e col., 

1987). São translocadores sensíveis a inibição por SITS e DIDS. Estão usualmente 

envolvidos na extrusão de HC03" das células de animais (Boron, 2001). 

c. Transportadores Na+/HCOj - Estão descritas três classes distintas deste tipo de 

translocador, todas elas sensíveis a inibição por DIDS, que diferem na estequiometria de 

transporte. 

c l . Na /HCOj (1:3) - foram inicialmente descritos em células do túbulo renal 

(Boron e Boulpaep, 1983), estando usualmente envolvidos na extrusão de HC03" 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 estão usualmente envolvidos na entrada de HC03" para células animais 

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

c.3. Na+/HCOj (1:1) - foram inicialmente descritos em oligodendrócitos 

(Kettenmann e Schlue, 1988). São transportadores electroneutros que estão usualmente 

envolvidos na entrada de Na+ e HC03~ para células animais. Ao contrário dos dois 

transportadores anteriores, são pouco sensíveis a inibição por DIDS (Boron, 2001; Boron e 

col, 1997). 

d. Transportadores K1/HCOj - foram inicialmente descritos em células renais 

(Soleimani e col, 1992), sendo posteriormente identificados em axónios (Hogan e col, 

1995). São transportadores sensíveis a inibição por aminas quaternárias (Boron, 2001). Estão 

usualmente envolvidos na extrusão de HC03" das células animais (Boron, 2001; Boron e col., 

1997). 

Em suma, as diferentes células são capazes de regular o pH intracelular, modulando a 

actividade dos diferentes transportadores membranares. Por exemplo, em miócitos do 

bivalve Mercenária campechiensis a regulação do pH ; é realizada através da participação do 

trocador HC03~/Ci" (Ellington, 1993), em hepatócitos de truta através da participação dos 

transportadores HC03"/Ci" e Na+ /H+ (Fossat e col., 1997) e em macrófagos de carneiro 

através da participação 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. Estão presentes nas 

membranas de todas as células vivas e funcionam na conversão de energia biológica e na 

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

Existem três classes de H+-ATPases: P-ATPases, F-ATPases e V-ATPases. As primeiras 

são bombas que funcionam formando um intermediário fosforilado e são geralmente 

sensíveis a concentrações baixas de Ortovanadato (Gruber e col., 2001), ao contrário do que 

acontece com as F e V-ATPases. 

As F-ATPases estão presentes em membranas de mitocôndrias, cloroplastos e 

membranas plasmáticas bacterianas. São bombas que funcionam, geralmente, como ATP-

sintetases, sendo inibidas por concentrações baixas de Azida (Gruber e col., 2001; Pedersen e 

Carafoli, 1987). 

As V-ATPases constituem uma família de bombas amplamente distribuídas, tendo sido 

originalmente sugeridas em membranas de grânulos de cromafina (Kirshner, 1962; Njus e 

Radda, 1978) e membranas vacuolares de fungos (Bowman e col., 1989; Bowman e 

Bowman, 1982). Mais recentemente, foi descrita a sua existência na membrana plasmática 

apical de células epiteliais, de osteoclastos e de células fagocíticas (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") são descritas como um 

complexo proteico composto por dois domínios funcionais: um domínio citoplasmático 

(Vj), onde se dá a hidrólise de ATP, e um domínio transmembranar (V0), responsável pela 

translocação dos protões através da membrana (Forgac, 1999; Nelson, 1992; Supek e col., 

1992; Zhang e col., 1994). 

Parece haver iam padrão comum no que diz respeito à composição peptídica dos dois 

domínios de diferentes V-ATPases, embora existam algumas discrepâncias (Forgac, 1999; 

Nelson e Harvey, 1999; Supek e col, 1992). O domínio V, é composto por 8 subunidades 

distintas (A-H) apresentando uma estequiometria A3B3C1D1E1FxGyHz. O domínio V0 

composto por 5 subunidades distintas (a, d, c, c' e c") apresentando uma estequiometria 

aidic"i(c,c')6 (Figura 1). 

Embora V-ATPases e F-ATPases tenham vima composição estrutural semelhante (no 

que diz respeito a domínios e subunidades proteicas) diferem sobretudo no que diz respeito 
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às suas funções e regulação (Fillingame, 1997; Weber e Senior, 1997). Por exemplo, ao 

contrário do que sucede com as F, as V-ATPases nào são capazes de sintetizar ATP, 

limitando-se a transportar protões, sempre num mesmo sentido, à custa da sua hidrólise 

(Forgac, 1999; Gruber e co l , 2001). 

Figura 1. Representação esquemática duma V-ATPase. 

As funções das V-ATPases são diversificadas (Flarvey, 1992b), sendo responsáveis pela 

acidificação/alcalinização de compartimentos intra ou extracelulares envolvidos em 

processos de endocitose, exocitose e armazenamento de solutos (Forgac, 1999); pela 

energização de membranas (via criação de um gradiente electroquímico) (Sumner e col., 

1995), possibilitando o funcionamento de outras proteínas transportadoras, responsáveis 

pela regulação salina e balanço osmótico (Flarvey, 1992a). 

Ff ma vez que as V-ATPases transportam iões H + , é obvio que têm um papel importante 

na determinação do p H dos compartimentos de e para onde transportam esses iões. Para o 

funcionamento normal dos processos celulares que influenciam é determinante que as 

células mantenham a actividade destas ATPases sob um controlo estrito. 

Estão descritos dois mecanismos de regulação directa da actividade das V-ATPases. Um 

que envolve a dissociação reversível do complexo V0-Va, em complexos V0 e V, livres, 

tornando a bomba incapaz de hidrolizar ATP e de transportar hidrogeniões (Forgac, 1999; 

Nelson, 1992; Sumner e col., 1995). Esta dissociação é rapidamente revertida, sendo os 

complexo livres reutilizados. Está descrita a ocorrência in vitro deste mecanismo por 

tratamento das células com agentes caotrópicos ou por "colcFinactivation" na presença de 
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ATP (Nelson, 1992). A ocorrência in vivo deste último mecanismo está descrita em células 

epiteliais renais (Forgac, 1998). 

O outro mecanismo envolve a formação reversível de uma ponte dissulfureto entre 

resíduos de cisteína específicos presentes no domínio catalítico V, (Forgac, 1999). A 

formação desta ligação torna as V-ATPases incapazes de hidrolizarem ATP e por isso 

inactivas. O mecanismo de inibição do nitrato sobre estas ATPases é explicado pelo seu 

poder oxidante que promove especificamente a formação da ponte dissulfureto (Dschida e 

Bowman, 1995). Verificou-se in vivo que uma mutação, na V-ATPase de leveduras, nos 

resíduos de cisteína envolvidos nessa ligação tornava a bomba resistente a inibição por 

oxidação (Liu e col., 1996). 

Como as V-ATPases são transportadores electrogénicos, para que possa ocorrer o 

transporte de H + sem que se origine um potencial transmembranar elevado é necessária a 

presença de uma condutância iónica membranar paralela para que haja dissipação desse 

potencial. In vivo, o ião envolvido neste mecanismo é geralmente o ião Cl", transportado 

através de canais específicos (Forgac, 1998; Forgac, 1999). A regulação da actividade destes 

canais iónicos poderá representar um mecanismo adicional de regulação da actividade das V-

ATPases. 

Anodonta cygnea 

A Anodonta cygnea é um bivalve de água doce da família Unionidae. Os membros desta 

família encontram-se amplamente distribuídos em lagoas e estuários de águas pouco 

profundas de todo o mundo, constituindo uma significativa parcela da fauna dos fundos 

lodosos. São animais sedentários que filtram a água através das brânquias em busca de 

microorganismos e partículas orgânicas em suspensão. Os grandes volumes de água filtrados 

colectivamente por estes animais contribuem significativamente para a redução da 

quantidade de matéria em suspensão nas massas de água onde habitam (Aldridge, 1999). 

Como filtradores sedentários, são susceptíveis à presença de poluentes na hidrosfera, 

sendo frequentemente usados como biomarcadores da qualidade das águas (Riffeser e Hock, 

2002; Robillard e col., 2003). Ao contrário do que possa parecer são animais resistentes a 

condições desfavoráveis, como a anóxia ou a presença de poluentes (Kadar e co l , 2001; 

Kadar e col., 2002; Nagy, 1973; Ortmann e Grieshaber, 2003), adoptando estratégias que 

lhes permitem a diminuição da taxa de filtração de água ou mesmo o fecho hermético das 

valvas por períodos que podem ir até aos cinco dias (Pynnonen, 1990). 
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Anatomicamente, a Anodonta cygnea é constituída por concha composta por duas valvas 

simétricas (Figura 2) mantidas unidas por músculos adutores (anteriores e posteriores). A 

face interna de ambas as valvas encontra-se revestida por uma estrutura epitelial denominada 

manto. Esta estrutura, com o auxílio dos músculos retractores e da concha delimita duas 

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

Figura 2. Anodonta cygnea. Vistas das faces externas da concha e vista dos principais órgãos 

internos. 

Na cavidade intrapaleal (Figura 3) encontram-se a maioria dos órgãos do animal, 

nomeadamente o coração, o pé (onde se situam as gónadas, uma parte do tecido intestinal e 

os restantes órgãos internos), constituído por tecido muscular, e os dois pares de brânquias 

(um par de cada lado do pé), constituídas por lamelas branquiais. Os órgãos desta cavidade 

comunicam com o meio externo através de dois canais (sifões) formados pelos bordos do 

manto, sendo um de entrada e um de saída. 

A cavidade extrapaleal é delimitada pela face interna de cada uma das valvas do animal e 

pelo manto, sendo preenchida pelo líquido extrapaleal (LEP), de composição inorgânica 

semelhante à do sangue do animal, denominado hemolinfa. Ambos os fluidos têm uma 

composição inorgânica e uma osmolalidade distinta da água da lagoa ou do estuário daí que 

haja necessidade de uma osmorregulaçào efectiva da sua composição. 
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Figura 3. Representação esquemática das principais estruturas internas de Anodonta 

cygnea (corte longitudinal), segundo •vrww.ManandMollusc.com, 2003. 

De modo a manter estas concentrações iónicas nos diversos fluidos corporais, a 

Anodonta cygnea, assim como a generalidade dos bivalves de água doce, tem que transportar 

activamente os iões a partir de um meio diluído. ELstes animais têm igualmente de lidar com 

o problema da entrada de água por osmose, que resolvem mantendo uma elevada produção 

de urina (Dietz, 1985). Todavia, esse mecanismo, juntamente com a permeabilidade iónica de 

alguns sistemas epiteliais, levam a que ocorra saída de iões para o meio externo. Assim, para 

balançar essas perdas, o animal mantém uma reabsorção iónica elevada. 

O manto de Anodonta cygnea é uma estrutura com cerca de 15 a 45 Ltm de espessura 

(Beedham, 1958), sendo constituído por dois epitélios: o epitélio cavitário do manto (ECM), 

que está 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). 

32 

http://�vrww.ManandMollusc.com


Introdução 

AMBIENTE 

BRANCHES 

INTESTINO 

EEM 

Figura 4. Representação esquemática das principais estruturas de Anodonta tygtiea . 

Esquematicamente podemos descrever o sistema como sendo composto por 3 

compartimentos distintos (compartimento intrapaleal ou ambiente, hemolinfa, 

compartimento extrapaleal), uma barreira impermeável (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, brânquias, ECM,...) 

(Figura 4). 

A composição deste sistema evidencia o papel que o manto tem, através do EEM, na 

regulação da composição do líquido extrapaleal e, portanto, no microambiente em que os 

processos de mineralização/destnineralização da concha ocorrem. É, provavelmente, a 

principal fonte de macromoléculas orgânicas deste compartimento, pelo que deverá 

desempenhar o papel principal na geração, crescimento e reparação da concha, controlando 

as concentrações de cálcio, bicarbonato, protões e componentes da matriz do LEP. 

Contexto, objectivos e plano geral do trabalho 

O "Transporte Iónico em Anodonta lygned" insere-se numa área mais vasta, a da 

Biomineralização. 

Os biominerais resultam da associação entre componentes orgânicos e sais minerais 

e são estruturas rígidas que podem desempenhar funções de suporte, protecção e outras. A 
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participação das células na formação dessas estruturas está patente na geometria altamente 

reprodutível das conchas dos moluscos. 

N o ponto Biomineralização ficou patente que a compreensão do modo como são 

formadas as estruturas calcificadas exige a identificação das células ou tecidos responsáveis 

pela sua formação, o conhecimento de como as células segregam os componentes da matriz 

orgânica e do modo como fazem chegar os minerais (cálcio e outros iões) aos locais onde 

ocorre a calcificação. Exige ainda o conhecimento dos mecanismos de controlo desse 

processo. 

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

mecanismos de transporte iónico responsáveis pela mineralização da concha de Anodonta 

cygnea. 

A hipótese de que a concentração de cálcio iónico no epitélio externo do manto devia 

estar perto do equilíbrio com as concentrações de cálcio dos compartimentos extracelulares 

(hemolinfa e líquido extrapaleal) foi em parte confirmada com medições de cálcio feitas com 

microeléctrodos ionossensíveis (Coimbra e col., 1992). Eram, no entanto, necessárias novas 

provas devido às limitações desta técnica (Orchard e col., 1991). 

Foi descrita a presença de uma V-ATPase na membrana apical do E E M , responsável 

pela génese da corrente através do E E M em condições de curto-circuito. Esta bomba 

transporta protões para o fluido extrapaleal a uma taxa elevada e não estava caracterizada do 

ponto de vista bioquímico. Também não era conhecida a relação entre a taxa de transporte 

de protões e o p H intracelular. 

Os objectivos específicos deste trabalho são: 

• Medição do cálcio intracelular em células do E E M usando sondas fluorescentes, 

com o intuito de confirmar resultados obtidos por outros autores com 

microeléctrodos sensíveis a iões; 

• Medição do p H intracelular das células do EEM. Influência de inibidores de 

sistemas membranares de transporte e do cálcio extracelular no p H intracelular; 

• Caracterização bioquímica da V-ATPase presente na membrana apical do EEM; 

• Construção de um modelo matemático dos mecanismos de transporte do EEM. 
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Para atingir os objectivos propostos utilizaram-se várias técnicas experimentais: técnica 

de voltagem controlada, técnicas de medição de concentrações iónicas intracelulares 

utilizando sondas fluorescentes, técnicas bioquímicas de caracterização enzimática e 

utilização de software Berkeley Madonna para a construção do modelo matemático. 

A Tese é constituída por 9 capítulos. No primeiro capítulo (Introdução) referem-se os 

processos de biomineralização, o transporte de cálcio em epitélios e os mecanismos de 

regulação do pH intracelular. É também descrito o animal utilizado como modelo 

experimental - Anodonta cygnea. 

O Capítulo 2 é reservado ao tratamento detalhado da técnica de epi-fiuorescência bem 

como ao modo como se procedeu à montagem e calibração do "set up" que tornou possível, 

no nosso laboratório, a medição de concentrações intracelulares de iões utilizando sondas 

fluorescentes ionossensíveis. 

Nos capítulos 3 e 4 apresentam-se e discutem-se os resultados relativos à regulação do 

cálcio e pH intracelulares em células do EEM. No capítulo 5 apresentam-se os resultados 

que permitiram a caracterização da V-ATPase presente nas células EEM um dos 

mecanismos que participam na regulação do pH destas células. 

No capítulo 6 está descrita a construção de um modelo matemático dos mecanismos de 

transporte do EEM. Para além do interesse puramente científico desse modelo, prevê-se a 

sua futura utilização no design de fármacos com acção sobre os sistemas de transporte e na 

interpretação de resultados experimentais (Fernandes e Ferreira, 1991), em particular os 

relativos à acção de agentes farmacológicos e substâncias tóxicas. 

A discussão dos resultados obtidos é feita separadamente nos capítulos 3, 4, 5 e 6 

evidenciando a investigação descrita em cada um deles. 

As conclusões e a Bibliografia são apresentadas, respectivamente, no capítulo 7 e 9. 
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Introdução 

A fluorescência juntamente com a fosforescência constituem o que se denomina por 

fenómenos de luminescência. São fenómenos em que à absorção de luz por uma molécula, a 

um dado comprimento de onda, se segue a emissão de luz a um comprimento de onda mais 

elevado. A emissão de luz resulta da passagem da molécula de um estado excitado ao estado 

fundamental. O tempo necessário a esta transição é denominado Tempo de Vida (x). 

Moléculas fluorescentes e fosforescentes diferem em T. Substâncias fluorescentes apresentam 

um tempo de vida médio de IO8 s, enquanto que as fosforescentes apresentam um T médio 

de IO"3 a 10° s. 

O fenómeno da fluorescência está na base do desenvolvimento de técnicas com uma 

série ampla de aplicações que vão desde a sequenciação de DNA, à monitorização ambiental, 

hibridização in situ, identificação celular, etc. 

Os métodos baseados na fluorescência apresentam três vantagens principais sobre 

métodos que se baseiam na detecção de outros fenómenos luminosos: sensibilidade elevada, 

rapidez e inocuidade. No que se refere à sensibilidade, permitem detectar variações rápidas 

na concentração da substância fluorescente da ordem do pico e até do fentomolar, uma vez 

que estes métodos detectam alterações de intensidade de fluorescência que ocorrem em 

intervalos de tempo da ordem dos pico segundos. No que se refere à inocuidade, na grande 

maioria dos métodos utilizados nos procedimentos envolvidos nas técnicas de fluorescência, 

as amostras não são afectadas ou destruídas e, por isso, células e tecidos vivos podem ser 

estudados sem que haja alteração da sua fisiologia normal. 

Contudo, estes métodos estão igualmente sujeitos a interferências que têm origem 

sobretudo em dois processos: "photo-bleaching" e "quenching". Ambos os mecanismos 

resultam numa climinuição da intensidade de fluorescência. O "photo-bleaching" é a 

decomposição da sonda por acção da luz incidente. O "quenching" pode ocorrer por uma 

série de mecanismos, tais como atenuação da luz incidente por moléculas presentes em 

solução, colisão da molécula fluorescente excitada com outras moléculas, formação de 

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

Fluorescência de rácio ("ratio fluorescence") 

A técnica de fluorescência de rácio foi desenvolvida para minimizar os problemas 

relacionados com os processos de "photo-bleaching" e "quenching". Nesta técnica utilizam-

39 



A Técnica de Epi-Fíuorescênáa 

se sondas fluorescentes ionossensíveis e específicas, que quando se ligam ao ião, alteram as 

suas propriedades fluorescentes permitindo determinar concentrações iónicas em células 

vivas. Estas sondas são utilizadas em concentrações da ordem do micromolar de modo que, 

quando se ligam ao ião, não alteram significativamente a sua quantidade total livre na célula. 

Quando a concentração do ião muda, o equilíbrio entre a forma livre e a ligada também 

muda. Uma vez que a intensidade de fluorescência é proporcional à concentração da 

substância fluorescente e que a forma ligada e a forma livre da sonda têm propriedades 

fluorescentes distintas, é possível quantificar cada uma delas. A razão entre a intensidade de 

fluorescência de cada uma das formas da sonda (rácio), para cada instante, é uma medida 

mais fidedigna da concentração do ião. Os erros causados por variações do percurso óptico, 

da concentração e pela fotodegradação da sonda fluorescente são assim minimizados 

(Lakowicz, 1999). 

Carregamento e processamento de sondas iónicas fluorescentes. Princípios gerais. 

A grande maioria das sondas iónicas fluorescentes não conseguem atravessar a 

membrana plasmática, não sendo possível fazê-las entrar na célula por difusão simples. Por 

isso, muitas delas existem numa forma quimicamente alterada, usualmente sob a forma de 

um derivado éster, que as torna solúveis na membrana da célula. Como estes derivados éster 

apresentam baixa solubilidade em soluções aquosas, adicionam-se à solução com a sonda, 

agentes dispersantes, como o Pluronic F-127 ou a Albumina Bovina Sérica (ABS), para evitar 

a agregação das moléculas do derivado da sonda em micelas e assim facilitar a sua difusão 

pra o interior da célula (MP_5, 2003). 

Uma vez no interior da célula, por acção de enzimas celulares, o grupo éster 

(Acetoximetil na maioria das sondas) é clivado, obtendo-se assim a forma fluorescente 

ionossensível, incapaz de difundir para fora da célula. Este processo de clivagem intracelular 

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

Embora a utilização de derivados éster seja a forma mais amplamente utilizada, existem 

uma série de outros métodos de incorporação da sonda na célula. Utilizam-se, entre outras, 

técnicas como a microinjecção, a permeabilização da membrana por agentes químicos, o 

choque osmótico e a fusão celular. São técnicas mais invasivas, havendo por isso um maior 

risco de perturbação da homeostasia celular. 

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

processo utilizado para o fazer, não está isenta de causar perturbações ao normal 
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funcionamento celular. Por exemplo, está descrito que algumas sondas potenciométricas são 

citotóxicas para alguns tipos de células (Smith e col., 1981), e que a sonda Fluo-3 impede o 

normal desenvolvimento em algumas células (Strieker e col, 1992). Para além dos problemas 

de citotoxicidade, surgem por vezes problemas na utilização de uma dada sonda devido ao 

sobrecarregamento. Como as sondas funcionam como agentes séquestrantes dos substratos 

para que são específicas, a formação dessa ligação faz diminuir a concentração livre do 

substrato na célula, podendo-se igualmente alterar o normal funcionamento celular. Logo, é 

necessário ter em atenção não só que a quantidade de sonda fluorescente introduzida na 

célula seja suficiente para se obter um sinal forte (em relação ao "ruído de fundo"), mas que 

simultaneamente não seja demasiadamente alta e funcione como agente quelante, 

transtornado a homeostasia celular (Lakowicz, 1999). 

Outros problemas a evitar são o "photo-bleaching" e a compartimentalização da sonda 

em organelos intracelulares. No "photo-bleaching", devido a uma exposição excessiva à 

radiação excitante, a sonda forma derivados químicos não excitáveis. É necessário, por isso, 

que a intensidade do feixe de luz seja ajustada de modo a que se obtenha um ratio sinal de 

fluorescência/ruído de fundo adequado por forma a minimizar esse fenómeno. 

Para além destes problemas técnicos, pode acontecer por vezes que as células 

apresentem valores de autofluorescência elevados. Em certas situações, os comprimentos de 

onda de excitação e de emissão de uma dada sonda coincidem com os de determinados 

componentes celulares. Em células musculares, por exemplo, em que as concentrações de 

FAD e NADH são elevadas a utilização da sonda ionossensível Fura-2 é dificultada (Paddle, 

1985). 

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

parâmetros de modo a evitar potenciais problemas. 
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Instrumentação utilizada e sua montagem 

O sistema de epi-fluorescência utilizado é constituído por cinco módulos principais: 

fonte de luz, monocromador, microscópio, fotomultiplicador e sistema de aquisição de 

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

Lâmpada 

D 
^ 

Monocromador 

• ....-■■ Fibra óptica 

Interface * Microscópio 
iS 

Computador 

Fotómetro 

Fotomultiplicador : 

/ Objectiva 

Luz de ■■'' 
excitação 

Amostra 

Filtro 
Luz Dicróico 
emitida 

Figura 5. Representação esquemática dos componentes do sistema de epi-

fluorescência e sua montagem. 
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Fonte de lunr. utilizou-se uma lâmpada de xénon de 75 W (USHIO). Este tipo de lâmpada 

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

A lâmpada estava colocada num compartimento especialmente concebido para o efeito 

(PTI model A-1010 Arc Lamp Housing) que tinha como função não só proteger o utilizador 

de eventuais perigos (exposição intensa ao feixe luminoso, perigo de explosão devido à alta 

pressão da lâmpada), como proporcionar um modo de refrigeração para a lâmpada e colimar 

o feixe luminoso, que podia então ser focado. A ignição da lâmpada era feita directamente na 

fonte de alimentação (PTI model LPS-220 Power Supply). 

Monocromâdor: utilizou-se um monocromador de excitação (PTI Monochromator model 

102) para fazer a selecção do comprimento de onda da radiação incidente. A selecção dos 

comprimentos de onda é feita através de grelhas de difracção que são controladas pelo 

sistema de aquisição 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 radiação que sai do monocromador (comprimento de 

onda de excitação ± largura da fenda) podiam igualmente ser regulados através da variação 

da largura de fendis aí existentes. O feixe de luz é transmitido do monocromador ao 

microscópio por meio de um cabo de fibra óptica. 

Microscópio invertido de fluorescência: O microscópio (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 utilização de um filtro dicróico e um filtro de emissão 

(Chroma Filter Set 455-0068). O filtro dicróico tem a particularidade de transmitir radiação 

com comprimentos de onda superiores a um determinado valor, denominado comprimento 

de onda de corte, reflectindo todas as radiações com comprimentos de onda inferiores. O 

espectro dos filtros utilizados está representado na Figura 6. 

Fotomultiplicador. o fotomultiplicador (PTI model 814 PMT) detecta a radiação emitida 

pela amostra em "single photon counting". 
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O fotomultiplicador era precedido por um fotómetro (PTI model D-104 Photometer) 

que permitia ajustar o campo de medição do sinal através do controle da abertura de uma 

íris. Permitia igualmente a inserção de filtros adicionais no sistema, caso fosse necessário. 
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Figura 6. Espectro de transmissão do conjunto de filtros Chroma Filter Set 455-

0068 (Legenda: — filteo de emissão; — filtro dicróico) 

Sistema de aquisição de dados, o sistema de aquisição de dados era composto por um 

computador, onde foi instalado o software fornecido pela PTI (Felix 3.1), ligado aos outros 

componentes do sistema via uma interface. 
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Calibrações do sistema de epifluorescência 

Procedeu-se à calibração do monocromador, à optimização da largura da fenda óptica e 

elaboração de curvas de calibração de Ca""+ livre usando Fura-2, de modo a optimizar a 

performance do equipamento (seguindo as instruções do fabricante) e a eliminar 

perturbações verificadas na selecção do comprimento de onda pelo monocromador. 

N o processo de calibração do monocromador realizaram-se dois tipos de medições: 

"scan" de excitação e medições de rácios. 

Foram realizados "scans" de excitação de uma amostra de Fura-2 (1 uM) 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 diminuía progressivamente à 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 excitação de uma amostra de Fura-2 (1 uM) saturada de 

Ca2+ (300-400 nm, incrementos 1,0 nm, 2 nm de largura da fenda). 

Utilizou-se então um espectrofotómetro para medir o espectro de luz emitida pelo 

monocromador (4 medições após "scans" de excitação de 300-380 nm, incrementos de 1,0 
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nm, 2 nm de largura da fenda). O espectro apresentou variações 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 variação 

similar. 
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Figura 8. Medição do espectro de luz emitida pelo monocromador utilizando um 

espectrofotómetro. As medições foram realizadas após "scans" de excitação de 

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

O monocromador do sistema de epi-fluorescência foi então ajustado manualmente a 

380 nm. O valor de comprimento de onda registado após cada medição apresentou uma boa 

reprodutibilidade. 

Monitorizou-se com o espectrofotómetro o valor de comprimento de onda mais 

elevado (380 nm) durante uma medição de rácios a 340/380 nm. Os resultados mostraram a 

ocorrência de "saltos" durante a aquisição dos valores de rácio (Figura 9 - painel A) que 

eram acompanhados por alterações no valor registado no monocromador (Figura 9 - painel 

13). Note-se que, como os valores de intensidade medidos a 340 nm também apresentaram 

variações (Figura 9 - painel A), eram de esperar alterações no valor do monocromador a esse 

comprimento de onda. 

As medições de rácios foram realizadas fixando o comprimento de onda de emissão a 

510 nm e fazendo leituras consecutivas a 340 e 380 nm. L-tilizaram-se os valores de 
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intensidade de fluorescência obtidos a 340 n m (F340) e a 380 nm (F380) para se obter um 

valor de rácio representativo de uma medida mais fidedigna da concentração de Ca-+. 

Depois de resolvidos os problemas que levaram à ocorrência do erro no controle do 

monocromador pelo computador realizaram-se experiências com vista à calibração do 

sistema. 
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Figura 9. Painel A - Medição de rácios a 340/380 nm (tempo de integração 2 s, 2 

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

as medições de rácios 340/380 para o valor de comprimento de onda mais 

elevado (380 nm). 
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Foram efectuadas medições de "scan" de excitação fixando o comprimento de onda de 

emissão (kem) a 510 nm e variando o comprimento de onda de excitação (̂ ex) entre 300 e 400 

nm. A intensidade de fluorescência de soluções padrão de Ca2+ livre às quais se adicionou 

Fura-2 foi então registada (Figura 10). 
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Figura 10. "Scan" de excitação de diversas soluções padrão de Ca2+livre realizado 

no sistema de epi-fluorescência. Àem=510 nm. 

De modo a validar os resultados obtidos nesta medição, utilizou-se um protocolo muito 

semelhante para se registar a fluorescência das mesmas soluções num espectrofluorímetro 

Jasco (Figura 11), rotineiramente utilizado. 

Após terem sido realizados todas as calibrações e eliminadas todas as perturbações 

encontradas, foi realizada uma série de pequenos testes de rotina indicados pelo fabricante 

(PTI, 1997), nos quais se verificou o bom funcionamento do equipamento. Acertou-se então 

a largura das fendas do monocromador a 2 nrn. 
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Figura 11. "Scan" de excitação de diversas soluções padrão de Ca2+ livre. 

^em=510 nm. As medições foram realizadas num espectrofluorímetro Jasco. 

Câmara de observação e Sistema de perfusão 

As células, cuja fluorescência se queria medir, foram visualizadas numa câmara de 

perfusão fechada (Harvard Apparatus modelo RC-20 H small volume imaging chamber), por 

duas lamelas de vidro (15 mm 0 ) coladas com vedante de silicone. A lamela inferior foi 

revestida com poli-L-lisina para se conseguir uma melhor aderência das células. A solução de 

poli-L-lisina 0,01% foi preparada dissolvendo 5 mL de solução stock de poli-L-lisina 0,1% 

em 50 mL de água desionizada. Desta solução eram pipetados 100 uL para cada lamela. 

Após 10 minutos em repouso à temperatura ambiente, o excesso de poli-L-lisina foi retirado 

e as lamelas eram postas a secar durante a noite. 

A perfusão das células foi feita por gravidade-aspiração, por intermédio de um sistema 

de torneiras que permitia comutar o fluxo proveniente dos diferentes reservatórios contendo 
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as diferentes soluções através de tubos de polietileno que se reuniam numa estrutura em 

forma de aranha fixa na platina do microscópio. O sistema de aspiração do banho era 

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

uma bomba de vácuo. 
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Introdução 

O crescimento da concha em Anodonta cygnea resulta da deposição de carbonato de 

cálcio sobre uma matriz orgânica. O local onde se dá a formação da concha é o 

compartimento extrapaleal que, como foi referido no capítulo 1, encontra-se preenchido 

com o líquido extrapaleal. O EEM reveste a face da concha metabolicamente activa e 

desempenha um papel preponderante na sua génese, crescimento e reparação, através do 

controlo que exerce na concentração de cálcio, protões (Coimbra e col., 1992; Coimbra e 

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

Em Anodonta cygnea (Coimbra e col., 1993), este controlo resulta da combinação de 

três processos distintos: (1) secreção de moléculas orgânicas capazes de, baixando a energia 

de activação da reacção de precipitação, formar centros de nucleação ou inibir a precipitação 

por um processo inverso (2) manutenção da concentração de cálcio acima da saturação no 

compartimento que está em contacto com a concha, e (3) a regulação local do pH que pode 

forçar termodinamicamente a reacção abaixo indicada numa direcção ou na outra: 

Ca2+
(aq) +HCO~3(aq) O CaC03(s)+H*(aq) 

Neste sistema, a manutenção de uma concentração de cálcio elevada no fluido 

extrapaleal é essencial. Em Anodonta isto é conseguido pela difusão de cálcio da hemolinfa 

para o fluido extrapaleal. 

É o EEM que controla a passagem do cálcio da hemolinfa para o líquido extrapaleal 

e em sentido contrário (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 

ósseo (osteoblastos e osteoclastos). Neste tecido, os osteoclastos induzem a mobilização do 

cálcio principalmente bombeando protões para o microambiente que rodeia as lacunas de 

reabsorção (Blair, 1998; Blair e col., 1992) ainda que também possam estar envolvidos na 

degradação de componentes da matriz. Os osteoblastos são responsáveis pela síntese de 

matriz orgânica e pela deposição de cálcio (Délaissé e col., 1993; Délaissé e Vaes, 1992). 

A determinação da concentração de cálcio intracelular pode ser feita usando 

fotoproteínas sensíveis a cálcio, microeléctrodos ionossensíveis, proteínas fluorescentes 

quelantes ou indicadores metalocrómicos (Takahashi e col, 1999). Nenhum destes métodos 

utilizados obedece simultaneamente aos seguintes requisitos: conservação da integridade 
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anatómica e funcional das membranas celulares; medições dinâmicas contínuas com uma 

resolução de tempo inferior ao segundo e identificação exacta de célula cuja concentração 

está a ser medida. O uso de microeléctrodos ionossensíveis como os que foram usados por 

Coimbra e col. (1992) são u m método expedito mas possuem uma inclinação de Nernst 

inferior a 30 m V por década, o que significa que, um erro de 5 m V para os potenciais 

eléctricos medidos usualmente, pode levar a estimativas da concentração de cálcio 

intracelular erradas em 50 a 100 % (Coimbra e col., 1992). U m outro problema com o uso 

dos microeléctrodos advém do tamanho das células do E E M (Orchard e col., 1991). Para 

células tão pequenas, a lesão causada pela introdução 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 por Coimbra e 

col. (1992), foram utilizadas neste trabalho sondas fluorescentes para medir a concentração 

de cálcio nas células do E E M . 
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Material e Métodos 

Material Biológico 

Este trabalho foi realizado utilizando como modelo biológico o bivalve de água doce 

Anodonía cygnea. Os animais, obtidos na lagoa de Mira, foram transferidos para tanques de 

plástico, onde foram mantidos com uma coluna de água desclorada com cerca de 20 cm. O 

fundo dos tanques foi coberto com sedimento retirado do fundo da lagoa de forma a 

proporcionar-lhes algum tipo de alimento. A água dos tanques era arejada continuamente, 

por intermédio de uma bomba de ar, e foi substituída semanalmente ou sempre que se 

apresentava turva. 

Os animais foram aclimatados pelo menos uma semana antes de serem utilizados nas 

diversas experiências. Consideraram-se saudáveis os animais que expeliam água 

vigorosamente quando manipulados e cujas valvas tinham uma superfície interna brilhante e 

nacarada. 

Isolamento das células de EEM 

Para que as duas valvas do animal permanecessem abertas, cortaram-se cuidadosamente 

os músculos adutores e retractores anteriores e posteriores, com o auxílio de uma faca, 

evitando danificar o manto. 

Em cada uma das valvas, para separar o EEM do ECM, foi feita uma incisão ao longo 

do canal branquial com o auxílio de uma tesoura oftálmica de pontas curvas. O ECM era 

destacado com o auxílio de uma pinça e desprezado. Deste modo, o EEM ficou exposto e 

foi cortado com o auxílio de uma tesoura, e processado segundo as diferentes necessidades 

experimentais. 

O isolamento das células do EEM colocou alguns problemas relacionados com a 

produção abundante de muco por estas células, o qual pode dificultar grandemente a entrada 

da sonda fluorescente na célula. Por este motivo foram experimentadas substâncias 

mucolíticas (DTT 3 mM e KMn0 4 1 mM) no isolamento das células. Foram igualmente 

experimentados métodos enzimáticos de isolamento das células (com Tripsina 1% e 

Colagenase 1%) e a adição de glucose 1 mM às soluções de isolamento com o mesmo 

propósito. O método de isolamento seleccionado descreve-se a seguir. 
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Após a dissecção do EEM, este foi lavado duas vezes em Ringer Anodonta 1 Ca2* com 3 

mM de DTT e uma vez em Ringer Anodonta 1 Ca2* (Tabela 1). Com o auxílio de um bisturi, 

raspou-se o epitélio até à obtenção de uma suspensão de células. Essa suspensão celular foi 

centrifugada a 500.^ durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

ressuspendido em Ringer Anodonta 0 Ca2* (Tabela 1). A suspensão foi novamente centrifugada 

a 500.^ durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido 

em 500 uL de Ringer Anodonta 0 Ca2*. As células foram mantidas a 4°C até serem utilizadas. 

Viabilidade das células 

Foram feitos estudos preliminares sobre a viabilidade destas células, observando a 

incorporação (ou não) de Azul de Tripano (0,1% p/v em Ringer Anodonta 1 Ca2*). Este 

corante é comummente usado para distinguir células viáveis de células não-viáveis. Só as 

células não-viáveis absorvem o corante e coram de azul, podendo também parecer 

assimétricas. Contrariamente, células vivas e saudáveis mantêm-se incolores e redondas. O 

uso deste corante é sensível ao tempo, uma vez que células viáveis, se incubadas 

prolongadamente, absorvem o Azul de Tripano, podendo isso afectar as contagens e logo os 

resultados de viabilidade. Por esse motivo a adição do corante foi feita imediatamente antes 

da contagem das células. 

Verifkou-se que, pelo menos durante as primeiras 2 horas após a obtenção das células 

(com observações de 15 em 15 minutos), apenas uma minoria desprezável (cerca de 10% das 

células) incorporou o corante. 

Determinação da [Ca2*] intracelular utilizando a sonda Fura-2 

A concentração de Ca + livre intracelular foi medida utilizando a sonda fluorescente 

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

Quando o Fura-2 se liga ao Ca , o espectro de excitação da sonda sofre um desvio para 

valores mais baixos de comprimento de onda. Esta propriedade permite medir a 

concentração de Ca + livre intracelular determinando a intensidade de fluorescência a 340 nm 

(F340), que corresponde à forma ligada da sonda, e a 380 nm (F380), que corresponde à 

forma livre e calculando a razão F340/F380. 
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N(CH2CQOK)2 N(CH2COOK)2 

.0-C4,CH2-0„ 

Figura 12. Estrutura da sonda Fura-2 (MP_3, 2003). 

A membrana plasmática é praticamente impermeável ao Fura-2 para valores de pH 

fisiológico (7,2-7,5). A inserção de um grupo acetoximetil (AM) na sonda resolveu o 

problema de incorporação no interior da célula. O derivado AM introduz-se facilmente na 

célula e uma vez no interior é hidrolizado por esterases não específicas à forma Fura-2, que 

ao contrário da forma esterificada é altamente sensível ao Ca +. A remoção do grupo éster 

(geralmente denominada processamento da sonda) traduz-se igualmente na retenção de 

moléculas de Fura-2 no citosol, que estabelecem ligação com os iões cálcio, causando a 

emissão de um sinal de fluorescência com as características referidas anteriormente. 

Carregamento da sonda 

Como descrito anteriormente a sonda utilizada para medir a concentração de Ca + livre 

intracelular foi o Fura-2. Apesar desta sonda ser amplamente utilizada, a optimização do 

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

A grande maioria dos protocolos para o carregamento e processamento de sondas 

fluorescente foram estabelecidos para células de mamíferos e de alguns invertebrados 

(sobretudo insectos). Utilizando como ponto de partida esses protocolos, foram introduzidas 

sucessivas alterações nos nossos protocolos de carregamento e processamento da sonda 

Fura-2 até se conseguir obter um sinal de fluorescência optimizado. Em condições óptimas a 

intensidade do sinal de fluorescência 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 condições, indicadas pelo fabricante do equipamento de epi-fluorescência (PTI, 1997), 

consegue evitar-se que as alterações de intensidade de fluorescência que viessem a decorrer 

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

se confundissem com os valores de fluorescência de fundo características 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 incubação (15, 

30, 60 ou 120 minutos). Alterou-se igualmente a composição do meio de carregamento 

aumentando nomeadamente a concentração da sonda Fura-2, adicionando agentes 

dispersantes, como o Pluronic F-127 e ABS (Albumina Sérica Bovina) e removendo 

completamente o ião Ca2+ da solução de carregamento (com a adição do quelante de cálcio, 

EGTA 10 mM). Neste trabalho a alteração que produziu um efeito mais significativo e 

conduziu aos resultados pretendidos foi efectivamente a remoção do ião cálcio da solução 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 solução de Ringer Anodonta 0 Ca2* (500 p.L) contendo 10 \iM de 

Fura-2-AM e Pluronic 0,03%, durante 60 minutos, à temperatura ambiente. A suspensão 

celular foi centrifugada a 500.^, durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi ressuspendido em Ringer Anodonta 1 Ca2*. O processamento da sonda foi feito 

durante 15 minutos, à temperatura ambiente. As células foram então transferidas para a 

câmara de observação. 

Determinação da fluorescênáa de fundo 

Após realizadas as medições para determinação da concentração de cálcio intracelular, 

fez-se a medição da fluorescência de fundo. Para tal, perfundiu-se a preparação com Ringer 

Anodonta 0 Ca2* contendo o ionóforo 4-Br-A23187 10 |aM e MnCl2 10 mM, durante 10 

minutos. Fez-se então a medição da intensidade de fluorescência de fundo para cada 

comprimento de onda. 

A substância 4-Br-A23187 é um ionóforo com elevada afinidade para os iões de Mn2+, 

que se insere na membrana plasmática, permitindo a difusão do Mn + para o interior da 

célula. Deste modo os iões de Mn2+ vão estabelecer ligação com o Fura-2, desalojando os 

iões Ca2+. Quando se forma o complexo Fura-2-Mn2+ (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 fluorescência a 

510 nm. 

A intensidade de fluorescência citosólica proporcional à concentração de cálcio no 

citosol resulta da diferença entre a intensidade de fluorescência total e a intensidade de 

fluorescência de fundo, para cada comprimento de onda de excitação. 

Calibração da Sonda 

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

(Grynkiewicz e col., 1985). 

De modo a poder converter os sinais de fluorescência em valores de concentração de 

cálcio intracelulares, no fim de cada protocolo, procedia-se a uma calibração in situ em que 

foi medida a fluorescência de soluções cuja concentração de cálcio livre era conhecida (0 ou 

40 \>M), às quais era adicionado Fura-2 (1 \iM). Mediram-se as intensidades de fluorescência 

em cada situação. 

Para converter a fluorescência medida (razão F340/F380) em concentração de cálcio no 

citosol, utilizou-se a seguinte equação: 

[Ca2+],=K ( R - R ^ n ) F3°8 380 

d ' ( R m ^ - R ) " F M t 
380 

em que: 

Kd - constante de dissociação para o Fura-2; 

R - rácio da intensidade de fluorescência (F340/F380) da amostra; 

Rmin - rácio da intensidade de fluorescência (F340/F380) da solução padrão zero de cálcio; 

Rmáx - rácio da intensidade de fluorescência (F340/F380) da solução padrão saturada de cálcio (40 uM); 

F°38o - intensidade de fluorescência a 380 nm da solução padrão zero de cálcio; 

Fsa,38o - intensidade de fluorescência a 380 nm da solução padrão saturada de cálcio. 

Para determinar o valor da constante de dissociação foram efectuadas medições fixando 

o comprimento de onda de emissão a 510 nm e registando os valores de intensidade de 

fluorescência obtidos para os comprimentos de onda de excitação 340 nm e 380 nm, para 

uma série de 11 soluções de concentração crescente de cálcio livre (0-39 uM) (MP_2, 2002), 

às quais foi adicionado Fura-2 na concentração de 1 uM. Mediu-se a intensidade de 
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fluorescência de cada solução a cada um dos comprimentos de onda referidos (340 e 380 

nm). Fazendo a representação gráfica da função: 

foi possível determinar o valor da constante Kd (Kd = (-l).declive ). 

Determinação da [Ca2*] intracelular utilizando a sonda Mag-fura-5 

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

desenvolvida para determinar os níveis de Mg2+ intracelulares. No entanto, este composto 

tem uma afinidade muito mais elevada para o ião Ca2+ (Kd = 28 |lM) do que para o ião Mg2+ 

(Kd = 2,3 mM). As propriedades espectrofotométricas desta sonda são muito similares às do 

Fura-2 (MP_4, 2003), apresentando apenas uma afinidade para o ião Ca2+ distinta. 

Os procedimentos utilizados para medir a concentração intracelular de cálcio utilizando a 

sonda Mag-fura-5 foram idênticos aos descritos para a sonda Fura-2 com excepção de 

algumas alterações pontuais que serão referidas sempre que necessário. 

Protocolo utilizado 

O protocolo utilizado para determinar a concentração intracelular de cálcio nas células 

do EEM consistiu sequencialmente: na dissecção do EEM, isolamento das células, 

carregamento da sonda, transferência das células para a câmara de perfusão, perfusão das 

células com Ringers de composição conhecida e leitura simultânea da intensidade de 

fluorescência, determinação da fluorescência de fundo e calibração da sonda. 

Técnica de Con focal 

Esta técnica, que se baseia no mesmo princípio da epi-fluorescência, permitiu verificar 

tanto a distribuição espacial do cálcio nas diversas células epiteliais, como no citoplasma 

dessas células. 
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Instrumentação utilizada 

O sistema de confocal consistia num de módulo de imaging Bio-Rad MRC 600 ligado a 

um microscópio Diaphot Nikon. As imagens foram obtidas com uma objectiva de imersão 

x60 plan-apochromat Nikon CFN (abertura numérica, 1,2). As imagens foram visualizadas 

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

As imagens de fluorescência foram adquiridas à temperatura ambiente. A fluorescência 

foi excitada com a linha 488 nm de um laser de argôn-krypton. O sinal foi direccionado para 

um fotomultiplicador passando através de um filtro dicróico de 560 nm (35 nm bandpass) e 

de um filtro de emissão (522 nm). 

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

Distribuição do Ca2* intracelular. Carregamento da sonda. 

As células de EEM foram incubadas numa solução de Ringer Anodonta 1 Ca2* (500 uL) 

contendo 10 fiM de Fluo-3 durante 60 minutos, à temperatura ambiente. A suspensão celular 

foi centrifugada a 500 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

foi ressuspendido em 500 |iL de Ringer Anodonta 1 Ca2*. 

Soluções utilizadas 

Na Tabela 1 está descrita a composição das diferentes soluções utilizadas nos 

procedimentos experimentais. 

Ringer Anodonta 0 Ca2+ Ringer Anodonta 1 Ca2+ Ringer Anodonta 6 Ca2+ 

NaCl 5 5 5 

KC1 1 1 1 

MgCl2 0,5 0,5 0,5 

CaCl2 0 1 6 

HEPES 10 10 10 

Manitol 19 18 8 

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

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

Determinação da [Ca2*] intracelular com a sonda Fura-2 

Constante de dissociação do Fura-2 

Como referido, modo a transformar os sinais de fluorescência obtidos com o Fura-2 em 

valores de concentração intracelular de cálcio livre foi necessário determinar o valor da 

constante de dissociação para esta sonda. 

Obteve-se um valor médio para o KdFUBA.2 de 358 ± 52 nM (n=5). 

Determinação da [Ca~+j intracelular 

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

determinações do valor da concentração intracelular de Ca~+ livre. 

A distribuição da concentração de Ca i f livre está ilustrada na Figura 13 e permite 

verificar que essa concentração se situa entre os valores 75 e 425 nM, com um valor médio 

de 2 1 6 ± 6 4 n M . 

[Ca2+]/nM 

Figura 13. Distribuição da [Ca21 ]j em células isoladas de EEM, obtida usando 

a sonda Fura-2 (n=33). 
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Efeito da variação do cálcio livre extrace lu lar na [Ca]j 

Após incubação com a sonda fluorescente Fura-2 as células foram perfundidas 

sequencialmente com Ringer Anodonta 1 Ca'+, Ringer Anodonta 6 Ca~+ ou Ringer Anodonta 0 

Ca2+ e Ringer Anodonta 1 Ca2+, de modo a verificar o efeito da alteração da [Ca2+] extracelular 

na [Ca~+];. Como se pode observar na Figura 14, quando a concentração extracelular de 

cálcio em contacto com as células de E E M diminuía de 1 mM para 0 mM, o valor da 

concentração intracelular desse ião diminui cerca de 45%, de 179 ± 1 0 nM para 97 ± 3 nM. 

Pelo contrário, quando a concentração extracelular de cálcio aumentou de 1 para 6 mM, 

verificou-se igualmente um aumento de 193 ± 14 nM para 266 ± 1 6 nM (cerca de 32%) no 

valor intracelular . 

RA6Ca / ROCa 

Tempo (s) 

Figura 14. Efeito da alteração da |Ca2+] extracelular na concentração 

intracelular de cálcio nas células de EEM de Anodonta cygnea perfundidas com 

soluções de diferente concentração desse ião (RAlCa — 1 mM Ca2*; RAOCa -

0 mM Ca2+; RA6Ca - 6 mM Ca2+) (média ± e.p.m.; n=9). 

Efeito da Ionomicina na [Ca"+1 intracelular 

Para estudar o efeito da Ionomicina 10 uM na [Ca2^J, as células isoladas foram 

perfundidas sequencialmente com: Ringer .Anodonta 1 Ca'+, Ringer Anodonta 6 Ca2+, Ringer 

Anodonta 6 Ca'+ com Ionomicina 10 |oM e Ringer Anodonta 0 Ca2+. Ao adicionar-se 
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Ionomicina à solução extracelular com 6 mM de cálcio, verificou-se uma aumento da [Ca2+] 

intracelular de 314 ± 13 nM para 522 ± 28 nM, diminuído novamente este valor (184 ± 2 

nM) quando se perfundiam as células com uma solução sem cálcio (Figura 15). 
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Figura 15. Efeito do ionóforo Ionomicina 10 LlM na concentração intracelular 

de cálcio livre nas células de FLEM de Anodonta cygnea perfundidas com 

soluções de diferente concentração de Ca21. (RAlCa - 1 mM Ca24; RAOCa - 0 

mM Ca2+; RA6Ca - 6 mM Ca2+ e adição de ionóforo ) (média ± e.p.m.; n=8). 

Efeito do TPEN na determinação da [Ca
2+

] intracelular 

O T P E N {tetrakis-(2-piridilmetil)etiknodiaminà) é um quelante lipossolúvel selectivo para 

catiões metálicos como o Mn2+, Zn2+ , Cu2+ e Fe2+, com muito baixa afinidade para os iões 

Ca2+ e Mg + (Arslan e col., 1985; McCabe Jr e co l , 1993). As sondas fluorescentes derivadas 

do Fura-2 apresentam afinidades mais elevadas para muitos desses iões do que para o ião 

Ca'+ . Por exemplo, para o ião Mn"+ a afinidade do Fura-2 é cerca de 100 vezes mais elevada 

do que para o ião Ca + (Arslan e col., 1985; Takahashi e col., 1999). A utilização do T P E N 

permite eliminar a interferência na medição da [Ca +] devida à presença desses iões. 

De modo a poder verificar a interferência do ião Mn"+ nas medições da concentração de 

Ca'+ intracelular, mediu-se a fluorescência de células perfundidas com Ringer Anodonta 1 Ca'+ 

e, após um período controlo, adicionou-se o quelante T P E N , na concentração de 100 LtM. 
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Efeito do TPEN na determinação da íCa+] intracelular com a sonda Fura-2 

Como se pode ver na Figura 16, a adição do quelante T P E N (100 |uM) à solução de 

perfusão externa (Ringer Anodonta 1 Ca"') levou a que o sinal fluorescente exibido pela sonda 

atingisse um patamar de saturação. Uma vez que as sondas fluorescentes do tipo Fura-2 

apresentam um intervalo de detecção entre 0,1 .Kd e 10.Kd (MP_3, 2003) foi possível 

concluir que a concentração de Ca"+ intracelular se encontra acima de 3,6 uM. 

I i I I. I 1 1 I i i i r 
H.A. Í C a + T P E N 

0 100 200 3(10 400 500 

Tempo (s) 

Figura 16. Efeito do quelante TPEN (100 uM) na medição da concentração 

intracelular de cálcio livre nas células de EEM de Anodonta cygnea carregadas 

com a sonda Fura-2 e perfundidas com Ringer Anodonta 1 Ca2+ (média ± 

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

Efeito do TPEN na determinação da [Ca~+j intracelular com a sonda Mag-Fura-5 

A utilização da sonda Mag-fura-5 permite determinar concentrações intracelulares de 

cálcio que se situem aproximadamente entre 3 e 300 (J,M. A perfusão das células, 

previamente carregadas com esta sonda fluorescente, com o quelante T P E N 100 pM 

conduziu a uma conclusão semelhante à obtida com a sonda Fura-2. Como se pode verificar 

na Figura 17, a sonda atingiu o patamar de saturação, indicando que a concentração de Ca2 ' 

intracelular se situa acima de 300 pM. 
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Figura 17. Efeito do quelante TPEN (100 (J.M) na medição da concentração 

intracelular de cálcio livre nas células de EEM de .Anodotita cygnea carregadas 

com a sonda Mag-fura-5 e perfundidas com Ringer Anodonta 1 Ca -+ (média ± 

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

Distribuição do Ca2+intracelular 

Para tentar identificar se existiam populações de células no E E M com concentrações 

intracelulares de cálcio livre distintas, utlizou-se a sonda Fluo 3, observando as células com 

um microscópico de confocal. Apenas podemos verificar a existência de algumas células com 

acumulações pontuais de cálcio que deverão corresponder à presença intracelular de 

micropérolas, já anteriormente descrita (Barrias, 2003). 

Como podemos verificar na Figura 18, existe uma localização pontual no citoplasma de 

algumas células deste epitélio de grandes quantidades de cálcio (associadas às regiões de 

brilho mais intenso). Aparte estas zonas de brilho intenso o citoplasma da quase totalidade 

das células observadas apresentava uma intensidade de fluorescência idêntica. 

Estas acumulações de cálcio não ocorrem em todas as células do epitélio (Figura 19), 

podendo observar-se células com várias destas zonas de brilho intenso e outras em que essas 

zonas estão ausentes. 
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Figura 18. Células do EEM incubadas com Fluo-3 visualizadas no 

microscópio de confocal (x600) 

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

microscópio de confocal (x600) 
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Discussão 

Dos trabalhos de Coimbra e col. (1988)e de Coimbra e col. (1992) pode concluir-se 

que os iões cálcio atravessam passivamente as células do EEM. Esta conclusão baseia-se 

nas seguintes observações feitas por aqueles autores: 

a. o EEM é altamente permeável a cálcio uma vez que a condutância transepitelial é 

principalmente determinada pela concentração daquele ião nos líquidos externos; 

b. os fluxos transepiteliais unidireccionais de cálcio são muito elevados; 

c. em curto-circuito, não é possível determinar fluxos líquidos transepiteliais deste ião; 

d. ambas as barreiras (hemolinfática e extrapaleal) são altamente permeáveis a cálcio, 

uma vez que o potencial intracelular é altamente sensível à alteração da 

concentração desse ião em qualquer dos banhos externos; 

e. um aumento da concentração de cálcio nos banhos externos inibe a corrente de 

curto-circuito; 

f. a concentração intracelular de cálcio, medida com eléctrodos ionossensíveis 

específicos para cálcio, está em equilíbrio electroquímico com o cálcio dos 

compartimentos externos; 

g. as concentrações intracelulares de cálcio, medidas com eléctrodos ionossensíveis 

específicos para este ião, seguem as concentrações deste ião nos compartimentos 

externos; 

h. as concentrações intracelulares de sódio, medidas com eléctrodos ionossensíveis 

específicos para este ião, ultrapassam largamente a osmolalidade dos líquidos 

externos o que corresponde seguramente a um artefacto grosseiro só explicável 

pelo efeito do ião cálcio sobre as resinas específicas para sódio. 

Em condições de curto-circuito e na ausência de um fluxo líquido transepitelial somos 

forçados a postular que o cálcio intracelular está em equilíbrio electroquímico com o cálcio 

externo. As medições da concentração de cálcio medidas nesta situação 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 medições do Ca2+ intracelular, pareciam indicar que a concentração de Ca2+ 
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intracelular se situava dentro dos limites de detecção da sonda. De início, obtiveram-se 

sinais de fluorescência com intensidades muito baixas mas que não produziam um valor de 

rácio saturado. Por este motivo foi então melhorado o protocolo de carregamento da 

sonda. 

Optimizadas as condições experimentais, mediu-se a concentração de cálcio 

intracelular, tendo-se obtido um valor de 216 ± 64 nM (n=33), bem abaixo do valor 

reportado por Coimbra e col. (1992). 

O estudo do efeito do cálcio extracelular na sua concentração intracelular permitiu 

verificar que, quando a concentração extracelular «diminuiu de 1 para 0 mM, o valor da 

concentração intracelular desse ião diminui cerca de 45% (Figura 14). Pelo contrário, 

quando a concentração extracelular de cálcio aumentava de 1 para 6 mM, verificou-se um 

aumento de cerca de 32% (Figura 14) Esta resposta das células do EEM às alterações do 

cálcio externo é semelhante à observada por Coimbra e col. (1992) pois, embora a 

concentração de cálcio intracelular medida por estes autores fosse muito mais elevada, 

também eles verificaram que o aumento da concentração de cálcio extracelular provocava 

um aumento do cálcio intracelular e vice-versa. 

Estudou-se então o efeito da Ionomicina na concentração intracelular deste ião. A 

Ionomicina é um ionóforo de cálcio e devido à sua presença na solução de perfusão, a 

concentração de cálcio intracelular deveria ficar em equilíbrio com a do meio extracelular. 

É frequentemente utilizada nos protocolos de calibração in vivo da sonda fluorescentes 

sensíveis a cálcio (MP_3, 2003). Nesses protocolos, a sonda é calibrada dentro das células, 

uma vez finda a experiência, através da sua resposta à perfusão das células em soluções 

externas contendo Ionomicina e concentrações diferentes de ião Ca + (Williams e Fay, 

1990). 

Tendo em conta estes dados, seria de esperar que o aumento do cálcio extracelular de 

1 para 6 mM provocasse um aumento da [Ca2+], superior ao que se verificou o que levaria 

certamente a uma saturação da sonda Fura-2. 

Não foi, no entanto, isso que observámos nas células do EEM. A adição de 

Ionomicina 10 (J,M ao Ringer de perfusão que continha já 6 mM de cálcio, provocou um 

aumento da concentração intracelular de Ca2+ de 314 ± 13 nM para 522 ± 28 nM. Foi 

ainda estudado o efeito na [Ca2+];, de outras concentrações de Ionomicina (1 e 100 uM), 

assim como de outro ionóforo de Ca2+ (A-23187). O aumento da concentração de cálcio 

intracelular observado foi semelhante (dados não apresentados). 
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Surgiu a hipótese de existirem populações de células no EEM com concentrações 

intracelulares de cálcio livre distintas. Os resultados obtidos utilizando a sonda Fluo 3, 

observando as células num microscópico de confocal, não nos permitem confirmar essa 

hipótese. Apenas podemos verificar a existência de algumas células com acumulações 

pontuais de cálcio que deverão corresponder à presença intracelular de micropérolas, já 

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

Por outro lado, as dificuldades encontradas no carregamento da sonda nestas células e 

os valores elevados da fluorescência de fundo frequentemente obtidos levaram-nos a pôr a 

hipótese da existência de interferências nas medições com a sonda Fura-2, diminuindo assim 

a amplitude dos sinais obtidos. 

Ravera e col. (2003) quantificaram uma série de catiões divalentes em vários tecidos de 

alguns bivalves (entre eles, a Anodonta cygnea) e plantas aquáticas, doseando a sua massa por 

grama de peso seco. Entre os catiões que dosearam verificaram que, no manto de Anodonta 

cygnea, o ião Mn2+ é o ião mais abundante logo a seguir ao ião Ca2+, apresentando uma relação 

de massas de 3 Ca2+:lMn2+ (aproximadamente 6:1 em relação de moles) (Ravera e col, 2003). 

Sendo assim, qualquer que seja a concentração intracelular efectiva destes dois iões no 

EEM, e como o Fura-2 possui uma afinidade cerca de 100 vezes superior para o Mn + do 

que para o Ca2+ (KdMns IO"9 M, KdCa = IO"7 M), a sonda intracelular encontrar-se-á quase 

exclusivamente ligada a Mn2+, emitindo um sinal fluorescente com uma intensidade 

muitíssimo reduzida ou mesmo nula. 

Decidiu-se, por isso, estudar o efeito de um quelante do Mn2+(TPEN) na determinação 

da concentração intracelular de cálcio. Este composto apresenta três vantagens: é um 

quelante com afinidade elevada para os iões Mn2+ (Kd SlO"11 M) e baixa para Ca2+ (Kd s i O"5 

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

Se de facto o Mn2+ intracelular fosse a causa das interferências verificadas nas medições 

com o Fura-2, a sonda deveria saturar após a adição do TPEN. Os resultados, representados 

na Figura 16, não deixam margem para dúvidas. A sonda saturou e uma vez que sondas deste 

tipo apresentam um intervalo de detecção entre l.KD e lO.Kd (MP_3, 2003), fomos levados 

a concluir que a [Ca2+]; se encontra acima de 3,6 )aM. 

Mediu-se ainda a concentração intracelular de cálcio utilizando a sonda Mag-fura-5. Esta 

sonda apresenta propriedades espectrofluorimétricas semelhantes às do Fura-2, permitindo a 
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utilização do mesmo conjunto de filtros. É utilizada para medir concentrações intracelulares 

de cálcio iónico situadas entre 3 e 300 |xM (MP_4, 2003). 

Os resultados são semelhantes aos obtidos com Fura-2. A adição do TPEN ao meio de 

perfusão leva a uma saturação da sonda Mag-fura-5, o que permite concluir que a 

concentração de Ca2+ intracelular se situa acima de 0,3 mM. 

Não existem, actualmente, sondas fluorescentes capazes de medir concentrações de 

cálcio iónico tão elevadas como as encontradas por Coimbra e col. (1992). Para 

concentrações acima do milimolar, é recomendado o uso de microeléctrodos ionossensíveis 

que foi o método utilizado por aqueles autores. 

Os nossos resultados parecem confirmar que a concentração de Ca2+ intracelular se situa 

acima de 0,3 mM. Este valor, ainda que inferior ao medido por Coimbra e col. (1992), é o 

mais elevado reportado para a generalidade das células. 

Os resultados então obtidos e os que aqui se apresentam têm uma enorme relevância 

pois é a primeira vez que se descrevem concentrações de cálcio livre intracelulares tão 

elevadas. 

Tendo em conta que os dados disponíveis na literatura apontam para uma elevada 

toxicidade do ião Ca2+ quando presente livre no citosol em concentrações da ordem do 

micromolar (Dong e col, 1998; Lee e col., 1995; Orrenius e Nicotera, 1994), é possível 

postular que as células do EEM possuam uma adaptação especial que lhes permita 

sobreviver com uma concentração tão elevada daquele ião. A caracterização dessas 

adaptações está, no entanto, para além do âmbito desta tese. 
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Introdução 

O pH intracelular de todas as células necessita de ser mantido dentro de limites estreitos 

pois a concentração hidrogeniónica influencia um grande número de processos celulares 

vitais, de que são exemplos a síntese proteica e a função mitocondrial (Capuano e Capasso, 

2003; Roos e Boron, 1981). A determinação do pH intracelular é assim um parâmetro de 

grande importância para a manutenção da função celular (Capuano e Capasso, 2003). 

Os mecanismos de regulação do pH celular são muito semelhantes em todas as espécies 

(Roos e Boron, 1981). Em todas elas o pH intracelular é mantido à custa do balanço entre a 

produção e a eliminação de protões. 

A composição do fluido extracelular, que preenche o compartimento onde se dá a 

formação da concha em Anodonta cygnea, está sob o controlo da actividade das células do 

EEM. É através deste epitélio que passam os constituintes da concha: carbonato, cálcio e 

moléculas de matriz orgânica. São as células do EEM que controlam o pH do fluido 

extrapaleal determinando a cada momento a formação ou a reabsorção da concha (Coimbra 

e col., 1993). 

São razoavelmente bem conhecidos os mecanismos de transporte de H+ e HC0 3 

existentes no EEM (Barrias, 2003; Coimbra e col, 1988; Machado e col., 1990; Rebelo da 

Costa eco l , 1999b). 

Utilizando inibidores selectivos de sistemas de transporte membranares e estudando o 

seu efeito na corrente de curto-circuito (Ccc) gerada pelo EEM, foi identificada a presença 

de transportadores de membrana directamente envolvidos na translocação de iões H+ e 

HC03", de e para o compartimento intracelular. Este epitélio transporta protões para o 

compartimento extrapaleal a uma taxa muito elevada, que é igual à taxa de transporte de 

HCO3" para a hemolinfa (Coimbra e col., 1988; Machado e col., 1990). Observações idênticas 

foram feitas na bexiga urinária da tartaruga (Husted e col., 1979) e no epitélio externo do 

manto de Unto complanatus (Hudson, 1992; 1993). O transporte de protões através da barreira 

apical das células do EEM é devido à operação de uma bomba de protões (V-ATPase) aí 

localizada e inibida pela Bafilomicina A, e Concanamicina A (Rebelo da Costa, 1994; Rebelo 

da Costa e col., 1999b). Bombas de protões deste tipo foram também identificadas na 

barreira apical do epitélio da bexiga urinária da tartaruga (Steinmetz e Andersen, 1982) e do 

sapo Bufo marinus (Ludens e Fanestil, 1972), na pele da rã (Ehrenfeld e col., 1985) e no 

manto de Unio complanatus (Hudson, 1992; Hudson, 1993). 
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Foi ainda identificada a presença na barreira basolateral do EEM, de um transportador 

HCOj/CT, inibido por SITS e DIDS (Coimbra e col., 1988), de um trocador Na+ /H+ , 

sensível a Amiloride (Coimbra e col., 1988) e de um transportador HCO3/C1 dependente de 

Na+, inibido de um modo específico por TNBS (Barrias, 2003). 

O estudo da sensibilidade da Ccc ao inibidor específico da anidrase carbónica Diamox, 

feito por Coimbra e col. (1988) e Machado e col. (1990), levou estes autores a concluírem 

que aquela enzima desempenha um papel importante no fornecimento de iões H e H C 0 3 

essenciais para a génese da corrente de curto-circuito. Na presença de Diamox, a Ccc é 

inibida (Coimbra e col., 1988), assim como a taxa de secreção de ácido para o 

compartimento extrapaleal e a taxa de secreção 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 ionossensíveis, e estudar o efeito 

de inibidores de sistemas de transporte membranares e do cálcio extracelular no pH 

intracelular. 
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Material e Métodos 

Material Biológico 

O material biológico utilizado para este trabalho foi o bivalve de água doce Anodonta 

cygnea, colhido e mantido no laboratório nas condições descritas na secção equivalente do 

capítulo 3. 

Isolamento e viabilidade das células de EEM 

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

no capítulo 3. 

Determinação do pH intracelular em células isoladas do EEM 

Para as determinações de pH intracelular foi utilizada a sonda BCECF (2',7'-bis-(2-

carboxietil)-5-carboxifluoresceína), desenvolvida por Rink e col. (1982). Esta sonda, derivada 

da fluoresceína, quando introduzida dentro das células pode estar sob uma de duas formas 

distintas, monoaniónica ou dianiónica, que apresentam espectros de excitação igualmente 

distintos (Figura 20). Esta propriedade permite que seja determinada uma razão entre a 

emissão do sinal de fluorescência (Xem=535 nm) a cada um dos comprimentos de onda de 

excitação, que será proporcional à concentração hidrogeniónica dentro da célula 

(F490/F440). 

.o o 
° y s. ° 

!jCH,&>H ^ 7 HOCCHJCHJ-

pK=6,91 

Forma monoaniónica 
Xe„c=440 nm 

Forma dianiónica 
Xcxc=490 nm 

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

comprimentos de onda de excitação máximos (Rink e col., 1982). 
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Tal como para a sonda Fura-2, foi utilizado um derivado AM da BCECF que, ao 

contrário da forma não-estereficada, não apresenta fluorescência, introduz-se facilmente nas 

células e uma vez no interior é hidrolizado por estereases não específicas à forma 

fluorescente BCECF. 

Carregamento da sonda 

As células de EEM foram incubadas numa solução de Ringer Anodonta 1 Ca2* (500 uL) 

contendo 10 uM de BCECF-AM e Plutonic 0,03% durante 60 minutos, à temperatura 

ambiente. A suspensão celular foi centrifugada a 500.^, durante 5 minutos. O sobrenadante 

foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em Ringer Anodonta 1 Ca2*. O 

processamento da sonda foi feito durante 15 minutos, à temperatura ambiente. As células 

foram então transferidas para a câmara de observação. 

Calibração 

A calibração da sonda BCECF foi realizada utilizando o método in vivo (Thomas, 1986). 

De modo a poder converter os sinais de fluorescência em valores de pH citosólico, no 

fim de cada protocolo, procedia-se a uma calibração in vivo em que as células eram 

perfundidas com soluções de valor de pH conhecido (5,5 e 9,0) às quais foi adicionado o 

ionóforo Nigericina (10 uM). Mediram-se as intensidades de fluorescência em cada situação. 

Para converter a fluorescência medida (razão F490/F440) em valores de pH no citosol, 

utiliza-se a seguinte equação: 

pH = pK + log-) ^x 
(RB-R) F Bas 

440 

em que: 
pK - logaritmo da constante de dissociação para a BCECF; 

R - rácio da intensidade de fluorescência (F490/F440) da amostra; 

RA - rácio da intensidade de fluorescência (F490/F440) da solução padrão pH 5,5; 

RB - rácio da intensidade de fluorescência (F490/F440) da solução padrão pH 9,0; 

FAc44o - intensidade de fluorescência a 440 nm da solução padrão pH 5,5; 

FBas44o - intensidade de fluorescência a 440 nm da solução padrão pH 9,0. 
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Para determinarmos o valor da constante de dissociação foram efectuadas medições 

fixando o comprimento de onda de emissão a 510 nm e registando os valores de intensidade 

de fluorescência obtidos para os comprimentos de onda de excitação, em células perfundidas 

com soluções de valor de pH crescente (5,5, 6,5, 7,4, 8,0 e 9,0) às quais foi adicionado o 

ionóforo Nigericina (10 uM). Mediram-se as intensidades de fluorescência em cada situação 

e fazendo a representação gráfica da função 

pH = f log- A/ 

(RB-R). 

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

Determinação da fluorescência de fundo 

Após realizadas as medições do pH intracelular, assim como as calibrações necessárias, 

removeram-se as células da câmara de observação e perfundiu-se Ringer Anodonta 1 Ca+. 

Nestas condições, fez-se a medição da intensidade de fluorescência de fundo. 

A intensidade de fluorescência citosólica proporcional à concentração hidrogeniónica no 

citosol resulta da diferença entre a intensidade de fluorescência total e a intensidade de 

fluorescência de fundo, para cada comprimento de onda de excitação. 

Protocolos utilizados 

O protocolo utilizado para medir o pH intracelular nas células do EEM consistiu 

sequencialmente: na dissecção do EEM, isolamento das células, carregamento da sonda, 

transferência das células para a câmara de perfusão, perfusão das células com Ringers de 

composição conhecida e leitura simultânea da intensidade de fluorescência, determinação da 

fluorescência de fundo e calibração da sonda. 

Estudou-se o efeito de uma sobrecarga ácida das células do EEM no pH intracelular, 

perfundindo as células com NH4C1 50 mM. 

Estudou-se o efeito de substâncias inibidoras de sistemas de transporte membranares 

no pH intracelular de células do EEM. Os inibidores utilizados foram a Bafilomicina Aj 10 

[xM, a Concanamicina A 10 |xM e o Amiloride 1 mM. 

Foram igualmente realizadas determinações do pH intracelular em que se alteraram as 

concentrações do ião cálcio na solução exrracelular (de 1 mM para 0 ou 6 mM) e em que 
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simultaneamente se alteraram as concentrações do ião cálcio extracelulares e se adicionou 

Amiloride 1 mM. 

Foi ainda estudado o efeito do ião H C 0 3 no pH intracelular. 

Soluções utilizadas 

Ringer Bicarbonato Ring ;er NH4CI 

NaCl 5 5 

KC1 1 1 

MgCl2 0,5 0,5 

CaCl2 1 1 

HEPES 10 10 

NaHCOs 10 -

NH4CI - 10 

PH 7,4 (NaHO) 7,4 (NaHO) 

Tabela 2. Composição das diversas soluções utilizadas (em mM). 

Nas Tabela 1 (Capítulo 3) e 2 estão descritas as composições das diferentes soluções 

utilizadas nos procedimentos experimentais. 
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Resultados 

Determinação da constante de dissociação da BCECF 

Para podermos transformar os sinais de fluorescência obtidos com a BCECF em valores 

de pH intracelular foi necessário determinar o valor da constante de dissociação para esta 

sonda. 

Obteve-se um valor médio para o pKBCECF de 6,92 ± 0,2 (n=6). 

Determinação do pH intracelular 

Depois de determinado o pK da BCECF, fez-se uma série de determinações do valor 

pH intracelular em grupos de células de EEM (5 a 10 células por grupo). Nas experiências 

realizadas obteve-se uma distribuição de resultados ilustrada na Figura 21. Como se pode 

verificar o pH intracelular situa-se entre os valores 6,5 e 7,1, com um valor médio de 6,8 ± 

0,1. 

pH. 

Figura 21. Distribuição das medições de pH, em células isoladas de EEM (n=24). 
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Efeito do NH4C1 no pH intracelular 

D e modo a obter uma situação de acidose intracelular, perfundiram-se as células do 

E E M com ringer contendo NH4C1 50 mM. A perfusão de células com este composto tem 

sido utilizada para estudar os mecanismos de regulação do p H em várias espécies de 

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

O propósito das nossas experiências era estudar o efeito de inibidores selectivos de 

diferentes sistemas de transporte membranar, na extrusão de ácido e p H intracelular, de 

modo a perceber quais os transportadores envolvidos na regulação do pHf nas células do 

EEM. 

A exposição das células ao ião NH 4
+ resulta num aumento do pH,. O NH 4

+ em solução 

dissocia-se originando amoníaco (NH,). Este composto difunde-se através da membrana e 

uma vez no interior das células pode combinar-se com protões aí existentes formando NH 4
+ , 

segundo a reacção 

NH2+H+ ±>NH;. 

Verifica-se depois uma descida lenta do pH ; devido ao suposto influxo passivo de N H 4 

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

A remoção de NH4C1 da solução exterior, provoca uma dirninuição do pH, para valores 

inferiores ao inicial, reflectindo esta queda a entrada passiva de NH 4
+ . A recuperação do pH, 

para valores controlo é dependente da taxa de excreção dos protões existentes na célula. É 

durante esta fase de recuperação que se costuma estudar o efeito de inibidores no efluxo de 

protões, provocado pela sobrecarga ácida. 

Nas células do EEM, quando perfundidas durante 9 minutos com Ringer contendo 

NH4C1 50 mM (Figura 22), verifica-se um aumento do p H intracelular de 6,80 ± 0,02 para 

7,65 ± 0,12 seguida de uma dirninuição para 7,52 ± 0 , 1 1 e novamente uma recuperação até 

7,71 ± 0,26. Quando se remove o NH 4
+ , o p H desce para 6,95 ± 0,03, um valor de p H acima 

do valor controlo, subindo novamente até ao fim da experiência. Como se pode constatar 

não foi possível nestas células obter uma acidose intracelular. 
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p H 7,40 

400 -WO 

Tempo( s ) 

Figura 22. Efeito da sobrecarga com NH4CI 50 mM no pH intracelular das células de 

EEM de Anodonta cygnea (RAICa - Ringer Anodonta 1 Ca2+; RNH4CI - Ringer NH4C1) 

(média ± e.p.m.; n=6). 

Efeito de inibidores específicos no pHintracelular 

Efeito da Bafilomicina A1 e Concanamiána A. 

100 150 

T e m p o (s) 

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

Anodonta cygnea (RA1 Ca - Ringer Anodonta 1 Ca2") (média ± e.p.m.; n=5). 
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O efeito de inibidores específicos de V-ATPases no p H intracelular das células de E E M 

foi estudado na presença de Ringer Anodonía / Cet+. Ao adicionar-se Bafilomicina A, à 

solução extracelular, verificou-se uma diminuição do p H intracelular de 6,82 ± 0,03 para 6,65 

± 0,04 (Figura 23), sendo este efeito irreversível. A adição de Concanamicina A provocou 

uma diminuição igualmente irreversível de 6,78± 0,01 para 6,68 ± 0,01 (Figura 24). 

6,80 -

6,70 
\ 

6,60 -

1 RAlCa liAICa + Concanamicina ií) j.iM RAlCa 

6 ,50 , , , - r - , - — - ■ , , , - , , - — , - - , , , , - -

1 SIS 

Tempo (s) 

Figura 24. Efeito da Concanamicina AIO uM no pH intracelular das células de EEM de 

Anodonía cygnea (RAlCa - Ringer Anodonta 1 Ca2") (média ± e.p.m.; n=3). 

Efeito do Amiloride 

^w**^ 
RA 1CÍS+Amiloride 1 mM 

300 400 500 600 700 S00 900 

Tempo (K) 

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

Anodonta cygnea (RAlCa - Ringer Anodonta 1 Ca2*) (média ± e.p.m.; n=5). 
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Quando se adicionou Amiloride 1 mM, na presença 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 I 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 ião bicarbonato 

A adição de ião HCO, (10 mM) às células de EEM diminui o pH intracelular de 6,80 ± 

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

6,60 

200 300 

T e m p o (s) 

Figura 26. Efeito do ião bicarbonato 10 mM no pH intracelular das células de EEM de 

Anodonta ijgnea (RAlCa — Ringer Anodonta 1 Ca2i ; RBic - Ringer Bicarbonato) (média 

± e.p.m.; n=3). 

Efeito da [Ca2+] extracelular no pH intracelular 

As células incubadas com a sonda fluorescente BCECF foram perfundidas com 

soluções de composições diferentes de modo a verificar a efeito da concentração extracelular 

de cálcio no pH intracelular destas células. Verificou-se que, quando a concentração 

extracelular de cálcio em contacto com as células de EEM diminuía de 1 para 0 mM, o valor 

do pH intracelular diminui de 6,73 ± 0,05 para 6,38 ± 0,06. Pelo contrário, quando a 
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concentração extracelular de cálcio aumentou de 1 para 6 mM, verificou-se um aumento de 

6,76 ± 0,02 para 6,93 ± 0,01. Os efeitos destas alterações foram revertidos quando se alterou 

novamente o valor da concentração extracelular de cálcio para 1 m M (Figura 27). 

p H 6,60 

RA6C3 / RAOCa 

T e m p o (s) 

Figura 27. Medição do pH intracelular nas células de EEM de Anodonta cygnea 

perfundidas com soluções de diferente concentração de Ca2+ (RAlCa - 1 mM Ca2+; 

RAOCa - 0 mM Ca2+; RA6Ca - 6 mM Ca2+) (média ± e.p.m.; n=5). 

6,90 

P H 6,71 

í,,!!! 

RAlCa+Amiloride 1 mM R0Ca+ Amiloride 1 mM I RAlCa+Am 

200 400 600 800 

T e m p o (s) 

1000 1200 

Figura 28. Efeito do Amiloride 1 mM no pi I intracelular das células de EEM de 

Anodonta cygnea perfundidas com soluções de diferente concentração de Ca2~ (RAlCa — 

1 mM Ca24; RAOCa - 0 mM Ca21 ; Am -Amiloride lmM) (média ± e.p.m.; n=5). 
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Quando, na presença de Amiloride (pH 6,58 ± 0,02), se retirou o ião cálcio da solução 

extracelular, o pHi diminuiu rapidamente para 6,52 ± 0,02, voltando novamente a subir para 

um valor de 6,57 ± 0,01 (Figura 28). Novamente na presença de 1 mM de Ca2+, o p H sobe 

para 6,61 ± 0,02 e para 6,83 ± 0,06, quando se retira o Amiloride da solução externa. 

pH 

RAÍCa RAOCa RAiCa+ Amiloride 1 

400 50 

Tempo (s) 

Figura 29. Efeito do Amiloride 1 mM no pH intracelular das células de EEM de 

Anodonta cygnea perfundidas com soluções de diferente concentração de Ca21 (RAlCa — 

1 mM Ca2+; RAOCa - 0 mM Ca2+) (média ± e.p.m.; n=5). 

Para verificar se as alterações no pHi induzidas pela alteração da concentração de Ca2~ 

extracelular eram dependentes de um trocador sensível a Amiloride, a células perfundidas 

com Ringer Anodonta 0 Ca adicionou-se Ringer Anodonta 1 Ca2+ com Amiloride 1 mM. Ao 

contrário do que acontece na ausência de Amiloride, neste caso o efeito da alteração da 

concentração de cálcio externo não se verificou, mantendo-se o pFI intracelular a 6,64 ± 

0,03. Quando se retirou o inibidor da solução externa o pHi subiu para 6,80 ± 0,04 (Figura 

29). 
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Discussão 

Numa grande variedade de células de espécies de vertebrados e invertebrados o p H 

intracelular, medido com sondas fluorescentes, situa-se entre 6,8 (Nordstrom e col., 1995) e 

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

O p H intracelular médio das células do EEM, medido com a sonda fluorescente 

BCECF, tem um valor de 6,8 ± 0,1 (n=24). O p H foi medido com as células perfundidas 

numa solução contendo Hepes 10 mM, na ausência de bicarbonato e C 0 2 extracelulares. 

Quando comparado com o determinado com microeléctrodos sensíveis (6,4 ± 0,1), por 

Rebelo da Costa (1994) verifica-se que é mais elevado. Essas determinações foram realizadas 

na presença de C 0 2 e HC0 3 " extracelular. Schlue e col. (1988) verificaram uma situação 

semelhante ao medirem o p H de neurónios. Na presença de C 0 2 e H C 0 3 o pH, era 

ligeiramente mais ácido. Foi, no entanto, encontrada pelos mesmos autores uma situação 

inversa: nas células da glia o pH, é mais elevado na presença de C 0 2 e H C 0 3 , quando 

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

O estudo da regulação do p H na maioria das células tem sido realizado determinando o 

efeito de inibidores de transporte na taxa de recuperação do pFli após uma sobrecarga ácida. 

Esta taxa é um índice da capacidade da célula em excretar os protões que permanecem no 

citoplasma depois da dissociação do NH 4
+ e da saída do NH 3 . 

Nas células do E E M não foi possível obter uma sobrecarga ácida ainda que se tivesse 

usado uma concentração de NH4C1 elevada (50 mM). O p H intracelular não desceu abaixo 

do valor inicial, após a remoção do NH4C1 da solução 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 ao NH 4
+ das células em geral e das do E E M , 

em particular, que é responsável pela descida do p H abaixo do valor inicial, é provável que a 

ausência do efeito também se possa dever ao tempo de exposição ao NH4C1 utilizado. Boron 

e col. (1976) obtiveram uma diferença de p H de 0,64, no axónio gigante da Lula, exposto 

durante cerca de 2 horas a uma solução de NH4C1 10 mM. N o entanto, na mesma célula, 

uma exposição de 25 minutos leva a uma descida de p H de 0,2 unidades. 

O estudo do efeito de inibidores específicos das V-ATPases Bafilomicina A, e 

Concanamicina A permitiu relacionar o transporte de protões neste epitélio com o p H 

intracelular. Os resultados apresentados mostram que na presença de Bafilomicina At ou 
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Concanamicina A 10 uM o pH intracelular diminuiu. O efeito da Bafilomicina A, é mais 

rápido 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 são dois inibidores 

específicos da V-ATPase, a diminuição do pH intracelular obtida, a que corresponde um 

aumento da [H+] intracelular, será devida à inibição da bomba electrogénica de protões 

presente nestas células. Estes dois antibióticos provocaram uma diminuição 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 inibição mais 

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

Um efeito da Bafilomicina Ax no pH intracelular, semelhante ao encontrado por nós nas 

células do EEM, foi descrito em macrófagos 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 recuperação do pH, após uma sobrecarga ácida tendo verificado 

uma inibição da recuperação quando em presença daquele inibidor (Saliba e Kirk, 1999; Sotz 

e col., 2002). 

Se, como está 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 concentração de H+ intracelular. O efeito no pH 

é reversível tal como é reversível a inibição, pelo Amiloride, da Ccc gerada por este epitélio. 

O efeito da introdução no meio extracelular do ião bicarbonato provocou uma redução 

inicial do pH que é difícil de explicar, pois uma diminuição do fluxo do trocador HC03"/Cl" 

ou o aumento do trocador Na+/HC03"/Ci" provocada pelo aumento de HC03" extracelular, 

levaria a um aumento do bicarbonato intracelular e consequentemente a um aumento do 

pH;. O aumento do pH; verificado de seguida está de acordo com o efeito tampão deste 

composto - reacção com os protões intracelulares e consequente aumento do pH 

intracelular. 

Coimbra e col (1988) verificaram que, em condições de curto-circuito, um aumento da 

concentração de ião cálcio nos banhos exteriores induzia uma diminuição da corrente 

transepitelial. Como referido, a Ccc que se observa no EEM é quase exclusivamente devida à 

acção de uma bomba (V-ATPase) que transporta H+ do meio intracelular para o fluido 

extracelular em contacto com a barreira apical. Não há igualmente dúvida de que a remoção 

e o aumento do cálcio externo levam respectivamente a uma diminuição e a um aumento do 
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Ca"+ intracelular. Esta constatação resulta da análise dos resultados por nós obtidos e dos 

resultados obtidos por Coimbra e col. (1992). 

O efeito do cálcio na Ccc pode ocorrer por duas vias distintas: por inibição da bomba 

de H+ ou diminuição da concentração de iões H+ no meio intracelular. Ambas as vias 

implicarão uma redução da taxa de transporte pela bomba de H+ e, por isso, da Ccc. 

Está descrita em células de fava (Kinoshita e col., 1995) que a concentração do ião Ca2+ 

controla a actividade de uma V-ATPase na membrana plasmática. Para além disso, o ião 

cálcio poderá interactuar com esta bomba membranar por alteração de outros parâmetros 

celulares, nomeadamente o potencial, que apresenta uma despolarização quando se aumenta 

a concentração extracelular desse ião (Rebelo da Costa, 1994). A alteração deste ou doutro 

parâmetro celular poderá conduzir a uma inibição da V-ATPase e diminuição da Ccc. A ser 

assim, o aumento da concentração extracelular de Ca2+ levaria a um aumento da 

concentração de iões H+ (diminuição do pHj) no interior da célula, tal como se verificou 

aquando das medições do pH ; com adição dos inibidores Concanamicina A (Figura 24) e 

Bafilomicina Aj (Figura 23). 

Nas medições do pH; que realizámos em que se alterou a concentração extracelular de 

Ca2+ observámos que um aumento desse valor implica um aumento do pH ; e uma 

diminuição implica igualmente uma diminuição do pH,. Estas observações contrariam a 

hipótese de uma acção do ião Ca2+ sobre a bomba de H+. Antes parece verificar-se que o 

efeito desse ião sobre a Ccc se efectua através da modulação da concentração intracelular de 

H+. Assim sendo, era necessário esclarecer se o efeito do Ca2+ no pHj se efectuaria via a 

modulação da produção intracelular de H+ (por alteração da actividade de enzimas como 

anidrase carbónica) ou por modulação do fluxo de partícula ácidas ou básicas da célula 

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

Se o aumento de cálcio estimular o trocador Na+ /H+ , essa estimulação levaria a uma 

diminuição da concentração intracelular de protões e consequente a um aumento do pFI,. 

Esta hipótese está de acordo com os resultados obtidos por nós acerca do efeito do cálcio no 

pH intracelular. 

O efeito no trocador não deverá ser mediado indirectamente por um efeito no potencial 

de membrana pois um aumento do Ca2+ intracelular leva a uma despolarização celular que, 

por sua vez faria, diminuir a força electromotriz do sódio. Em consequência, a taxa de 

transporte através do trocador diminuiria o que levaria a uma diminuição do pH^ Mais uma 

vez não é o que se verifica nos nossos resultados. 
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Nas experiências em que tentámos esclarecer a dependência do efeito do Amiloride e do 

efeito do cálcio intracelular no pH„ os resultados parecem indicar que os dois efeitos são 

independentes. A ligeira diminuição do pH ; verificada após a remoção do cálcio externo e o 

aumento do pH ; verificado após a sua reintrodução na presença do amiloride (Figura 28) só 

poderia ter acontecido se o efeito do cálcio e o efeito do amiloride no pHj fossem 

independentes. Os resultados apresentados na Figura 29 não permitem esclarecer mais esta 

situação, uma vez que a não alteração do pH ; quando se adiciona cálcio ao meio externo na 

presença de amiloride pode significar que os dois efeitos no pH; são independentes, de igual 

amplitude e de sinal contrário ou, pelo contrário, que os dois efeitos são dependentes, sendo 

o efeito do cálcio sobreponível ao efeito do amiloride. 

O efeito do aumento da [Ca2+]0 no pH; pode ainda ser devido a uma alteração da 

permeabilidade da membrana em geral, a qual é controlada pela concentração extracelular 

daquele ião. Um aumento da [Ca2+] no compartimento extracelular provoca uma diminuição 

da permeabilidade em geral impedindo a entrada de Na+ (Guyton e Hall, 2000). A 

diminuição da [Na^ conduzirá a uma diminuição do rácio [Na+]i/[Na+]0 e a um aumento do 

transporte de protões via trocador Na+ /H+ . A diminuição da [Na+], aumentará a extrosão de 

protões e levará a um aumento de pH;. Este efeito indirecto do cálcio extracelular no pH 

intracelular está de acordo com os resultados por nós obtidos (Figura 27). 

No entanto, os resultados parecem indicar que o efeito da variação da [Ca"+] extracelular 

no pHj resulta, pelo menos em parte, de um efeito no trocador Na+ /H+ , podendo esse ser 

exercido directa ou indirectamente. 

Resta ainda discutir o efeito do cálcio na produção intracelular de protões. Neste 

epitélio, as alterações induzidas nas taxas de secreção de base (para o lado da hemolinfa) e de 

ácido (para o lado da concha) pelo Diamox, um inibidor da anidrase carbónica, são muito 

semelhantes às alterações observadas na Ccc (Machado e col, 1990). A Ccc é ainda sensível à 

concentração de C0 2 , bicarbonato ou protões na solução que banha o lado apical do epitélio 

(Machado e col., 1990). Estes dados apontam para que, pelo menos em parte, o transporte 

de HCOj" é depende do fornecimento às células deste ião através da hidratação catalizada do 

C0 2 (Coimbra e col., 1988). 

Puscas e col. (Puscas e col., 2001) verificaram que a administração de CaCl2 a humanos, 

provoca um aumento da [Ca2+] no sangue e uma estimulação da actividade da anidrase 

carbónica existente nas células da mucosa gástrica. O efeito do aumento da [Ca" ]; no pH; 

não pode ser explicado, no entanto, por um aumento da actividade da enzima anidrase 
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carbónica, pois essa estimulação levaria a um aumento da produção de protões e a uma 

diminuição do pHi; o que não se verifica. 

Tal como nas células do EEM, há outras células em que está descrito que o aumento do 

cálcio intracelular acompanha o aumento de pH ; (Johnson e Epel, 1976; Kyozuka e col., 

1997; Moser e col., 1996). Estão neste caso os oócitos do ouriço do mar e da ostra em que, 

na altura da fertilização se verifica um aumento do cálcio 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 ; é produzido pela activação do antiporte Na+ /H+ . Moser e 

col. (1996) ao estudarem o efeito da concentração de cálcio extracelular nos transportadores 

de iões envolvidos na regulação do pHi; verificaram também uma diminuição do seu valor 

quando retiravam o cálcio da solução extracelular em neurónios de crustáceos e um aumento 

do pHj na situação inversa - aumento de cálcio extracelular. 

Noutras células, o aumento da [Ca2+]; leva a uma diminuição do pH;. Este efeito está 

descrito por exemplo em osteoblastos (Green e Kleeman, 1992) ou em células isoladas do 

túbulo proximal de coelho (Yamada e col., 1996). Em ambos os tipos de células o aumento 

de [Ca2+]j inibe o trocador Na+ /H+ . 
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Introdução 

O EEM de Anodonta cygnea gera uma corrente sob condições de curto-circuito (Ccc) que, 

quando expressa em termos de fluxo iónico, tem uma magnitude igual à do fluxo de iões 

bicarbonato através da membrana basolateral e à do fluxo de protões através da membrana 

apical daquele epitélio (Machado e col, 1990). 

Segundo Machado e col. (1990), o fluxo de protões responsável pela Ccc gerada, deve-se 

à operação de uma bomba electrogénica de protões localizada na membrana apical das 

células do EEM. Estes dados foram confirmados em Unto complanatus (Hudson, 1993). A 

evidência directa da presença da V-ATPase na membrana apical foi obtida por Rebelo da 

Costa e col. em 1999. Estes autores estudaram o efeito dos inibidores específicos das V-

ATPases, Bafilomicina Kx e Concanamicina A, na Ccc do EEM e verificaram que, quando 

colocados do lado da concha, inibem rápida e quase completamente a Ccc gerada pelo EEM. 

Estas observações apontaram para um efeito directo dos inibidores na bomba de protões 

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

As V-ATPases estão quase sempre em contacto com um compartimento fechado como, 

por exemplo, as lacunas de reabsorção dos osteoclastos (Blair, 1998; Nelson, 1992) ou a 

cavidade interna dos vacúolos (Bowman e col., 1989; Bowman e Bowman, 1982). 

Transportam protões para esses compartimentos e por esse motivo desempenham um papel 

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

À semelhança de outras V-ATPases , a que existe na membrana apical das células do 

EEM (Rebelo da Costa e col., 1999b) também está em contacto com um espaço limitado, a 

cavidade extrapaleal, que contém o líquido extrapaleal (LEP). A acção desta V-ATPase 

desempenha um papel importante nos processos de formação e reabsorção da concha uma 

vez transporta protões para a cavidade extrapaleal. 

De um ponto de vista estritamente químico, a formação ou reabsorção de cristais de 

carbonato de cálcio (principal componente inorgânico da concha) implica um deslocamento 

da reacção global: 

HCOHaq) + Ca2+
 {aq) O CaC03{aq) + H\aq) 

(LEP) (LEP) (Concha) (LEP) 
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para a direita ou para a esquerda, como resultado de alterações da concentração de HC03", 

Ca e H no líquido extrapaleal e/ou da acção dos mecanismos de nucleação dependentes 

da matriz orgânica. A concentração de protões pode determinar o sentido das trocas de 

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

O EEM possui assim particular relevância, uma vez que pode constituir um sistema de 

eleição para o estudo de uma ATPase tipo V, tão largamente difundida e consequentemente 

de grande valor funcional. No contexto da biomineralização, o EEM é particularmente 

interessante porque enquanto no osso os elementos celulares estão mergulhados na trama 

óssea e são portanto, inacessíveis a estudos electrofisiológicos, o EEM é uma estrutura 

separada que pode ser estudada isoladamente. 

Este trabalho visa a caracterização bioquímica da V-ATPase presente no EEM de 

Anodonta cygnea. 
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Material e Métodos 

Isolamento e homogeneização do EEM 

Utilizaram-se neste trabalho exemplares de A.nodonta cygnea colhidos e mantido em 

laboratório como descrito no capítulo 3. O isolamento do EEM foi também realizado de 

acordo com a descrição feita no mesmo capítulo. 

O EEM previamente isolado foi cortado com o auxílio de uma tesoura e processado 

segundo as diferentes necessidades experimentais: montagem em câmaras de Ussing ou 

homogeneizado para determinação da actividade enzimática. 

O epitélio foi lavado numa solução contendo 250 mM Sacarose, 5 mM HEPES, pH 7,4 

(com HC1 1M) e em seguida homogeneizado na mesma solução (8% peso/volume). A 

homogeneização foi realizada com homogeneizador {Heindolph 50111), utilizando um pistão 

de Teflon (30 vezes; 1000 rpm), e o Homogenato foi filtrado através de uma gaze. As 

amostras, quando não utilizadas imediatamente, foram congeladas e mantidas a -70°C. 

Actividade enzimática 

A Solução de Incubação utilizada para determinar a actividade enzimática continha MgS04 

(6 mM), HEPES (50 mM, pH 7,4), Na2S03 (200 mM), ortovanadato de sódio (0,5 mM), 

azida de sódio (0,5 mM) e Na2ATP (3 mM), excepto quando indicado. 

Amostras de Homogenato filtrado (0,1 mL) foram incubadas em Solução de Incubação 

(lmL) durante 60 minutos a 23-25°C, na presença ou na ausência de inibidor específico das 

V-ATPases. A reacção foi parada pela adição de 1 mL de TCA 3%. 

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

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

da adição de TCA. 

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

solução de molibdato (contendo 5 g de molibdato de amónio e 22 mL de H2S04 

concentrado, em 100 mL). Depois de agitada num vortex durante 15 segundos, a solução foi 
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neutralizada com a adição de 0,5 mL de solução de citrato de sódio (200 g.L1, pH 7,0) e 

novamente agitada durante 15 segundos. A solução foi então centrifugada durante 3 minutos 

a 2000$ para separar a fase butanólica que continha a enzima e cuja absorvância foi lida a 

400 nm. As soluções padrão de ortofosfato (0,1 a 2,0 (Imoles/mL) foram preparadas e 

tratadas da mesma forma que as amostras. 

A actividade da V-ATPase foi calculada como sendo a fracção da actividade ATPásica 

total sensível ao inibidor específico (Bafilomicina At ou Concanamicina A) expressa em 

jimol Pi/mg proteína/hora. 

Efeito dopH na actividade da V-ATPase 

Para estudar o efeito do pH na actividade da V-ATPase, o pH da Solução de Incubação foi 

ajustado a um valor desejado, usando tampões adequados. Foram usados os seguintes 

tampões: MES (50 mM) (pH 6), HEPES (50 mM) (pHs 7 a 8) e Tris base (50 mM) (pH 9,3). 

O pH da solução foi ajustado com HC11 mM ou NaOH 1 M. 

Estimulação com Succinato 

O EEM foi isolado como descrito anteriormente. Para cada animal o EEM de uma das 

valvas foi deixado durante 20 minutos numa solução controlo arejada contendo (em mM): 

Na+ 19; K+ 7; Cl" 17; H C O ; 10; Mg2+ 0,5; Ca2+ 1; S04
2" 1; pH 7,4. O EEM da outra valva foi 

deixado também o mesmo período de tempo numa solução de activação arejada contendo 

(em mM): Na+ 19; K+ 7; Cl" 17; Succinato 10; Mg2+ 0,5; Ca2+ 1; S04
2" 1; pH 4,0. 

No final deste período, cada amostra foi ou não mantida em solução controlo arejada, 

durante 30 minutos, após o que foi homogeneizada para determinação da actividade 

ATPásica. 

Determinação do conteúdo em proteínas totais. 

O conteúdo em proteínas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976), 

utilizando albumina sérica bovina (ABS) como padrão. 
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Experíêncías de voltagem controlada 

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

manto de cada animal. 

O E E M foi cuidadosamente dissecado (cerca de 4 cm2) e montado em câmaras de 

Ussing com 2 cm de diâmetro (área 3,14 cm2), 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 preparação e os eléctrodos 

era estabelecida através de pontes de agar. Estas pontes eram constituídas por tubos de 

polietileno cheios com Agar (Merck) 3 % (p/v) em Solução Controlo com a seguinte composição 

(em mM): Na+ 19; K+ 7; Cl 17; H C O , 10; Mg2+ 0,5; Ca2+ 1; S 0 4
2 1. 

As pontes de agar e os eléctrodos mergulhavam em recipientes próprios, contendo uma 

solução saturada de cloreto de potássio. Cada hemi-câmara de Ussing possuía ainda uma 

chaminé para adição de soluções e arejamento da preparação com carbogénio (5% C 0 2 + 

9 5 % O^) e uma saída para a drenagem das soluções. 

Depois de montada a preparação, a saída de uma das hemi-câmaras foi bloqueada com o 

auxílio de uma pinça hemostática. Esse lado foi então cheio com Solução Controlo de modo a 

confirmar se a preparação estava perfurada, o que, a acontecer, permitiria a comunicação 

entre as duas hemi-câmaras. Seguidamente, enchendo e esvaziando cada lado da câmara, 

lavou-se várias vezes a preparação com Solução Controlo. Cada hemi-câmara foi então cheia 

com 3 mL de Solução Controlo. Ligou-se o arejamento e foram estabelecidas as ligações 

eléctricas. Com o auxílio de um multímetro, mediu-se o potencial em circuito aberto (Voe). 

A preparação foi curto-circuitada durante todo o tempo da experiência, utilizando um 

aparelho de controlo de voltagem de fabrico próprio. A corrente de curto-circuito foi 

registada num registador potenciométrico (Goerz, Servogor 400). A condutância da 

preparação foi medida aplicando pulsos de voltagem transepiteliais de 10 m V durante 15 

segundos, de minuto a minuto e registando os pulsos de corrente correspondentes. Os dados 

foram adquiridos em contínuo usando um sistema de aquisição de dados (WorkBench PC) e 

guardados no respectivo formato. 

Após estabilização da corrente gerada pela preparação durante pelo menos 30 minutos, 

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

Efeito da Bafílomicina A1 e da Concanamicina A na Ccc do EEM: Curva dose-efeito. 

Foi descrito por Rebelo da Costa et col. (1999b) que a Bafílomicina A, e a 

Concanamicina A, quando postas em contacto com a membrana apical do EEM, i.e. a 

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

Com o intuito de escolher um destes inibidores e a concentração que permite observar 

uma inibição máxima 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 experiências, o E E M montado em câmaras de Ussing e banhado dos 

dois lados com Solução Controlo, gerou uma diferença de potencial espontânea de 20 + 15 mV 

e, quando circuitado, uma corrente (Ccc) positiva em direcção à concha de 20 ± 7 uA/cm 2 e 

uma condutância de 1,1 + 0,4 m S / c m ' . 

0 0,1 0.2 0.3 0,4 0,5 

[Bafílomicina Al] (flM) 

Figura 30. Curva dose-efeito da Bafílomicina Ai na Ccc. Para cada preparação, os 

valores absolutos de Ccc foram convertidos nas razões (Ccqvafoi fraccionário)) entre o 

valor observado no final da experiência e o valor observado antes da adição do 

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

Concanamicina A (Figura 31) na Ccc do EEM. Uma vez que estes inibidores só actuam do 

lado da concha este efeito foi estudado apenas desse lado. 

Para obter 50% de inibição foi necessário utilizar uma concentração de Bafilomicina A, 

de 0,17 (iM e de Concanamicina A de 0,7 uM. Apesar de ser necessária uma dose inferior de 

Bafilomicina A, do que de Concanamicina A para obter o mesmo efeito, decidiu-se usar 

Concanamicina A por motivos económicos. 

. 

[Concanamicina A] (|iM) 

Figura 31. Curva dose-efeito da Concanamicina A na Ccc. Para cada preparação 

os valores absolutos de Ccc foram convertidos nas razões (Ccc(vaioi fraccionar»)) entre 

o valor observado no final da experiência e o valor observado antes da adição do 

inibidor. 

Caracterização da actividade da V-ATPase 

Resultados preliminares mostraram que a actividade da V-ATPase era muito baixa. Com 

o intuito de aumentar a actividade utilizámos os seguintes métodos: estimulação com 

succinato de sódio (Machado e col., 1988b) e estimulação com sulfito de sódio (Dschida e 

Bowman, 1995). 
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Estimulação com sucánato 

A pré-incubação do EEM, durante 20 minutos, numa solução contendo succinate de 

sódio 10 mM ( p H 4 ) não originou um aumento da actividade da V-ATPase (Figura 32). Por 

seu lado, a pré-incubação durante 30 minutos levou a um aumento (1,3 vezes) da actividade 

relativa da V-ATPase. 
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Figura 32. Efeito da pré-incubação com succinato de sódio na actividade da V-

ATPase. Um dos dois EEM do mesmo animal foi mantido durante 20 minutos 

em Solução Controlo arejada ( ■ e ■ ) ; o outro EEM do mesmo animal foi 

mantido durante 20 minutos numa solução arejada contendo 10 mM de 

succinato de sódio, pH 4,0 ( e ■ ) . No fim desta incubação, os epitélios foram 

( ■ e ■ ) ou não ( H e ) mantidos por mais 30 minutos em solução controlo 

arejada. As amostras de homogenato foram incubadas com ou sem 

Concanamicina A 10 uM. Os resultados (±EPM) estão apresentados como a 

razão entre a actividade ATPásica inibida na presença de Concanamicina A para 

cada situação e a actividade ATPásica inibida na presença de Concanamicina A 

para cada situação controlo(B). V-ATPase Actmax= 5,0±1,1 umol Pi/mg 

proteína/hora (n=3). 
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Estimulação com ião sulfito 

O ião sulfito, bem como outros agentes anti-oxidantes, previnem a perda de actividade 

das V-ATPases (Dschida e Bowman, 1995). Nas nossas experiências utilizámos uma gama de 

concentração de ião sulfito, cujo efeito pronunciado na actividade da enzima pode ser 

observado na Figura 33. Nas nossas condições experimentais, a concentração óptima de 

sulfito de sódio foi de 200 mM. Com esta concentração, a actividade da V-ATPase 

aumentou cerca de 20 vezes. 
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Figura 33. Efeito da incubação com sulfito de sódio na actividade da V-ATPase. 

As amostras de homogenato foram incubadas com ou sem Concanamicina AIO 

UM. Os resultados (+EPM) estão apresentados como a razão entre a actividade 

ATPásica inibida na presença de Concanamicina A para cada situação e a 

actividade V-ATPásica máxima registada nestes ensaios. V-ATPase Actmax
= 

4,9±0,8 nmol Pi/mg proteína/hora (n=5). 

Curva dose-efeito da Bafilomicina A1 e Concanamicina A 

Na Figura 34 estão representadas as curvas dose-efeito dos inibidores Bafilomicina A, e 

da Concanamicina A na actividade da V-ATPase. Para ambos os inibidores a inibição 

máxima foi obtida com a concentração de 10 [iM. Para obter 50% de inibição máxima foram 

necessárias 14 nmoLmg'proteína de Bafilomicina A, ou 8 nmol.mg'proteína de 

Concanamicina A. 
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(1,01 0,1 

[Inibidor] (uM) 

Figura 34. Curva dose-efeito da Bafilomicma Ai (—) e Concanamicina A (—) 

na actividade da V-ATPase. As amostras de homogenato foram incubadas com 

diferentes concentrações de inibidor. Os resultados são apresentados como a 

razão entre a actividade V-ATPásica inibida para cada situação e a actividade V-

ATPásica máxima registada nestes ensaios. Considerou-se que para ambos os 

inibidores a actividade máxima foi obtida para a concentração de 10 |jM. V-

ATPase Actmas (Concanamicina A)= 4,4±1,0 ^mol Pi/mg proteína/hora (n=5); 

V-ATPase Actmax (Bafilomicina Ai)= 5,0+1,1 \imol Pi/mg proteína/hora (n=3). 

H feito da temperatura, do ATP e do pH 

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-ATPase não foi mensurável 

(resultados não apresentados). 

O efeito da concentração de ATP na actividade da V-ATPase foi também estudado. 

Como se pode observar na Figura 35 B, a actividade máxima foi obtida para concentrações 

de ATP entre 4,5-6,0 iiM. Concentrações superiores de ATP originaram inibição da 

actividade. 

O efeito do p H na actividade da V-ATPase foi ensaiado para valores de pH entre 6,0 e 

9,3, usando soluções H E P E S / T r i s / M E S . Na Figura 35 C pode ver-se que a hidrólise de 

ATP é mais rápida no intervalo de p H 7,0-7,3, diminuindo para valores mais altos de pH. 
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Temperatura ("C) 

[ATP) (mM) 

Figura 35. Efeito da temperatura (A), concentração de A T P (B) e p H (C) na actividade da 

V-ATPase. As amostras de homogenato foram incubadas com ou sem Concanamicina A 

10 |aM. Os resultados (+EPM) estão apresentados como a razão entre a actividade 

ATPásica inibida na presença de Concanamicina A para cada situação e a actividade V-

ATPásica máxima registada nestes ensaios. V-ATPase Actmax(A)= 4,7±1,2 Ltmol Pi/mg 

proteína/hora (n=5); V-ATPase Actmax(B)= 4,5+1,0 umol Pi/mg proteína/hora (n=5); V-

ATPase Actmax(C)= 4,2±1,1 ^imol Pi/mg proteína/hora (n=5). 
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Efeito de inibidores específicos e não-espedficos 

O ião nitrato está descrito como inibidor específico das ATPases tipo V (Dschida & 

Bowman, 1995; Bowman et col. 1989), apesar do seu mecanismo de acçào não ser 

claramente conhecido. Os resultados obtidos (Figura 36), mostram uma diminuição linear na 

actividade ATPásica com o aumento da concentração de nitrato entre 0-500 mM. 

[NaNO,] (mM) 

Figura 36. Efeito do nitrato de sódio na actividade ATPásica. As amostras de 

homogenato foram incubadas sem a presença de sulfito de sódio. Os resultados 

(±EPM) estão apresentados como a razão entre a actividade ATPásica inibida na 

presença de nitrato de sódio para cada situação e a actividade ATPásica máxima 

registada nestes ensaios. ATPase A c W = 9,9±1,1 nmol Pi/mg proteína/hora 

(n=5). 

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

A Bafilomicina Al (10 pM) e a Concanamicina A (10 |iM) tiveram quase o mesmo 

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

O N E M (100 |iM) não provocou efeito na actividade da V-ATPase. Foram ainda 

ensaiadas concentrações superiores do inibidor (500 e 1000 uM) que também não inibiram a 

actividade da V-ATPase (resultados não apresentados). 

O D C C D (100 pM) provocou uma inibição da actividade da ATPase total de 80%, na 

presença e na ausência Concanamicina A. A fracção de actividade inibida pelo D C C D é 
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significativamente mais elevada do que a inibida na presença dos inibidores específicos de V-

ATPases. 
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Figura 37. Efeito de diferentes inibidores (Concanamicina AIO pM, Bafilomicina 

A, 10 MM, DCCD 100 [ÍM e NEM 100 ;aM) na actividade ATPásica. As amostras 

de homogenato foram incubadas com (+) ou sem inibidores (-). Os resultados 

(±EPM) estão apresentados como a razão entre a actividade ATPásica registada 

na presença dos inibidores para cada situação e a actividade ATPásica na situação 

controlo ( ■ ) Actmax= 9,5±8,0 nmol Pi/mg proteína/hora (n=6). 
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Discussão 

A presença de uma bomba de protões electrogénica na membrana apical do EEM, foi 

pela primeira vez sugerida por Coimbra et col. (1988), embora nenhuma evidência directa 

fosse então apresentada. Em 1999, Rebelo da Costa e col. estudaram o efeito da Bafilomicina 

A1 e da Concanamicina A na Ccc deste epitélio. Estes inibidores específicos das V-ATPases 

induziram a inibição completa e irreversível da Ccc, apenas quando adicionados do lado 

apical (concha), facto que está de acordo com a presença de uma V-ATPase na barreira 

apical. A Ccc reflecte a operação de uma bomba de protões: é devida ao transporte de H+ no 

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

hemolinfa (Machado e col., 1990). 

Uma primeira tentativa de medir a actividade da V-ATPase no homogenato não foi 

bem sucedida, uma vez que era inferior ao limite de detecção da técnica utilizada. Por esse 

motivo, procurou-se estimular a actividade da enzima, quer incubando o homogenato com 

succinate de sódio, quer com sulfito de sódio. 

A estimulação da Ccc com succinate de sódio foi descrita por Machado e col. em 1988. 

Estes autores demonstraram que a pré-incubação do EEM de Anodontct cygnea, numa solução 

a pH 4 contendo este composto, induzia a estimulação da Ccc até cerca de 10 vezes o valor 

inicial. Hudson (1993) verificou o mesmo efeito em Unio complanatus. Em concordância com 

estes resultados, a actividade da V-ATPase presente no homogeneizado do EEM, apresenta 

um aumento de 1,3 vezes quando previamente incubado com succinate de sódio. 

O segundo método (estimulação com sulfito de sódio) foi utilizado tendo em conta a 

interacção do ião sulfito com resíduos de cisteína presentes no domínio Vt da enzima. Esta 

interacção, prevenindo a formação de pontes dissulfureto entre unidades desse domínio, que 

poderia levar à inactivação da V-ATPase (Dschida e Bowman, 1995). Com a adição de 

sulfito de sódio (200 mM) ao meio de incubação foi possível observar um aumento de cerca 

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 formação 

de uma ponte dissulfureto entre os resíduos de cisteína do domínio V„ sendo este efeito 

revertido devido ao forte poder redutor do ião sulfito. Este método foi utilizado neste 

trabalho, dado a sua simplicidade e eficácia na estimulação. 
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Com o intuito de decidir qual o inibidor específico que deveríamos utilizar para 

caracterizar esta V-ATPase, testámos o efeito de uma gama de concentrações de 

Bafilomicina A, e de Concanamicina A, na Ccc. Apesar da dose necessária para produzir o 

efeito semi-máximo (IC50) da Bafilomicina A, ser ligeiramente inferior, optámos, por motivos 

económicos, pela Concanamicina A. Relativamente à 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 rã. 

Esta dose, no entanto, é superior à utilizada para o mesmo efeito por Hudson (1993) em 

Unto complanatus. Está descrito que para concentrações da ordem micromolar, este composto 

pode inibir simultaneamente P-ATPases e V-ATPases (Drose e Altendorf, 1997). Tendo em 

conta que uma P-ATPase (Na+/K+-ATPase) está presente na membrana basolateral do 

EEM (Rebelo da Costa e col., 1999a), estudou-se o efeito da Bafilomicina Kx (10 uM) na Ccc 

do EEM, do lado da hemolinfa (basolateral) durante duas horas e não se verificou qualquer 

inibição da Ccc. O tempo escolhido é o necessário para inibir a Ccc com ubaína (1 mM) 

(Rebelo da Costa e col, 1999a). 

Os valores de IC50 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. proteína"1 p r o s e e Altendorf, 1997). No presente trabalho, a IC50 para a 

Bafilomicina A (14 nmol.mg.proteína"1) e para a Concanamicina A (8 nmol.mg.proteína ') 

encontram-se dentro do intervalo referido. 

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

e Concanamicina A, na actividade da V-ATPase. 

O ião nitrato parece não provocar uma inibição específica da actividade V-ATPásica do 

homogenato. Na concentração de 100 mM (Dschida e Bowman, 1995), inibe apenas 17% da 

actividade ATPásica total do homogenato. A não inclusão de ião sulfito no meio de 

incubação nas experiências em que se estudou o efeito do ião nitrato pode estar na origem da 

baixa percentagem de inibição, uma vez que a actividade V-ATPásica medida sem a presença 

do ião sulfito era extremamente baixa. A utilização conjunta dos dois compostos não seria 

adequada nestas experiências uma vez que os dois iões partilham o mesmo mecanismo de 

acção, embora com efeitos antagónicos. O ião nitrato é um composto oxidante que actua 

favorecendo a formação da ponte dissulfureto no domínio V,. A inibição verificada para 

doses elevadas de ião nitrato poderá dever-se a um efeito deste ião sobre outras enzimas 

celulares envolvidas na hidrólise do ATP e não 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 só foi 

inibida pelo DCCD (80%). Este composto parece no entanto inibir a actividade ATPásica de 

uma forma não-específica, visto que inibe uma fracção da ATPase total bastante mais 

elevada do que a inibida com os inibidores específicos das V-ATPases. Segundo vários 

autores o DCCD inibe todos os tipos de ATPases membranares (Arai e col, 1987; Pedersen 

e Carafoli, 1987). Neste trabalho, este facto não deve ser tido em conta para a não-

especificidade observada, uma vez que rotineiramente se adicionou ao meio de incubação 

inibidores específicos das P e F-ATPases (azida e ortovanadato de sódio). 

A razão do NEM não ter aparentemente inibido a actividade da V-ATPase, pode déver­

se à presença de sulfito de sódio na solução de incubação. Feng (1994) descreveu que a 

cisteína e o NEM se ligam a resíduos de cisteína presentes numa subunidade do domínio V,, 

e que, pela adição de DTT (agente oxidante), a inibição da cisteína pode ser revertida, pela 

manutenção do resíduo de cisteína reduzido. O mesmo mecanismo pode ser partilhado pelo 

ião sulfito, e portanto, prevenir a inibição da enzima pelo NEM. 

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

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

efeito muito semelhante na inibição da actividade da V-ATPase, inibindo entre 40 a 50% da 

actividade ATPásica total. 

Em conclusão a actividade da V-ATPase do EEM foi máxima a um pH situado entre 7 

e 7,3, à temperatura de 27°C e na presença de 4,5-6 mM de ATP. Com estes parâmetros 

optimizados, a actividade da V-ATPase do homogeneizado do EEM é de 4,6±1,1 

umolPi/mg proteína/hora (n=26). 
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Modelo Matemática 

Introdução 

O desenho de modelos matemáticos de sistemas biológicos compreende várias fases. 

A primeira é a identificação dos componentes do modelo, que são de vários tipos: 

1. variáveis - são quantidades que exprimem o funcionamento do sistema. Podem ser 

manipuláveis externamente (caso das concentrações iónicas), também chamadas 

variáveis extrínsecas, ou produzidas pelo modelo (caso da corrente de curto-

circuito), chamadas de variáveis intrínsecas. Neste último caso, o seu valor 

instantâneo é determinado pelo estado funcional do sistema. 

2. sistemas - (transportadores, enzimas, canais) que produzem ou controlam o 

movimento de substâncias entre compartimentos. 

3. os processos - são as descrições cinéticas da síntese ou dos movimentos de 

substâncias entre compartimentos . 

A escolha dos componentes deve obedecer a um princípio de economia. E necessário 

especificar previamente os objectivos das simulações a fim de definir quais as variáveis 

intrínsecas que o modelo deve calcular. N o caso presente, pretende-se calcular os fluxos 

iónicos através das barreiras do EEM, assim como as concentrações iónicas no 

compartimento intracelular e o volume deste compartimento. 

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

dois grandes grupos de sistemas: 

1. de parâmetros concentrados - neste caso, considera-se que os componentes se 

distribuem descontinuamente por compartimentos (compartimentos extra e 

intracelular, no caso presente), geralmente em número reduzido. Considera-se que, 

em cada compartimento (por exemplo, o espaço extracelular), cada variável tem um 

valor instantâneo único em todo o compartimento - compartimento homogéneo. 

2. de parâmetros distribuídos - quando o valor instantâneo das variáveis varia 

continuamente no espaço, dentro de um mesmo compartimento. O túbulo renal é 

um exemplo. E m estado estacionário, a concentração de sódio na urina tubular varia 

ao longo do túbulo. 

As descrições cinéticas são relações matemáticas que incluem très tipos de elementos variáveis: /- variáveis (descritas acima); 11-
operadores do cálculo (+, -, :, x, etc.); ///- parâmetros (grandezas constantes das relações matemáticas). Numa relação linear do tipo 
Y=a+ b . X. Xe Y são variáveis, + e . são operadores e a e b são parâmetros. 
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A Figura 38 descreve o modelo aqui idealizado. N o modelo existem 21 "quantidades" 

que representam a quantidade total de ião cloro, bicarbonato, sódio, potássio, hidrogeniào, 

ácidos não voláteis ionizados e anidrido carbónico nos 3 compartimentos considerados: 

Hemolinfa (HEM), Citosol (IC) e Líquido Extrapaleal (LEP). Estão ainda representados os 

sistema de transporte membranares, assim como os fluxos iónicos associados a cada um 

desses transportadores. A direcção das setas representa o sentido do transporte de cada ião, 

associado a um determinado transportador membranar, quando o fluxo desse transportador 

é positivo. As "quantidades" são representadas sem dimensões. 

A terceira fase do modelo é a escolha do tipo geral de simulações, conforme se 

pretendem simular situações estacionárias ou situações dinâmicas (transitórios). Até muito 

recentemente, a maioria esmagadora dos modelos era do primeiro tipo, simulações que são 

indistinguíveis do simples assentamento de curvas, a menos que resultem da formulação de 

relações que exprimam processos moleculares fundamentais. 

O modelo aqui apresentado foi resolvido utilizando o "software" de aplicação Berkeley 

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

Figura 38. Diagrama de Blocos do Modelo. Linhas: ( _ ) fluxos através de translocadores 

membranares; í— ) fluxos através de canais membranares; («■») e (—•) fluxos através de bombas 

membranares; (—) fluxos devido ao metabolismo celular; ( _ ) fluxos difusionais simples; (—) fluxo 

resultantes da acção da Anidrase carbónica (A); Linhas a ponteado: intercessão de fluxos do mesmo 

tipo; Setas: direcção dos fluxos nas equações do modelo; Rectângulos arredondados: "quantidades"; 

Rectângulos: canais membranares; Ovais: translocadores membranares; círculos: bombas 

membranares (© bomba de protões, ® bomba de Na / K ). 
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Descrição do Modelo 

Geometria 

O modelo consiste em dois compartimentos aquosos semi-inflnitos e bem agitados 

(hemolinfa e compartimento extrapaleal) e um compartimento aquoso celular bem agitado. 

Considerou-se que este compartimento é equivalente a um sincício 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 impermeáveis onde há 

canais, transportadores e bombas que se descreverão abaixo. 

Compartimentos extracelulares 

Assumiu-se que os fluidos extracelulares (Líquido Extrapaleal e Hemolinfa) tinham uma 

composição idêntica e eram compostos apenas por iões sódio, potássio, cloro, cálcio, 

magnésio, protões, hidroxiliões, bicarbonato, anidrido carbónico e ácidos não voláteis 

ionizados (com valência -1). As concentrações destes iões estão descritas na Tabela 3. 

Valores Unidades 

Clletnolinfa/LEP CHid_Hem/Ep a 3,9811 e-u mol.cm -■' 

COxid_ Hem/Ep b 7,862 e » mol.cm3 

CK_Hem/Ep 7,0 e-6 mol.cm 3 

CCa_Hem/Ep 1,0 e-6 mol.cnr3 

CMg_Hem/Ep 0,5 ef' mol.cm3 

CNa_Hem/Ep c 18,0 e-s mol.cm3 

CCLHem/Ep 17,0 e 6 mol.cm3 

CAnCarb_Hem/Ep 0,8913 e-6 mol.cm ' 

CBic_Hem/Ep 10,0 e-6 mol.cm '3 

CAcNv_Hem/Ep 1,0 e-6 
mol.cm"3 

Tabela 3. Valores de concentração das espécies iónicas presentes nos 

fluidos extracelulares (hemolinfa, Hem; líquido extrapaleal, Ep) 
>CHid_Hem/Ep= 10 e(-pH_Hem/Ep) 
b COxkL H e m / E p = Kvv/CHid_Hem 
c CNa_tItm=CBicJIem+(:c;i_í[em+CAcNv_l)em-(:K_.IIem-2.CC;a_lkTn-2.CMg_Hem 
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As bases fixas ionizadas resultam da produção metabólica de ácidos não voláteis, 

fosfórico, sulfúrico, e ácidos produzidos pelo metabolismo intermediário. 

Compartimento intracelular 

Assumiu-se que o fluido intracelular era composto apenas por iões sódio, potássio, 

cloro, cálcio, magnésio, bicarbonato, protões, hidroxiliões, ácidos não voláteis ionizados 

(com valência -1), anidrido carbónico e proteínas. As concentrações dos iões estão descritas 

na Tabela 4. 

Valores Unidades 

^Intracelular CHicLCO 

COxid_C0 

CK_C0 

CCa_C0 

CMg_C0 

CNa_C0 

CCLCO 

CAnCarb_CO 

CBic_C0 

CAcNv_C0 

CProt_eqO 

1,585 e10 

1,975 e10 

40,0 e-6 

2,0 e-'° 

0,5 e-6 

2,0 e-6 

3,2 e6 

0,897 e-6 

2,0 e-6 

1,0 e-6 

2,83 e-5 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm"3 

mol.cm3 

mol.cm"3 

Tabela 4. Valores de concentração das espécies iónicas presentes no 

fluido intracelular no estado estacionário 
a COxid_C0 = KW/CHid_C0 
bCProt_eq0=CNa_C0+CK_C0+ CHid_C0 - CBic_C0-CCl_C0- COxid_C0-CAcNv_C0 

cCHid_C0=10e(-pH_C0) 

Enquanto que as concentrações iónicas nos compartimentos extracelulares foram 

medidas directamente, as concentrações intracelulares resultaram de uma análise prévia das 

condições que tornavam viável uma situação estacionária, satisfazendo um certo número 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 

difusão dos iões presentes em maior concentração, para os quais as membranas são 

permeáveis; 

2. as concentrações nos compartimentos externos são as da tabela; 

então, para um potencial de membrana de 40 mV, os cocientes dos iões dominantes, 

CK_C/CK_Ep(Hem) e CCl_C/CCl_Ep(Hem), terão de ser maiores que 

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

Escolheram-se concentrações intracelulares de 40 e 3,2 mM para K+ e Cl", 

respectivamente. Esta escolha foi determinada em simulações do estado estacionário que 

satisfÍ2eram, por um lado, o potencial de membrana e, por outro, a condição de todos os 

parâmetros do modelo (permeabilidades, afinidades, taxas máximas, etc.) serem positivos. 

A contribuição do Na para o potencial de membrana parece ser pequena. É de esperar 

que, como consequência da operação da bomba de sódio, contribua para o potencial de 

membrana com um potencial de Nernst positivo. 

A concentração intracelular de bicarbonato é determinada, por um lado, pelo balanço 

entre a produção de anidrido carbónico e a sua difusão para o exterior da célula e, por outro, 

pela velocidade a que é hidratado pela anidrase carbónica. Dada a permeabilidade 

elevadíssima das membranas biológicas a anidrido carbónico, não é de prever que exista um 

gradiente apreciável das concentrações deste gás entre os compartimentos intracelular e 

extracelulares. A concentração de anidrido carbónico intracelular usada no estado de 

referência foi cerca de 1% mais elevada que a concentração externa. Para um pH externo de 

7,4 e uma concentração de bicarbonato de 10 mM, a concentração extracelular de C 0 2 é 

cerca de 0,9 mM. A concentração intracelular de C0 2 e o pH intracelular de 6,8 permitem 

estimar uma concentração intracelular de equilíbrio de bicarbonato de 2,5 mM. Para manter 

uma produção contínua de bicarbonato admitiu-se que a sua concentração estava abaixo do 

seu valor de equilíbrio (2 mM). A menos que se encarem valores muito diferentes destes, a 

sua escolha não afectará grandemente o comportamento do modelo. 

A quantidade total de proteínas na célula foi considerada fixa e é dada pela princípio da 

isotonicidade dos fluidos (Cosmiamcéalu= C&raextiacelulal). Por isso, 

Cprot_mol=CosmO- CNa_C0 -CK_C0 - CHid_C0 - CBic_C0-CO_C0- COxid_C0-CAcNv_C0. 

A quantidade de proteínas ionizadas na célula, no estado estacionário, é dada pela 

equação de electroneutralidade, 
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CProt_eqO=CNa_CO+CK_CO+ CHidjCO - CBic_CO-CCl_CO- COxid_C0-CAcNv_C0. 

Admitimos que a ionização das proteínas intracelulares em função do pH tinha um 

comportamento idêntico ao descrito por Van Slyke e col. (1928) para as proteínas 

plasmáticas, ou seja, da forma 

Pf=A.(pH-pKPr) 

em que o pKPr tem um valor aproximado de 6,75. Para evitar descontinuidades para valores 

altos e baixos de pH utilizou-se a função: 

JpH= B.{1 + Tanh[c. (pH-pKpJJ) 

que foi ajustada de modo que, para pHs em torno de pKPr, se sobrepunha à função Pr", 

acima descrita. Para valores de pH em torno de pKPr: 

jpH = B.[1+c.(pH-PKP)] 

uma expressão linear facilmente transformável na expressão de Van Slyke e col. (1928). 

Os valores escolhidos das concentrações intracelulares de bases fixas foram 

arbitrariamente de 1 mM. A utilização do modelo se encarregará de fornecer ajustamentos 

para os valores escolhidos. 

Sistemas de transporte 

Enquanto não dispusermos de sondas mais específicas para a identificação de sistemas 

de transporte teremos de recorrer a métodos mais grosseiros. No caso presente, utilizou-se a 

combinação de três critérios: 

- a utilização de inibidores específicos do transporte como indicadores da presença de 

um transportador; 

- a detecção de uma variação na corrente de curto-circuito como indicação de um efeito; 

- o lado do epitélio em que o inibidor fez efeito como indicador da barreira onde o 

transportador está localizado. 

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

estão ilustrados na Figura 39. 

Consideraram-se os seguintes sistemas de transporte: 

1. H^-ATPase tipo V (membrana apical) (Rebelo da Costa e col, 1999b) 

2. Bomba de Na+-JC (membrana basolateral) (Rebelo da Costa e col., 1999a) 

3. TransportadorNa+-H+ (membrana basolateral) (Coimbra e col, 1988) 
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4. Transportador Na I HCO, -Cl" (membrana basolateral) (Barrias, 2003) 

5. TransportadorHCOf-C/- (membrana basolateral) (Coimbra e col, 1988) 

6. Cariais de Cl - (membranas apical e basolateral) (Barrias, 2003) 

7. Transportador K*-Ci'- (membrana apical) (Rebelo da Costa, 1994) 

HEAAOLINFA LÍQUIDO 

EXTRAPALEAL 

Figura 39. Representação esquemática dos sistemas de transporte membranares 

do EEM. 

Dada a presença da bomba de Na+ /K+ foi necessário postular a presença de: 

8. Canais de Na+ e de íC (membranas apical e basolateral). 
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É pouco plausível que a produção de protões resulte exclusivamente da hidratação de 

CO„ pelo que se postulou uma produção de Ácidos Não voláteis e, consequentemente um: 

9. Transportador Ácidos Não voláteis-Ch (membrana basolateral). 

A introdução de: 

10. Canais de HCOf (membrana basolateral) 

deveu-se à constatação de que o modelo era instável quando se inibia o trocador HCOf -Ch. 

Princípios de conservação 

A resolução do modelo implica que se defina um conjunto de relações que permitam 

reduzir o número de graus de Uberdade do sistema. O ponto de partida é a definição do 

estado estacionário, situação em que os compartimentos não variam, ou seja, em que em 

geral 

d/dt(Qi)=0 

sendo Qi a "quantidade" do componente i. 

Nessas condições, para cada "quantidade" e em estado estacionário: 

ou seja, a soma total dos fluxos de um componente através das barreiras de um 

compartimento é nula (não há acumulação, nem deplecção). Haverá um sistema de seis 

equações simultâneas que só permitem definir seis parâmetros. 

Recorremos a um conjunto de relações adicionais que permitem calcular os restantes 

parâmetros: 

1. hotonicidade - permitiu determinar a quantidade de proteínas osmoticamente activas no 

estado estacionário. Considerou-se que esta se mantinha constante em qualquer situação 

experimental. Assumiu-se igualmente que os movimentos de água através da membrana 

celular são suficientemente rápidos para que, havendo alterações da composição 

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

2. Conservação de massa - a taxa de acumulação de um dado componente num 

compartimento celular é dada, em qualquer instante, pela diferença entre o influxo 

através da membrana basolateral e o efluxo através da membrana apical. Este princípio 
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permitiu definir as taxas máximas de transporte no estado de referência, que se 

consideram constantes daí em diante. 

3. Electroneutralidade - a carga total devida aos iões positivos é igual à devida aos iões 

negativos nos três compartimentos considerados. Este princípio permitiu definir os 

valores instantâneos do compartimento do cloro e os fluxos de carga através das duas 

barreiras a partir da corrente de curto-circuito. 

Finalmente, postularam-se relações entre certos fluxos com base nas observações do 

efeito de inibidores. 

Como a maioria das observações experimentais foram sempre feitas em condições de 

curto-circuito, os fluxos paracelulares foram sempre nulos, pelo que não são considerados 

no modelo. 

Equações consideradas 

a. Movimentos difusionais 

Assumiu-se que os movimentos difusionais de Na+, K+ e Cl" através das duas 

membranas obedecem à equação de Goldman-Hodgkin-Katz. Para cada ião: 

Z.F.V 

Jdif = Pi. 

onde: 

RI 

exp 
z.F.V 
RI 

-1 
C,.exp 

z.F.V' 
RI 

- C , 

Jdif - fluxo difusional do ião i através da membrana 

Pi - permeabilidade da membrana ao ião / 

z - valência do ião (mol" ) 

F - constante de Faraday (96500 coul) 

V - diferença de potencial através da membrana (volt) 

R - constante dos gases perfeitos (8,315 J.mol'.K" ) 

T- temperatura absoluta (273,15 + T°C, K) 

Q.G, - concentrações do ião nos dois lados da membrana 

As permeabilidades totais para os iões potássio e cloro foram calculadas assumindo que, 

no estado estacionário, o fluxo total de entrada de um ião para a célula é igual ao fluxo total 
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de saída desse mesmo ião. Assumiu-se ainda que, para este dois iões, a permeabilidade da 

membrana apical é distinta da permeabilidade da membrana basolateral. 

Foi atribuído um valor baixo para a permeabilidade transcelular do ião Na+. Assumiu-se 

ainda que, para este ião, a permeabilidade da membrana apical é diferente da permeabilidade 

da membrana basolateral. 
O fluxo difusional do Anidrido Carbónico através da membrana celular ocorre por 

difusão simples, sendo dado pela equação: 

JAnCarb_Dif = P_ AnCarb{CAnCarb_Hem -CAnCarb_C) 

b. ATPases 

1. O fluxo de protões devido à bomba de protões é dado pela equação 

/ 
JHid P = JHid PM. 

CHid C 
CHid C + KHid C 

onde: 

JHid_P - fluxo do ião através da bomba de protões 

JHid_PM - fluxo do ião em situação de saturação da bomba 

KHid_C - afinidade da bomba para o ião H+ 

2. O fluxo de sódio devido à bomba de Na+/K+ é dado pela equação 

( CNa_C ^ 3 f CK_Hem V 
CK Hem + KK_Hem, 

onde: 

JpNa - fluxo do ião Na+ através da bomba Na+/K+ 

JpNaM - fluxo do ião Na+ em situação de saturação da bomba 

KK_Hem - afinidade da bomba para o ião K+ 

KNa_C - afinidade da bomba para o ião Na+ 

c. Transportadores de membrana 

Por um critério de simplicidade considerou-se que os transportes obedeciam a cinéticas 

lineares, em que os acoplamentos estavam representados pelos produtos das concentrações 
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dos iões acoplados, nos mesmos compartimentos (para os co-transportes) ou em 

compartimentos opostos (para os cõntra-transportes). 

1. Para os trocadores Na+/H+, HCOf/Ch, AcNv/Cl- a forma geral da equação que 

define os seus fluxos é: 

Jxy = ]xyM .(Cx _ 1.Cy _2-Cx _ 2.Cy _ /) 

2. Para o translocador Na/HCOf/Ch, a forma geral da equação que define os seus 

fluxos é: 

JxyZ = J>9ZM (Cx - 1-Q> - 1-Cl -2-Cx_2.Cy_ 2.CZ _ /) 

3. Para o translocador fC/Q- a forma geral da equação que define os seus fluxos é: 

Jxy = JxyM .(Cx _ 1.Cy _ 1 - Cx _ 2.Q _ 2 ) 

onde: 

Jxy - fluxo através do transportador X/Y 

Jxyz - fluxo através do transportador X /Y/Z 

JxyM - fluxo em situação de saturação através do transportador X/Y 

JxyzM - fluxo em situação de saturação através do transportador X / Y / Z 

Cx_l/Cx_2 - concentrações do ião x dos dois lados da membrana 

Cy_l/Cy_2 - concentrações do ião y dos dois lados da membrana 

Cz_l/Cz_2 - concentrações do ião z dos dois lados da membrana 

Estado estacionário: atribuição de valores numéricos 

a. Fluxo de protões 

A partir dos resultados descritos por Coimbra e col. (1988) e por Rebelo da Costa e col. 

(1999ba), em que a corrente de curto-circuito gerada pelo EEM é descrita como sendo 

devida ao fluxo de protões da hemolinfa para o fluido extrapaleal, gerado pela acção de uma 

bomba de protões tipo V, atribui-se a este fluxo um valor inicial correspondente ao valor 

médio (ou típico) da corrente de curto-circuito. Assim, 

JHid_P0 = 2,0 . IO"10 moLcnfV1 

O fluxo total de H+ na célula é devido à acção do transportador Na+ /H+ , da bomba de 

H+ e à produção de H+, derivada da formação de ácidos não voláteis (JpAcNv) e de ião 

bicarbonato (JBic_P) pela célula. No estado estacionário, segundo o princípio da 

124 



Modelo Matemático 

conservação de massa, a produção de protões é igual à sua extrosão da célula através da 

bomba de protões e do trocador H+/Na+. Logo: 

JpAcNvO +JBic_PO JHid_Na_HemO = JHJd_PO 

b. Produção de anidrido carbónico 

A atribuição de um valor à produção de C0 2 é arbitrária. É possível atribuir-lhe um 

limite inferior correspondente à taxa a que os protões são expulsos da célula, 

aproximadamente 2,0.1o40 mol.crn'.s1. Escolheu-se o valor de 2,0.10'9 m o L c m V 

JAnCarb = 2,0.10"9 m o L c m V 

para permitir simulações em que a taxa de bombagem de protões aumenta. Desta maneira, a 

produção de C0 2 nunca é factor limitante no funcionamento do sistema. 

c. Fluxo do ião bicarbonato 

A partir dos resultados apresentados por Machado e col. (1990), confirmados por 

Hudson (1992) em Unto, a corrente de curto-circuito gerada pelo EEM é descrita como 

sendo numericamente igual ao fluxo de iões bicarbonato através da barreira basolateral. Em 

princípio este fluxo deve ser numericamente igual ao fluxo de iões bicarbonato produzidos 

na célula por acção da Anidrase Carbónica (JBic_P), de modo a que, no estado estacionário, 

haja uma manutenção da quantidade de bicarbonato intracelular. Atribui-se à produção de 

bicarbonato JBic_P um valor inicial correspondente ao valor da corrente de curto-circuito: 

JBic_P0 = JHid_P0 = 2,0.10"10 mol .c rnV 

Com base nos efeitos observados com bloqueadores do transporte de bicarbonato 

postulou-se que o fluxo deste ião através da membrana basolateral é devido à acção de dois 

tipos de transportador, um transportador N a 7 H C 0 3 / C r e um transportador HC037C1". 

Como referimos acima para estabilizar o modelo foi necessário postular a existência de 

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

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

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

JNa_Bic_HemO - JCl_Bic_HemO + JBic_D0 = -JBicJPO 

125 



Modelo Matemático 

d. Fluxo de ião sódio 

O fluxo total de sódio através das duas barreiras é devido à acção do transportador 

Na+/H+ , do transportador Na+ / HC03"/C1", de canais de Na+ e da bomba de Na+/K+ . No 

estado estacionário, segundo o princípio da conservação de massa, o fluxo de entrada de 

sódio para a célula é igual ao fluxo de saída. Logo: 

JNa_Bic_HemO + JHid_Na_HemO + JNa_DO - JpNaO 

O fluxo de sódio através do transportador de Na+ /HC03VCr, no estado estacionário, é 

calculado como uma fracção do fluxo de Na+ através da bomba de Na + /K : 

JNa_Bic_HemO = 0,1 JpNaO 

Não há dados sobre o valor deste fluxo, pelo que o valor escolhido é arbitrário de modo 

a não influenciar muito as simulações, ainda que permitindo simular o efeito de inibidores. 

Idênticas considerações foram usadas para o cálculo do fluxo de sódio através da 

transportador de Na+ /H+ , no estado estacionário: 

JHid_Na_HemO = 0,1 JHid_PO 

e. Fluxo de ião potássio 

O fluxo total de potássio através da membrana é devido à acção do transportador Cl" 

/K+, de canais de K+ e da bomba de Na+/K+. No estado estacionário, segundo o princípio 

da conservação da massa, o fluxo de entrada de potássio para a célula é igual ao fluxo de 

saída. Logo: 

JpKO + JK_DO -JCLK_EpO = 0 

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

de 3 iões Na+ para o exterior da célula e o contra-transporte de 2 iões K+ para o interior: 

JpKO =-(2/3). JpNaO 

O fluxo difusional de potássio, no estado estacionário, corresponde à partilha arbitrária 

do fluxo de K+ através da bomba pelos canais de K+ e pelo transportador Cl~/K+. 
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f. Fluxo de ácidos não voláteis 

O fluxo total de ácidos não voláteis através da barreira basolateral é devido à produção 

intracelular destes ácidos e à acção do transportador AcNv/Cl". No estado estacionário, 

segundo o princípio da conservação de massa, a produção de ácidos não voláteis na célula é 

igual ao fluxo de saída. Logo: 

JpAcNvO + JAcNv_Cl_HemO = 0 

g. Fluxo de ião cloro 

O fluxo total de ião cloro através da membrana é devido à acção do transportador 

Na+ /HC037Cr, do transportador K+/C1~, do transportador HC03'/C1" e de canais de Cl". 

No estado estacionário, segundo o princípio da conservação de massa o fluxo de entrada de 

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

JCl_Bic_HemO JNa_Bic_HemO JAcNv_Cl_HemO + JC1_D0 = 0 

O Modelo Dinâmico 

Uma vez definido o estado estacionário, o modelo permite o cálculo dos valores 

instantâneos das variáveis após a introdução de perturbações, que consistem em alterações 

de um ou mais parâmetros. Para que o modelo possa ser usado, terá de ser estável quando 

não é perturbado. 

O núcleo do modelo matemático é constituído por seis equações diferenciais não 

lineares, em função do tempo, que correspondem às quantidades intracelulares do ião sódio 

(QNa), do ião potássio (QK), do ião bicarbonato (QBic), do hidrogenião total (QHidT), de 

ácidos não voláteis (QAcNv) e de anidrido carbónico total (QAnCarbT). 

As quantidades instantâneas no citoplasma resultam do somatório dos fluxos de cada 

um desses componentes entre o meio intracelular e os dois compartimentos extracelulares 

considerados. 

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

componentes: 
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d/dt (QNa) = JNa_D+JHid_Na_Hem+JNa_Bic_Hem-JpNa 

d/dí (QK) - JpK+JK_D-JCl_K_Ep 

d/dt (QAnCarbT) = JAnCarb-JCl_Bic_Hem+JNa_Bic_Hem+JAnCarb_Dif+JBic_D 

d/dt (QUidT) = 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 

A estratégia dos cálculos 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 cálculo usado é 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 não é uma representação rigorosa do sistema que pretende 

representar. É uma ferramenta de análise cuja função principal é mostrar a coerência interna 

do modelo qualitativo proposto até à data. 
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Simulações 

A estratégia experimental, utilizada na simulação do efeito na Ccc e pH; do EEM de 

substâncias inibidoras específicas de sistemas de transporte membranar, consistia em alterar 

o valor de um ou mais parâmetros tal como se descreve abaixo. Os parâmetros escolhidos 

são uma interpretação dos efeitos dos inibidores em termos do modelo. 

As perturbações introduzidas no modelo obedeceram a um desenho genérico: 

- o bloqueio de canais simula-se reduzindo o valor da respectiva permeabilidade; 

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

respectivas taxas máximas de transporte. 

Para evitar indeterminações numéricas, os valores dos parâmetros nunca foram 

reduzidos a zero e as transições entre valores dos parâmetros foram exponenciais, utilizando-

se expressões do tipo 

PAR(t)=PAR(0)*(1-exp(-t/ r)) 

em que PAR(t) e PAR(O) são os valores do parâmetro a perturbar nos instantes 0 e t, e r é 

uma constante de tempo. A constante de tempo T foi introduzida para ajustar a resposta no 

tempo e tem nesta fase um significado desconhecido. A resposta da Ccc do EEM aos 

inibidores é em geral muito lenta e não é integralmente explicável pela taxa a que os 

compartimentos variam como resultado de modificações nos fluxos iónicos. O efeito de 

qualquer droga sobre a Ccc é uma cadeia de mecanismos, que incluem a sua difusão até ao 

receptor respectivo, através duma camada não agitada, a sua combinação com esse receptor, 

e o efeito desta combinação sobre os processos que seguem e sobre o transporte iónico 

através das duas barreiras. Todos estes mecanismos decorrem de acordo com as respectivas 

taxas, que neste momento são desconhecidas. 

Efeito da Bafílomicina At na Ccc 

A Bafilomicina Aí é um inibidor específico das ATPases tipo V (Drose e Altendorf, 

1997). O efeito desta substância na Ccc foi estudado por Rebelo da Costa e col. (1999ba), 

utilizando o método de Voltagem-Controlada. Estes autores verificaram uma inibição da 

129 



Modelo Matemático 

corrente quando adicionaram a Bafilomicina A, do lado apical do epitélio. O seu efeito foi 

simulado reduzindo a taxa máxima de bombeamento da V-ATPase em 95%. Os valores 

experimentais e os resultantes da simulação estão representados na Figura 40. Está 

representada na Figura 41 a variação dos fluxos dos diferentes sistemas de transporte entre o 

estado estacionário e o instante final da simulação. 
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Figura 40. Efeito da Bafilomicina Ai na Ccc (valor fraccionado). Valores 

experimentais (•) (Rebelo da Costa e col., 1999b) e valores resultantes da 

computação do modelo (—.) assumindo uma redução de JHid_PM (95%). 
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Figura 4L Fluxos no estado estacionário (■) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito da Bafilomicina Ai na Ccc. 
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Não existe discrepância significativa entre os valores computados e os valores 

experimentais, para esta simulação. 

Como podemos verificar na Figura 41, reduzindo a taxa máxima de transporte da V-

ATPase verifica-se uma diminuição directa do fluxo de iões H+ através dessa bomba 

(JHid_P). Esta diminuição da saída de iões H+ da célula leva a um aumento da sua 

concentração, que implica uma um desvio para a esquerda (produção de COj) da reacção de 

hidratação de C 0 2 e, portanto, uma diminuição da concentração intracelular de ião 

bicarbonato (JBic_P) e um aumento da taxa de transporte do trocador Na+ /H+ 

(JHid_Na_Hem). A redução do ião bicarbonato intracelular leva, por seu lado, a uma redução 

do seu fluxo através dos canais específicos (JBic_D) e do trocador H C 0 3 /Cl (JCl_Bic_Hem). 

A diminuição do fluxo difusional de cloro (JCI_D) só pode explicar-se pela ligeira 

despolarização do compartimento intracelular. As alterações verificadas nos outros fluxos 

representados na Figura 41 são pouco significativas para esta simulação. 

Efeito do Diamox na Ccc 

O Diamox é um inibidor específico da Anidrase Carbónica (Ashe JR e col., 1956; Enns 

e Hill, 1983). O efeito desta substância na Ccc foi estudado por Coimbra e col. (1988), 

utilizando o método de Voltagem-Controlada. Estes autores verificaram uma inibição da 

corrente quando adicionaram o Diamox a qualquer dos lados do epitélio. O seu efeito foi 

simulado reduzindo da taxa máxima de actividade da enzima de 98,5%. Os valores 

experimentais e os resultantes da simulação estão representados na Figura 42. Está 

representada na Figura 43 a variação dos fluxos dos diferentes sistemas de transporte entre o 

estado estacionário e o instante final da simulação. 
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Figura 42. Efeito do Diamox na Ccc (valor fraccionário). Valores experimentais (•) 

(Coimbra e col., 1988) e valores resultantes da computação do modelo (_) 

assumindo uma redução deJBicJPM (98,5%). 
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Figura 43. Fluxos no estado estacionário (III) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito do Diamox na Ccc. 

Para simular o efeito do Diamox não foi necessário introduzir qualquer alteração nos 

parâmetros e fluxos iniciais. 

Analisando as variações mais significativas nos fluxos considerados, podemos verificar 

(Figura 43) que, reduzindo a taxa máxima de hidratação do anidrido carbónico (JBicJP), se 

verifica uma diminuição directa da produção intracelular de iões bicarbonato e H + , 
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consequente redução das concentrações intracelulares de protões e bicarbonato e dos fluxos 

de saída da célula destes iões, por diminuição da taxa de transporte do trocador Na+ /H+ 

(JHid_Na_Hem) e da bomba de protões (JHid_P). A redução do ião bicarbonato intracelular 

leva, por seu lado, a uma redução do fluxo de ião bicarbonato através dos canais específicos 

(JBic_D) e do trocador HCO3/CI" (JCl_Bic_Hem). A diminuição da taxa de transporte do 

trocador HCO3/CI" reduz a entrada de ião Cl para a célula, logo implica a diminuição do seu 

fluxo difusional (JCI_D). As alterações verificadas nos outros fluxos representados na Figura 

43 são pouco significativas para esta simulação. 

Efeito do Amiloríde na Ccc 

O Amiloride é um inibidor específico do trocador Na+ /H+ (Grinstein e Smith, 1987; 

Mahnensmith e Aronson, 1985), estando descrita igualmente a sua acção inibitória em canais 

de membrana específicos de Na+ (Benos e col., 1987). O efeito desta substância na Ccc foi 

descrito por Coimbra e col. (1988). O seu efeito foi simulado introduzindo uma redução de 

98% da taxa máxima de transporte do trocador e 90% da permeabilidade da membrana 

basolateral ao ião Na+. Os valores experimentais e os resultantes da simulação estão 

representados na Figura 44. Está também representada na Figura 45 a variação dos fluxos 

dos diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionário e o instante final da 

simulação. 

O efeito do Amiloride só pôde ser simulado aumentando simultaneamente os valores de 

referência da permeabilidade ao ião Na+ das barreiras basolateral e apical das células e 

diminuindo a fracção de ião bicarbonato transportado pelo transportador Na + /HC0 3 /Cl". 

Coimbra e col. (1988) atribuíram o efeito deste inibidor na Ccc à inibição do trocador 

Na / H . A simulação aponta para a existência de canais de Na+ sensíveis a esse inibidor, que 

contribuem para o efeito que tem sobre a Ccc. 

Como podemos verificar na Figura 45, reduzindo a taxa máxima de transporte do 

trocador Na + /H + verifica-se uma diminuição directa do fluxo de iões H+ e Na+ através desse 

sistema de transporte (JHid_Na_Hem). A diminuição na saída de iões H+ da célula leva a um 

aumento da sua concentração intracelular, que implica uma ligeira subida no seu fluxo 

através da V-ATPase (JHidJP). A redução do fluxo de entrada na célula do ião Na+ leva, por 

seu lado, a uma diminuição da taxa de transporte da bomba de Na+ /K+ (JpNd), ou seja, da 
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entrada de iões KT e da saída de iões Na" da célula, daí venficar-se uma redução do fluxo 

difusional desses iões através dos canais específicos (JNa_D e JK_D). As alterações 

verificadas nos outros fluxos representados na Figura 45 são pouco significativas para esta 

simulação. 
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Figura 44. Efeito do Amiloride na Ccc (valor fraccionário). Valores experimentais (») 

(Coimbra e col., 1988) e valores resultantes cia computação do modelo (•—) 

assumindo uma redução de JHid„Na_HemM (98%) e PNaJHem (90%). 
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Figura 45. Fluxos no estado estacionário (Hl) e fluxos no instante final (■) 

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

O D I D S é um inibidor dos transportadores Na V FICO, / C l e H C O , /C l (Boron e 

Boulpaep, 1983; Pace e col., 1983). Está descrita igualmente a sua acção na inibição de canais 

de membrana específicos de Cl (Bicho e co l , 1999; Jensen e Skott, 1996). O efeito desta 

substância na Ccc foi descrito por Coimbra e col. (1988), utilizando a técnica de Voltagem-

Controlada. Quando o inibidor foi adicionado do lado basolateral do epitélio, verificaram 

uma diminuição da Ccc. O seu efeito foi simulado reduzindo 90% das taxas máximas de 

transporte dos transportadores de bicarbonato e 85% da permeabilidade da membrana 

basolateral ao ião Cl . Os valores experimentais e os resultantes da simulação estão 

representados na Figura 46. Está representada na Figura 47 a variação dos fluxos dos 

diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionário e o instante final da simulação. 

1000 2000 3000 4000 5000 
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Figura 46. Efeito do DIDS na Ccc (valor fraccionário). Valores experimentais (•) 

(Coimbra e col., 1988) e valores resultantes da computação do modelo (_) 

assumindo uma redução de JCl__Bic__HemM (90%), JNa_Bic_HemM (90%) e 

PClJ Iem (85%). 
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Figura 47. Fluxos no estado estacionário (■) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito do DIDS na Ccc. 

O SITS é um inibidor dos transportadores Na + /HC0 3 VCl" e H C O - / C Î (Boron e 

Boulpaep, 1983; Yarbrough e col., 1999) . Está descrita igualmente a sua acção na inibição de 

canais de membrana específicos de Cl (Dick e col., 1999; Hogg e col., 1994). O efeito desta 

substância na Ccc foi descrito por Coimbra e col. (1988). Utilizando a técnica de Voltagem-

Controlada, verificaram uma inibição da Ccc, quando o inibidor foi adicionado do lado 

basolateral do epitélio. O seu efeito foi simulado introduzindo uma redução de 90% das 

taxas máximas de transporte dos transportadores de bicarbonato e 78 % da permeabilidade 

da membrana basolateral ao ião Cl. Os valores experimentais e os resultantes da simulação 

estão representados na Figura 48. Na Figura 49 está representada a variação dos fluxos dos 

diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionário e o instante final da simulação. 

O efeito do D I D S e do SITS na Ccc só foi possível simular aumentando a 

permeabilidade ao Na das barreiras apical e basolateral das células. 

O efeito destes inibidores na Ccc foi atribuído, por Coimbra e col. (1988), à inibição do 

trocador H C 0 3 / C l presente na membrana basolateral. Barrias (2003) descreveu a presença 

de um trocador N a + / H C 0 3 / C l também na membrana basolateral das células. Como 

referido, este trocador é também sensível a inibição por SITS e DIDS. 

Tendo em conta estes dados, introduziu-se uma redução da taxa máxima desses dois 

transportadores nas simulações, utilizando-se constantes de tempo distintas para se verificar 
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uma maior sobreposição dos dados. Foi ainda necessário inibir os canais de Cl na membrana 

basolateral. 

Figura 48. Efeito do SITS na Ccc (valor fraccionário). Valores experimentais (•) 

(Coimbra e col., 1988) e valores resultantes da computação do modelo (—) 

assumindo uma redução JCl_Bic_HemM (90%), ]Na_Bic_HemM (90%) e 

PClJ iem (78%). 
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Figura 49. Fluxos no estado estacionário (■) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito do SITS na Ccc. 
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Como as alterações induzidas pela simulação do efeito destes dois inibidores na Ccc são 

em tudo semelhantes, serão analisadas em conjunto. Como podemos verificar (Figuras 47 e 

49) reduzindo as taxas máximas dos transportadores H C O , / C l (JC/_Bic_Hem) e N a + / H C O , 

/Cl" (JNa_Bic_Hem) e a permeabilidade dos canais específicos do ião Cl da barreira 

basolateral QCl_Difiiem), verifica-se uma diminuição directa do fluxo de iões através desses 

sistemas de transporte. A diminuição do fluxo de saída de iões bicarbonato da célula pelo 

trocador H C O , /C l (JC7_Bic_Hem) determina uma subida na concentração intracelular de 

bicarbonato e uma deslocação da reacção de hidratação do C 0 2 para a esquerda (redução de 

JBicJP) e, por isso, uma diminuição na produção de iões FT. Esta diminuição leva a um 

ligeiro decréscimo do seu fluxo de saída da célula, por diminuição da taxa de transporte do 

trocador N a + / H + (JHid_Na_Hem) e da bomba de protões (JHid_P). As alterações verificadas 

nos outros fluxos representados nas Figuras 47 e 49 são pouco significativas para esta 

simulação. 
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Figura 50. Efeito da Ubaína na Ccc (valor fraccionário). Valores experimentais («) 

(Rebelo da Costa e col., 1999a) e valores resultantes da computação do modelo (_.) 

assumindo uma redução de JpNaM (95%). 
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A Ubaína é um inibidor específico da bomba de Na /K+ (Schneider e col., 1998; 

Shimizu e col., 1983). O efeito desta substância na Ccc foi descrito por Rebelo da Costa e 

col. (1999a), utilizando a técnica de Voltagem-Controlada. Verificaram uma inibição da Ccc 

quando o inibidor foi adicionado do lado basolateral do epitélio O seu efeito foi simulado 

introduzindo uma redução da taxa máxima de transporte da bomba de 95%. Os valores 

experimentais e os resultantes da simulação estão representados na Figura 50. Está 

representada na Figura 51 a variação dos fluxos dos diferentes sistemas de transporte entre o 

estado estacionário e o instante final da simulação. Não existem discrepâncias significativas 

entre os valores computados e os valores experimentais. 
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Figura 51. Fluxos no estado estacionário (il) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito da Ubaína na Ccc. 

Como podemos verificar na Figura 51, reduzindo a taxa máxima de transporte da 

bomba de Na /KH, verifica-se uma diminuição directa do fluxo de iões através desse sistema 

de transporte (JpNa), ou seja, da entrada de iões K+ e da saída de iões Na' da célula. Esta 

diminuição implica uma redução do seu fluxo difusional através dos canais específicos 

(JNa_D e JK___D). O aumento acentuado da concentração intracelular do ião Na' leva à 

diminuição do seu fluxo de entrada pelo trocador Na+ /H+ (JHid_Na_Hem) e à inversão dos 

fluxos do transportador Na + /HCO, /Cl (JNa_Bic_Hem). Como o funcionamento dessa 

bomba contribui para a determinação do potencial de membrana, verifica-se que a sua 

inibição leva a uma despolarização intracelular acentuada. Esta despolarização implica a 
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redução do fluxo difusional dos iões carregados negativamente (JC/_D e JBk_D). A 

diminuição na saída desses iões da célula leva a uma acumulação intracelular de cloro e 

bicarbonato e consequente diminuição de ]Bic_P, inversão dos fluxos do transportador 

N a + / H C 0 3 V Q e redução da taxa de transporte do trocador H C O 3 / Q " (JC/__Bk_Hem). A 

diminuição de ]Bk_P implica também uma redução da produção intracelular de iões H + e, 

por isso, uma redução do seu fluxo através da bomba de protões (JHid___P). As alterações 

verificadas nos outros fluxos representados na Figura 51 são pouco significativas para esta 

simulação. 

Efeito do DIOA na Ccc 

O D I O A é um inibidor do co-transportador de C l / K + (Linton e O'Donnell, 1999; Soler 

e col., 1993). O efeito desta substância na Ccc foi descrito por Rebelo da Costa (1994). O seu 

efeito foi simulado introduzindo uma redução da taxa máxima de transporte do co-

transportador de 95%. Os valores experimentais e os resultantes da simulação estão 

representados na Figura 52. Na Figura 53 estão representados os fluxos dos diferentes 

sistemas de transporte no estado estacionário e no instante final da simulação. 
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Figura 52. Efeito do DIOA na Ccc (valor fraccionado). Valores experimentais (•) 

(Rebelo da Costa, 1994) e valores resultantes da computação do modelo (_■) 

assumindo uma redução de JCf_K_EpM (95%). 
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Figura 53. Fluxos no estado estacionário (■) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito do DIOA na Ccc. 

Para simular o efeito do D I O A na Ccc foi necessário diminuir a permeabilidade ao ião 

Cl da membrana basolateral e aumentar a fracção de ião K+ transportada pelo co-

transportador K + / C I no estado de referência. 

Reduzindo a taxa máxima de transporte do transportador de Ci~/KT verifica-se uma 

diminuição directa do fluxo de iões através desse sistema de transporte (JC/_K_Ep), ou seja, 

da saída de iões K+ e Cl da célula (Figura 53). Esta diminuição implica um aumento do fluxo 

difusional desses iões através dos canais específicos (JC/__D e JK_D). O aumento da 

concentração intracelular do ião K leva a um ligeiro decréscimo na taxa de transporte da 

bomba de N a + / K + e a uma despolarização. Tal como para a simulação do efeito da Ubaína 

(embora com menor magnitude), esta despolarização implica a ligeira redução do fluxo 

difusional dos iões bicarbonato (JBic_D). Esta diminuição na saída desses iões da célula leva 

a um decréscimo na produção intracelular de ião bicarbonato (JBzc_P) e por isso uma 

redução da taxa de transporte do trocador H C C y / C l QCl_Bic_Hem). A diminuição JBic_P 

implica também uma redução da produção intracelular de iões H~ e, por isso, uma redução 

do seu fluxo através da bomba de protões (JHidJP). As alterações verificadas nos outros 

fluxos representados na Figura 53 são pouco significativas para esta simulação. 
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Efeito da Baúlomicina At e Axniloride no pHi 

O efeito destas substâncias no pH, foi descrito no capítulo 4. 

Pata simular o seu efeito no pH, utilizou-se uma estratégia distinta da usada nas 

simulações anteriores. Como os resultados experimentais foram obtidos utilizando soluções 

exteriores sem iões bicarbonato e anidrido carbónico, reduziu-se o valor das concentrações 

destes componentes nas soluções extracelulares antes de se iniciarem as simulações, de modo 

a que os parâmetros do modelo (permeabilidades, afinidades, taxas máximas, etc.) fossem 

sempre positivos. 

Para além da alteração das concentrações extracelulares de alguns componentes, para 

que fosse possível a simulação do efeito destes dois inibidores no pH ; , foi necessário 

introduzir outras modificações no estado estacionário, nomeadamente, o aumento da taxa de 

transporte do trocador Na / H + e da produção de ácidos não voláteis. Estas modificações 

acarretaram, por sua vez, alterações em alguns dos fluxos no estado estacionário de outros 

sistemas de transporte (Figuras 55 e 57). 

O efeito da Bafilomicina Kx foi simulado introduzindo uma redução da taxa máxima de 

bombeamento da V-ATPase de 99%. Os valores experimentais e os resultantes da simulação 

estão representados na Figura 54. Na Figura 55 está representada a variação dos fluxos dos 

diferentes sistemas de transporte entre o estado estacionário e o instante final da simulação. 
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Figura 54. Efeito da Bafilomicina Ai no pll, (valor normalizado). Valores 

experimentais (») e valores resultantes da computação do modelo (—) assumindo 

uma redução deJHid_PM (99%). 
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Figura 55. Fluxos no estado estacionário (■) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito da Bafilomicina Ai no pH intracelular. 

O efeito do Amiloride no pHj foi simulado introduzindo uma redução da taxa máxima 

de transporte do trocador Na / H + e da permeabilidade da membrana basolateral ao ião NaT 

de 98%. Os valores experimentais e os resultantes da simulação estão representados na 

Figura 56. Na Figura 57 está representada a variação dos fluxos dos diferentes sistemas de 

transporte entre o estado estacionário e o instante final da simulação. 
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Figura 56. Efeito do Amiloride no pH; (valor normalizado). Valores experimentais 

(•) e valores resultantes da computação do modelo (—) assumindo uma redução de 

JHid_Na_HemM (98%) e P N a J I e m (98%). 
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Figura 57. Fluxos no estado estacionário (■) e fluxos no instante final (■) 

resultantes da simulação do efeito do Amiloride no pH intracelular. 

Como podemos verificar nas Figuras 55 e 57, a redução das taxas máximas de 

transporte inibidas nestas duas simulações, JHidJPÀÍ e JHid_Na_HemM, produzem efeitos 

nos fluxos finais dos diversos transportadores membranares idênticos aos verificados nas 

simulações do efeito dos dois compostos na Ccc. Podemos justificar essas variações 

baseando-nos nas explicações referidas em cada um desses casos. 
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Parâmetros e Fluxos 

A combinação de parâmetros utilizados nas diferentes simulações estão representados 

nas tabelas seguintes. Estão também representados os valores dos fluxos dos sistemas de 

transporte no estado estacionário (Início) e no instante final das simulações (Fim). 

Início Fim Início Fim 

VM 43,0 42,4 JpNa 143 148 

v_c 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 

CK_C 40,00 39,19 JHid_Na_ Hem 20 26 

CBic_C 2,00 1,94 JNa_Bic_ Hem 14 14 

PNaJHem 2550 JCI_Bic_l Hem 129 19 

PNa_Ep 450 JCI_K_Ep 10 9 

PK_Hem 68343 JAcNv_C LHem -20 -20 

PK_Ep 17086 JBic_D -86 -12 

PCLHem 2426810 JNa_D 109 108 

PCLEp 1040060 JK_D -86 -89 

PBic_Hem 325137 JCI_D -125 -15 

Tabela 5. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito da Bafilomicina Ai na Ccc (Fluxos-10: 

molxm^.s-1; Concentrações-mM; VM-mV; V_C-1.0e-3cm3/cm2; Permeabilidades-lO-'cm.s1). 

Início Fim Início Fim 

VM 43,0 45,6 JpNa 143 129 

v_c 1,50 2,16 JpK 96 86 

pH_C 6,80 7,86 JHicLP 200 32 

CCLC 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 JCLBicJ Hem 86 11 

PNa_Ep 150 JCI_K_Ep 10 8 

PK_Hem 68343 JAcNv_C LHem -20 -20 

PK_Ep 17086 JBic_D -129 -16 

PCLHem 1592640 JNa_D 109 114 

PCLEp 682562 JK_D -86 -78 

PBic_Hem 487706 JCI_D -82 -9 

Tabela 6. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito do Diamox na Ccc (Fluxos - IO1 

moLcm-z.s-1; Concentrações-mM; VM-mV; V_C-1.0=-3cm3/cm2; Permeabilidades-109 cm.s1). 
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Início Fim Início Fim 

VM 43,0 44,2 JpNa 426 303 

v_c 1,50 1,46 JpK 284 202 

pH_C 6,80 6,77 JHid_P 200 206 

CCLC 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 

PCLHem 7178 JNa^D 363 256 

PCI_Ep 3076 JK_D -258 -183 

PBic_Hem 736014 JCI_D -0,37 -0,59 

Tabela 7. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito do Amiloride na Ccc (Fluxos-ICH 

molxm-z.s-1; Concentrações-mM; VM-mV; V_C-1.0-3cm3/cm2; Permeabilidades-109 cm.s"1). 

Início Fim 

VM 43,0 43,6 

v_c 1,50 1,61 

pH_C 6,80 6,89 

CCLC 3,20 3,14 

CNa_C 2,00 1,46 

CK_C 40,00 40,65 

CBic_C 2,00 2,56 

PNa_Hem 5500 

PNa_Ep 4500 

PK_Hem 203086 

PK_Ep 50771 

PCLHem 1840220 

PCI_Ep 788666 

PBic Hem 368007 

Tabela 8. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito do DIDS na Ccc (Fluxos - 10 l : 

mol.cm-2.s-1; Concentrações- mM; VM-mV; V_C-1.0c-3cm3/cm2; Permeabilidades-109 cm.s1). 

Início Fim 

JpNa 426 386 

JpK 284 257 

JHid_P 200 179 

JAnCarb_Dif -1800 -1825 

JBic_P 200 175 

JHid_Na_Hem 20 16 

JNa_Bic_Hem 43 1 

JCI_Bic_Hem 146 88 

JCI_K_Ep 28 28 

JAcNv_CI_Hem -20 -20 

JBic_D -97 -87 

JNa_D 363 369 

JK_D -256 -229 

JCLD -95 -80 

http://mol.cm-2.s-1
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Início Fim Início Fim 

VM 43,0 43,6 JpNa 426 387 

V_C 1,50 1,58 JpK 284 258 

pH_C 6,80 6,87 JHid_P 200 184 

CCLC 3,20 3,14 JAnCarbJDif -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 

PCLHem 1840220 JNa_D 363 369 

PCI_Ep 788666 JK_D -256 -231 

PBic Hem 368007 JCI_D -95 -69 

Tabela 9. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito do SITS na Ccc (Fluxos-lO-^mol.cm-z.s-1; 

Concentrações-mM; VM-mV; V_C-1.0e-3cm3/cm2; Permeabilidades-109 cm.s"1). 

Início Fim Início 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 

CCI_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 JCLBicJ 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 

PCI.Hem 2426810 JNa_D 109 50 

PCLEp 1040060 JK_D -86 -27 

PBic_Hem 325137 JCLD -125 -99 

Tabela 10. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito da Ubaína na Ccc (Fluxos - 10 

mol.cmV1 ; Concentrações-mM; VM-mV; V_C-1.0e-3cm3/cm2; Permeabilidades-109 cm.s1). 
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Início Fim Início Fim 

VM 43,0 35,0 JpNa 143 133 

v_c 1,50 1,74 JpK 96 88 

pH_C 6,80 6,91 JHid_P 200 175 

CCLC 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 

PCLHem 134172 JNa_D 109 97 

PCLEp 1207550 JK_D -10 -55 

PBic Hem 325137 JCI_D -48 -82 

Tabela 11. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito do DIOA na Ccc (Fluxos - IO"1 

molxm^.s"1; Concentrações-mM; VM-mV; V_C-1.0e-3cm3/cm2; Permeabilidades-109 cm.s1). 

Início Fim 

VM 43,0 40,9 

v_c 1,50 1,47 

pH_C 6,80 6,63 

CCLC 3,20 3,47 

CNa_C 2,00 4,53 

CK_C 40,00 37,42 

CBic_C 2,00 1,61 

PNa_Hem 2850 

PNa_Ep 150 

PK_Hem 103959 

PK_Ep 25990 

PCI_Hem 2491230 

PCI_Ep 1067670 

PBic Hem 98177 

Tabela 12. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito da Bafilomicina Ai no pH; (Fluxos-10 

mol.cm-2.s-1; Concentrações-mM; VM-mV; V_C-1.0£-3cm3/cm2; Permeabilidades-109 cm.s"1). 

Início Fim 

JpNa 218 255 

JpK 145 170 

JHid_P 200 24 

JAnCarb_Dif -1800 -1922 

JBic_P 200 78 

JHid_Na_Hem 120 174 

JNa_Bic_Hem 22 18 

JCI_Bic_Hem 44 19 

JCI_K_Ep 15 18 

JAcNv_CI_Hem -120 -120 

JBic_D -177 -76 

JNa_D 76 71 

JK_D -131 -159 

JCLD -128 -103 
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Início Fim Início Fim 

VM 43,0 45,7 JpNa 205 43 

v_c 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 

PCLHem 2527420 JNa_D 65 3 

PCI_Ep 1083180 JK_D -123 -26 

PBic Hem 68404 JCI_D -130 -113 

Tabela 13. Parâmetros e fluxos da simulação do efeito do Amiloride no pHi (Fluxos - 10 l : 

moLcm-ls"1; Concentrações - mM; VM-mV; V_C-1.0e-3cm3/cm2; Permeabilidades - IO9 cm.s"1). 
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Discussão 

Como referido, o modelo não pretende ser uma representação rigorosa do sistema que 

pretende simular. É sim uma ferramenta de análise cuja função principal é mostrar a 

coerência interna do modelo qualitativo proposto anteriormente. 

A elaboração deste modelo só foi possível mediante a introdução de alguns 

transportadores de membrana cuja existência ainda não foi descrita no EEM. Assim, 

postulou-se a presença de canais específicos de Na+, K+ e HC03" e de um trocador Ácidos 

não voláteis/Cl" na membrana deste epitélio. 

Fez-se uma série de simulações de protocolos verificados experimentalmente. Para cada 

caso, analisou-se não só a variação no parâmetro medido experimentalmente, como também 

a variação dos fluxos dos diversos transportadores. 

Em todas as simulações realizadas foi possível reproduzir os resultados experimentais 

obtidos para o efeito de inibidores específicos de sistemas de transporte sobre a Ccc e o pH 

intracelular. Para que isso acontecesse foi necessário, em alguns casos, introduzir alterações 

em um ou mais parâmetros do estado de referência, o que pode dever-se a: 

• incorrecção de uma ou mais das cinéticas escolhidas para definir os fluxos dos 

diferentes sistemas de transporte; 

. indefinições no modelo por falta de dados experimentais que permitam determinar os 

parâmetros do estado de referência; 

• variações das preparações utilizadas para obter os diferentes resultados experimentais 

utilizados nestas simulações. 

Para cada uma das simulações realizadas, a análise dos resultados é consistente, ou seja, 

os resultados obtidos não foram determinados por valores implausíveis e muito menos 

impossíveis dos diferentes fluxos. 

No nosso entender, as estimativas que neste momento carecem de qualquer explicação 

dizem respeito às constantes de tempo dos transitórios 

O modelo está escrito de uma forma modular de modo a ser facilmente modificável. 

Permite, por isso, a simulação de uma série de situações experimentais distintas. 

O modelo não inclui uma descrição dos movimentos de cálcio. 
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Como foi dito no capítulo 3, as observações resultantes dos trabalhos de Coimbra e col. 

(1988) e de Coimbra e col. (1992) permitem concluir que os iões cálcio atravessam 

passivamente as células do EEM. Em condições de curto-circuito e na ausência de um fluxo 

líquido transepitelial somos forçados a postular que o cálcio intracelular está em equilíbrio 

electroquímico com o cálcio externo. Isso implica que, para um potencial intracelular de 

cerca de - 40 mV, a concentração de cálcio intracelular é cerca de 20 vezes superior à 

concentração externa, o que contraria o conceito geralmente aceite de que as concentrações 

intracelulares de cálcio são pelo menos três ordens de grandeza inferiores às externas. 

Tratando-se de um ponto altamente controverso, considerou-se que seria prudente aguardar 

as observações que estão a ser feitas com sondas fluorescentes, que contudo, até ao presente 

confirmam as conclusões acima expostas. 
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Anexo 

Fluxos eparâmetros celulares do estádio estacionário 

Valores Unidades 

Afinidades KNa_C 2,0 e-7 mol.cnr3 

KHid_C 1,585 e4 0 mol.cm"3 

KKJHem 1,0 e 6 mol.cnr3 

KAnCarb 6,0 e-6 mol.cm-3 

Permeabilidades P_Na 3e-6 cm.s"1 

P_K 8,5 e-5 cm.s"1 

P_C1 3,5 e-3 cm.s4 

P_Bic 3,3 e-4 cm.s4 

Volume celular v_co 1,5 e-3 cm3.cnr2 

Potencial de membrana VMO 0,043 V 

Fluxos JAcNv_Cl_HemO -2,0e-ll mol.cm"2.s4 

JAnCarbO 2,0 e-9 mol.cm"2.s_1 

JAnCarb_DifO -5,8 e-9 mol.cm^.s"1 

JBic_D0 -8,6 e-11 mol.cm~2.s4 

JBic_P0 2,0 e-10 mol.cm"2.s_1 

JCl_Bic_HemO 1,29 e-10 mol.cm-2.s"1 

JC1_D0 -1,25 e-10 mol.cm^.s"1 

JCLDifEpO -3,7 e-11 mol.cnr2.s~1 

JCLDifHemO -8,7 e-11 mol.cnr2.s_1 

JCl_K_EpO 1,0 e-11 mol.cnr2.s~1 

JHid_P0 2,0 e-10 mol.cm'2.s_1 

JK_D0 -8,6 e-11 mol.cm^.s"1 

JK_DifEpO -1,7 e-11 mol.cm-2.s4 

JK_DifHemO -6,9 e-11 mol.cm"2^"1 

JNa_Bic_HemO 1,4 e-11 mol.cm"2.s_1 

JNa_D0 109 e-12 mol.cm"2. s4 

JNa_DifEpO 1,6 e-11 mol.cnr2.s~1 

JNa_DifHemO 9,3 e-11 mol.cirr2.s4 

JpAcNvO 2,0 e-11 mol.cm^.s"1 

JpKO 96 e-12 mol.cm'2.s4 

JpNaO 143 e-12 mol.cm"2.s_1 

Tabela 14. Fluxos e parâmetros celulares do estado estacionário. 
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Equações do Modelo 

STOPTIME=7500 
DT = 1 
TOLERANCE= 1.0E-18 
DTOT=100 
Minutos=TIME/60 

{COMPOSIÇÃO DOS BANHOS - VALORES DE ESTADO ESTACIONÁRIO } 

{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-ll 
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 

{LÍQUIDO EXTRAPALEAL - Ep} 

CNa_Ep=CBic_Ep+CCLEp+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-ll 
pKa=9.35 
CAnCarb_Ep= 0.8913e-6 
CMg_Ep=0.5e-6 
CAcNv_Ep=1.0e-6 
CCa_Ep=L0e-6 
PreAnCarb_Ep=((CAnCarb_Ep/Henry_coeQ/(760-17.5))*100 
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{COMPARTIMENTO INTRACELULAR - C} 

V_C0=1.5e-3 
CMg_C=0.5e-6 
CCa_C=2.0e-10 
CNa_C0=2.0e-6 
CK_C0=40.0e-6 
CCl_C0=3.2e-6 
COxid_C0=KW/CHid_C0 
CHid_C0=1.585e-10 
pH_C0=-LOG10(CHid_C0) 
CAnCarb_C01=8.97e-7 
CAcNv_C0=1.0e-6 
CBic_C0=2e-6 

{NERNST} 

EK=26*logN(CK_C0/CK_Hem) 
ECl=-26*logN(CCl_C0/CCLHem) 

{CÁLCULO DAS QUANTIDADES TOTAIS NOS COMPARTIMENTOS} 

QNaO = V_C0*CNa_C0 
QKO = V_C0*CK_C0 
QC10= V_C0* CCLCO 
QAcNvO=CAcNv_CO*V_CO 
QHidO=CHid_CO*V_CO 
QOxid_C0= COxid_C0*V_C0 
QAnCarbTO=V_CO*CAnCarbT_CO 

{CONSTANTE DE DISSOCIAÇÃO DA ÁGUA} 

KW=3.13e-20 {KW=H*OH} 

{CONSTANTES INICIAIS IMPORTANTES} 

{CONSTANTES ELÉCTRICAS} 

Far=96500 

R = 8.3105 
T= 273+ TC 
TC=25 
Factors 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_CO 

{DEFINIÇÃO DO ESTADO ESTACIONÁRIO: QUANTIDADES DERIVADAS} 

{BICARBONATO e C02} 

QBicO=CBic_CO*V_CO 
CAnCarbT_C0=CAnCarb_C01 + CBic_C0 
CAnCarb_CO=(QAnCarbTO - QBicO) /V_C0 
CBic_Ceq=CAnCarb_C0*[10A-(pH_C0 - 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_Cl*INIB_PCl_H 
PCl_Ep=P_Cl*(l -alfaP_Cl) 

{FLUXOS INICIAIS} 

JHid_P0=2.0e-10 
JAnCarb=2.0E-10 
JK_D0 = -alfaK*JpK0 
JCl_K_Ep0 = (1 - alfaK) * JpKO 
JHid_Na_HemO = alfaHNa*JHid_P0 
JNa_Bic_HemO = alfaNaBic*JpNa0 
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JpK0 = (2/3)*JpNa0 
JpNaO= (JNa_DO + alfaHNa * JHid_PO)/(l - alfaNaBic) 
JpAcNv = alfaAcNv * JHid_PO 
JAcNv_Cl_HemO =-JpAcNv 
JBic_PO = JHicLPO + JHid_Na_HemO - JpAcNv 
JCl_Bic_HemO = AlfaBic * (JBic_P0 + JNa_Bic_HemO) 
JBic_D0= - Bic_Rest + JCl_Bic_HemO 
JC1_D0= JCl_K_EpO + JNa_Bic_HemO - JpAcNv - JCl_Bic_HemO 
JAnCarb_DifO = -(JAnCarb - JCl_Bic_HemO +JNa_Bic_HemO + JBic_D0) 

{FLUXOS PARA IMPRESSÃO} 

JK_D0_ = JK_D0 * 1.0E12 
JCl_K_EpO_ = JCl_K_EpO * 1.0E12 
JHid_Na_HemO_ = JHid_Na_HemO * 1.0E12 
JNa_Bic_HemO_ = JNa_Bic_HemO * 1.0E12 
JpK0_ = JpK0*1.0E12 
JpNaO_=JpNaO*1.0E12 
JpAcNv_ = JpAcNv * 1.0E12 
JAcNv_Cl_HemO_ = JAcNv_Cl_HemO * 1.0E12 
JBic_P0_ = JBic_P0 * 1.0E12 
JCl_Bic_HemO_ = JCl_Bic_HemO * 1.0E12 
JBic_D0_= JBic_D0 * 1.0E12 
JC1_D0_= JC1JD0 * 1.0E12 
JAnCarb_DifO_ = JAnCarb_DifO * 1.0E12 

{PARÂMETROS} 

P_AnCarb=JAnCarb_DifO/GradAnCarbO 
JBic_PM = JBic_PO/(Ka*CAnCarb_CO - CBic_C0*CHid_C0 ) 
JAcNv_MM=JAcNv_CLHemO/((CAcNv_Hem*CCl_CO-CAcNv_CO*CCLHem)) 
JHid_PM=JHid_PO/(CHid_CO/(CHid_CO+KHid_Q) 
JpNa_M=JpNa0/[(CNa_C0/(CNa_C0+KNa_C))"3 * (CK_Hem/(CK_Hem + KK_Hem))A2] 
JHid_Na_HemM=JHid_Na_HemO/(CNa_Hem*CHid_CO-CNa__CO*CHid_Hem) 
JNa_Bic_HemM= (JNa_Bic_HemO/ (CNa_Hem*CBic_Hem*CCl_CO-

CNa_CO*CBic_CO*CCl_Hem)) *INIB_PC1_H 
JCLBic_HemM=JCl_Bic_HemO/(CCLHem*CBic_CO-CCLCO*CBic_Hem) 
JCl_K_EpM = JCl_K_EpO/(CK_CO*CCl_CO - CK_Ep*CCl_Ep) 

{EQUAÇÕES PARAT=0} 

GtadAnCarbO=(CAnCarB_Hem -CAnCarb_CO) 
JHid_P01=JHid_PM*(CHid_C0/(CHid_C0+KHid_Q) 
JAnCarb_Dif01 = P_AnCarb*GradAnCarbO 
JpNaOl =JPNa_M*Satur_0 
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JBic_P01 = JBic_PM*(Ka*CAnCarb_CO - CBic_CO*CHid_CO) 
JHid_Na_Hem01=JHid_Na_HemM*(CNa_Hem*CHid_C0-CNa_C0*CHid_Hem) 
JNa_Bic_Hem01=JNa_Bic_HemM*(CNa_Hem*CBic_Hem*CCl_C0-

CNa_CO*CBic_CO*CCl_Hem) 
JCl_Bic_Hem01 =JCl_Bic_HemM*(CCLHem*CBic_CO -CCl_CO*CBic_Hem) 
JCl_K_Ep01 = JCl_K_EpM*(CK_CO*CCLCO-CK_Ep*CCl_Ep) 
JAcNv_Cl_Hem01=JAcNv_MM*(CAcNv_Hem*CCLC0-CAcNv_C0*CCLHem) 

{FLUXOS DIFUSIONAIS} 

P_K=JK_D0/ (GoldHemO*GradKHemO) 
P_Cl=JCl_DO/(GoldHemOCl*GradClHemO) 
PBic_Hem=gBic_DO/(GoldHemOCl*GradBicHemO))*INIB_PCLH 

EHemO= Factor * VMO 
EPHemO=Exp(EHemO) 
EEpO=-EHemO 
EPEpO=Exp(EEpO) 
EHemOCl= -Factor * VMO 
EPHemOCl=Exp(EHemOCl) 
EEpOCl=- EHemOCl 
EPEpOCl=Exp(EEpOCl) 

GoldHemO=IF abs(EHemO) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EHemO/ (EPHemO-1) 
GoldHemOCl= IF abs(EHemOCl) < 1.0e-12THEN 1 ELSE EHemOCl/(EPHemOCl-1) 
GoldEpO= IF abs(EEpO) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EEpO/(EPEpO-l) 
GoldEpOCl= IF abs(EEP0Cl) < 1.0e-12 THEN 1 ELSE EEpOCl/(EPEpOCl-l) 

GradNaHemO=(CNa_Hem*EPHemO-CNa_CO) 
GradKHemO=(CK_Hem*EPHemO-CK_CO) 
GradClHemO=(CCLHem*EPHemOCl-CCl_CO) 
GradBicHemO=(CBic_Hem*EPHemOCl-CBic_CO) 

GradNaEpO=(CNa_CO*EPEpO-CNa_Ep) 
GradKEpO=(CK_CO*EPEpO-CK_Ep) 
GradClEpO=(CCl_CO*EPEpOCl-CCl_Ep) 

JBic_D01 = PBic_Hem * (GoldHemOCl*GradBicHemO) 
JNa_Di£HemO=PNa_Hem*GoldHemO*GradNaHemO 
JK_DifHemO=PK_Hem*GoldHemO*GradKHemO 
JCl_DifHemO=PCLHem*GoldHemOCl*GradClHemO 

JNa_DifEpO=PNa_Ep*GoldEpO*GradNaEpO 
JK_DifEpO=PK_Ep*GoldEpO*GradKEpO 
JCl_Di£EpO=PCl_Ep*GoldEpOCl*GradClEpO 
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JNa_DO=JNa_DifHemO - JNaJDifEpO 
JK_D01=JK_Di£HemO - JK_DifEpO 
JCl_D01=JCl_DifHemO -JCl_DifEpO 

IBicO= -JBic_DO*Far 
INa_HemO=JNa_DifHemO*Far 
IK_HemO=JK_DifHemO*Far 
ICLHemO=-JCl_DifHemO*Far 

INa_EpO=JNa_DifEpO*Far 
IK_EpO=JK_DifEpO*Far 
ICl_EpO=-JCl_DifEpO*Far 

IHemO=INa_HemO + IK_HemO+ICl_HemO + IBicO 
IEpO= INa_EpO + IKJEpO + ICl_EpO 
ISCO=(IEpO+ JHid_P0*Far)*1.0e6 

ITO=IHemO - IEpO 

IpNaO= -JpNaO * Far/3 
IpHO = JHid_PO * Far 
INaBicO= JNa_Bic_HemO * Far 

IPNaO_=IpNaO*1.0e6 
IpHO_ =Jhid_PO *Far*1.0e6 
INaBicO_=JNa_Bic_HemO * Far*1.0e6 
IBicO_= -JBic_D0*Far*1.0e6 
INa_H_=INa_HemO*l .0e6 
IK_H_=IK_HemO*1.0e6 
ICl_H_=ICl_HemO*1.0e6 

INa_EpO_=INa_EpO*l .0e6 
IK_EpO_=IK_EpO*l .0e6 
ICl_EpO_=ICl_EpO*l.0e6 

IHemO_=IHemO*1.0e6 
IEpO_= IEpO*1.0e6 

FVMO=(IpNaO - IpHO + INaBicO + ITO)*Ganho 

Ganho=1.0el6 

VM0=0.043 
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{EQUAÇÕES DIFERENCIAIS} 

d/dt (QNa )=-JpNa + JNa_D+ (JHid_Na_Hem + JNa_Bic_Hem) 
d/dt (QK )=JpK + JK_D - JCl_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= QNaO 
INIT QK= QKO 
INIT QAnCarbT= QAnCarbTO 
INIT QHidT= QHidTO 
INIT QAcNv= QAcNvO 
INIT QBic= QBicO 

{CÁLCULO DO POTENCIAL INTRACELULAR} 

FVM=(IpNa - IpH + INaBic + LT)*Ganho 

Vit=0.03 
GUESS VM = Vit 
ROOTS VM =FVM 
LIMIT VM>=0 
LIMIT VM<=.2 

{CÁLCULO DA QUANTIDADE INTRACELULAR DE PROTÕES LIVRES} 

CHid_C=QHid/V_C 
QOxid_C= COxid_C*V_C 

FHH=(QHidT - QHId - ( 2*Qprot -QProt_eq))*lell 
GUESS QHid = QHidO 
ROOTS QHid = FHH 
LIMIT QHid >=1.0e-14 
LIMIT QHid <=1.0e-ll 

{CÁLCULO das QUANTIDADES de PROTEÍNAS E DE TAMPÃO INTRACELULAR} 

QOsm_C0 = V_C0 * COsm 
CAT0=CNa_C0+CK_C0+ CHid_C0 
AN0= CBic_C0+CCl_C0+ COxid_C0+CAcNv_C0 
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CProt_molO=COsm - CATO - ANO 
QProt_mol = CProt_molO * V_CO 
QProt_eqO = V_CO * (CATO - ANO) 
FunProt0=(l+TANH(slope*(PH_C0-9.75))) 
QProt= QProt_eqO/FunProtO 
FunProt= (1 +TANH(slope*(PH_C-9.75))) 
QProt_eq= QProt * FunProt 
QC10=QNa0+QK0+QHid0-QAcNv0-COxid_C0*V_C-QProt_eq0-QBic0 
QHidT0=QHid0+ ( 2*Qprot -QProt_eqO) 
QCl=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 

QIaoT= QNa+QK+QCl+QBic+QAcNv + QHid +QOxid_C 
QOsm_C=QProt_mol+ QlaoT 

{CÁLCULO DE V_C} 

FVC=(V_C - QOsm_C/COsm)*ganho 
ROOTTOL=1.0e-10 
GUESS V_C = 1.2e-3 
ROOTS V_C = FVC 
LIMIT V_C>=0.5e-4 
LIMIT V_C<=3.0e-2 

{CÁLCULO DOS VALORES DE CONCENTRAÇÃO CORRENTES} 

CC1_C=QC1/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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{EQUAÇÕES DE ACTUALIZAÇÃO PARA T>0} 

JpNa=JpNa_M*[(CNa_C/(CNa_C+KNa_C))3*(CK_Hem/(CK_Hem+KK_Hem))2]*INIB_JpNa 

JpK=JpNa*2/3 
JHid_P=aHid_PM*(CHid_C/(CHid_C+I<Hid_C)))*INIB_JHidP 

JAnCarb_Dif= P_AnCarb*(CAnCarBJHem -CAnCarb_C) 
JBic_P = JBic_PM*(Ka*CAnCarb_C - CBic_C*CHid_C)*INIB_JBic_P 
JHid_Na_Hem=JHid_Na_HemM*(CNa_Hem*CHid_C-CNa_C*CHid_Hem)*INIB_JHid_Na 
JNa_Bic_Hem=JNa_Bic_HemM*(CNa_Hem*CBic_Hem*CCl_C-CNa_C*CBic_C*CCLHem) 

*INIB_JNa_Bk 
JCl_Bic_Hem=JCl_Bic_HemM*(CCl_Hem*CBic_C-CCl_C*CBic_Hem)*INIB_JCLBic 
JCl_K_Ep = JCl_K_EpM*(CK_C*CCl_C-CK_Ep*CCl_Ep)*INIB_JCl_K 
JAcNv_Cl_Hem=JAcNv_MM*(CAcNv_Hem*CCLC-CAcNv_C*CCLHem)*INIB_JAcNv_Cl 

{FLUXOS DIFUSIONAIS} 

EHem= Factor * VM 
EPHem=Exp(EHem) 
EEp=-EHem 
EPEp=Exp(EEp) 
EHemCl= -Factor * VM 
EPHemCl=Exp(EHemCl) 
EEpCl=- EHemCl 
EPEpCl=Exp(EEpCl) 

GoldHem=IF abs(EHem) < L0e-12THEN 1 ELSE EHem/(EPHem-l) 
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/ (EPEpCl-1) 

GradNaHem=(CNa_Hem*EPHem-CNa_C) 
GradKHem=(CK_Hem*EPHem-CK_C) 
GradCIHem=(CCl_Hem*EPHemCl-CCLC) 
GradBicHem=(CBic_Hem*EPHemCl-CBic_C) 

GradNaEp=(CNa_C*EPEp-CNa_Ep) 
GradKEp=(CK_C*EPEp-CK_Ep) 
GradClEp=(CCl_C*EPEpCl-CCl_Ep) 

JBic_D = PBic_Hem * (GoldHemCl*GradBicHem) 
JNaJ3ifHem=PNa_Hem*GoldHern*GradNaHem*INIB_PNa_Hem 
JK_DifHem=PK_Hem*GoldHem*GradKHem 
JCl_DifHem=PCl_Hem*GoldHemCl*GradClHem 
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JNa_DifEp=PNa_Ep*GoldEp*GradNaEp 
JK_DifEp=PK_Ep*GoldEp*GradKEp 
JCl_DifEp=PCl_Ep*GoldEpCl*GradClEp 

JNa_D=JNa_DifHem - JNa_DifEp 
JK_D=JK_DifHem - JK_DifEp 
JCl_D=JCl_DifHem - JCLDifEp 

IBic= -JBic_D*Far 
INa_Hem=JNa_DifHem*Far 
IK_Hem=JK_DifHem*Far 
ICl_Hem=-JCl_DifHem*Far 

INa_Ep=JNa_DifEp*Far 
IK_Ep=JK_DifEp*Far 
ICl_Ep=-JCl_DifEp*Far 

IHem=INa_Hem + IK_Hem+ICl_Hem + IBic 
IEp= INa_Ep + IK_Ep + ICLEp 
ISC=(IEp+ 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*l .0e6 
IK_H_=IK_Hem*1.0e6 
ICl_H_=ICLHem*1.0e6 

INa_Ep_=INa_Ep*l .0e6 
IK_Ep_=IK_Ep*1.0e6 
ICLEp_=ICLEp*l-0e6 

IHem_=IHem*1.0e6 
IEp_= IEp*1.0e6 

{BALANÇOS INICIAIS PARA VERIFICAÇÃO DO PROGRAMA} 

BNaO =-JpNaO + JNa_D0+ JHid_Na_HemO + JNa_Bic_HemO 
BKO =JpK0 + JK_D0 -JCl_K_EpO 
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BAnCarbTO =JAnCarb -JCl_Bic_HemO +JNa_Bic_HemO +JAnCarb_DifO + JBic_DO 
BHidO =JpAcNv - JHicLPO + JBic_PO - JHid_Na_HemO 
BAcNvO = JpAcNv + JAcNv_Cl_HemO 
BBicO = JBic_PO +JNa_Bic_HemO -JCl_Bic_HemO + JBic_DO 

BCIO = JCl_K_EpO + JNa_Bic_HemO + JAcNv_Cl_HemO -JCl_DO-JCl_Bic_HemO 

{BALANÇOS RECALCULADOS PARA VERIFICAÇÃO DO PROGRAMA} 

BNaOl =-JpNa01 +JNa_D0+ JHid_Na_Hem01 + JNa_Bic_Hem01 
BK01 =JpK0 + JK_D0 -JCl_K_Ep01 
BAnCarbTOl =JAnCarb-JCl_Bic_Hem01 +JNa_Bic_Hem01 +JAnCarb_Dif01 +JBic_D01 
BHidOl =JpAcNv-JHid_P01 +JBic_P01 -JHid_Na_Hem01 
BAcNvOl = JpAcNv + JAcNv_Cl_Hem01 
BBicOl =JBic_P01 + JNa_Bic_Hem01 - JCl_Bic_Hem01 +JBic_D01 

BC101 =JCl_K_Ep01 +JNa_Bic_Hem01 + JAcNv_Cl_Hem01 -JCl_D01-JCl_Bic_Hem01 

{BALANÇOS CORRENTES PARA VERIFICAÇÃO DO PROGRAMA} 

BNa =-JpNa + JNa_D+ JHid_Na_Hem + JNa_Bk_Hem 
BK =JpK + JK_D - JCl_K_Ep 
BAnCarbT =JAnCarb - JCl_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 

BC1 = JCl_K_Ep + JNa_Bic_Hem + JAcNv_Cl_Hem -JCl_D-JCl_Bic_Hem 

{PERTURBAÇÕES} 

Start_JHidP=100 

Val_JHidP=0 
Rise=10 
Alisar 1 = 1- Exp (-Atraso_JHidP/Rise) 
Atraso_JHidP=CTIME-START_JHidP)*STEP(Val_JHidP,start_JHidP) 
INIB_JHidP= 1 -STEP(Val_JHidP,start_JHidP)*Alisarl 
Start_JpNa=100 
Val_JpNa=0 
Rise=10 
AUsar2 = 1- EXp (-Atraso_JpNa/Rise) 
Atraso_JpNa=CriME-START_JpNa)*STEP(VaLJpNa,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_JBic_P/Rise) 
Atraso_JBic_P=(TIME-START_JBic_P)*STEP(ValJBic_P,start_JBic_P) 

INIB_JBic_P= 1 -STEP(Yal_JBic_P,start_JBic_P)*Alisar3 

Start_JHid_Na=100 
Val_JHid_Na=0 
Rise=10 
Msar4 = 1- EXp (-Atraso_JHid_Na/Rise) 
Atraso_JHid_Na=(TIME-START_JHid_Na)*STEP(Val_JHid_Na,start_JHid_Na) 

INIB_JHid_Na=l-STEP(Val_JHid_Na,start_JHid_Na)*AUsar4 

Start_JNa_Bic=100 

Val_JNa_Bic=0 
Rise=10 
Msar5 = 1- EXp (-Atraso_JNa_Bic/Rise) 
Atraso_JNa_Bic=(TIME-START_JNa_Bic)*STEP(VaLJNa_Bic,start_JNa_Bic) 

INIB_JNa_Bic= 1 -STEP(Val_JNa_Bic,start_JNa_Bic)*Alisar5 

Start_JCl_Bic=100 
Val_JCLBic=0 
Rise=10 
Alisaró = 1- EXp (-Atraso_JCl_Bic/Rise) 
Atraso_JCl_Bic=(TIME-START_JCl_Bic)*STEPCVaLJCl_Bic,startJCLBic) 

INIB_JCl_Bic= 1 -STEP(Val_JCl_Bic,start_JCl_Bic)*Alisar6 

Start_JCl_K=100 
Val_JCl_K=0 
Rise=10 
Alisar7 = 1- EXp (-Atraso_JCl_K/Rise) 
Atraso_JCl_K=(TIME-START_JCl_K)*STEP(VaLJCl_K,start_JCLK) 

INIB_JC1_K= 1 -STEP(Val_JCLK,start_JCLK)*Alisar7 

Start_JAcNv_Cl=100 

Val_JAcNv_Cl=0 

Rise=10 
Alisar8 = 1- EXp (-Atraso_JAcNv_Cl/Rise) 
Atraso_JAcNv_Cl=CnME-START_JAcNv_Cl)*STEP(Val_JAcNv_Cl,start_JAcNv_Cl) 
INIB_JAcNv_Cl= 1-STEP(Val_JAcNv_Cl,start_JAcNv_Cl)*Alisar8 

Start_PNa_Hem=100 
Val_PNa_Hem=0 
Rise=10 
Alisar9 = 1- EXp (-Atraso_PNa_Hem/Rise) 
Atraso_PNa_Hem=(TIME-Staft_PNa_Hem)*STEP(Val_PNa_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_PCl_H=0 
Rise=10 
Msarll = 1- Exp (-Atraso_PCl_H/Rise) 
Atraso_PCl_H=(TIME-START_PCLH)*STEP(Val_PCl_H)start_PCl_H) 
INIB_PC1_H= 1 -STEP(Val_PCl_H,start_PCl_H)*Alisarl 1 

{VALORES PARA IMPRESSÃO} 

VM_=VM*1.0e3 
V_C_=V_C*1.0e3 
ISC_R=ISC/ISCO 

{CONCENTRAÇÕES} 

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_C0_ =pH_C0 - 3.0 
CAnCarb_C0_ =CAnCarb_C0*1.0e6 
CAcNv_C0_ =CAcNv_C0*1.0e6 
CBic_C0_ =CBic_C0*1.0e6 
CProt_molO_ =CProt_molO*1.0e6 
CProt_eqO_ = QProt_eq0*1.0e6/V_C0 
CNa_O=CNa_Hem*1.0e6 
CK_0=CK_Hem*l .0e6 
CCl_0=CCl_Hem*l .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 



Modelo Matemático 

{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_ =JNa_Bic_Hem* 1.0E12 
JCl_Bic_Hem_ =JCl_Bic_Hem* 1.0E12 
JCl_K_Ep_ = JQ_K_Ep* 1.0E12 
J AcNv_CLHem_=J AcNv_CLHem* 1.0E12 

{FLUXOS DIFUSIONAIS} 

JBic_D_ = JBic_D* 1.0E12 
JNa_D_=JNa_D* 1.0E12 
JK_D_=JK_D* 1.0E12 
JC1_D_=JC1_D* 1.0E12 

JNa_D_Ep=JNa_DifEp* 1.0E12 
JK_D_Ep=JK_DifEp* 1.0E12 
JCl_D_Ep=JCl_DifEp* 1.0E12 

JNa_D_Hem=JNa_DifHem* 1.0E12 
JK_D_Hem=JK_DifHem* 1.0E12 
JCl_D_Hem=JCl_DifHem* 1.0E12 

{CORRENTES} 

IPNa_=IpNa*1.0e6 
IpH_ =JHid_P *Far*1.0e6 
INaBic_=JNa_Bic_Hem * Far*1.0e6 
IBic_= -JBic_D*Fat*1.0e6 
INa_H_=INa_Hem*l .0e6 
IK_H_=IK_Hem*1.0e6 
ICl_H_=ICl_Hem*l .0e6 
IN.a_Ep_=INa_Ep*1.0e6 
IK_Ep_=IK_Ep*l-0e6 
ICl_Ep_=ICl_Ep*l-0e6 

IHem_=IHem*1.0e6 
IEp_= IEp*1.0e6 
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{PERMEABILIDADES} 

P_Na_=P_Na*1.0E9 
PNa_Hem_ =PNaJHem*1.0E9 
PNa_Ep_ = PNa_Ep*1.0E9 
PK_Hem_ =PK_Hem*1.0E9 
PK_Ep_=PK_Ep*1.0E9 
PCl_Hem_ =PCl_Hem*1.0E9 
PCl_Ep_ =PCl_Ep*1.0E9 
PBic_Hem_ =PBic_Hem*1.0E9 
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Significado dos símbolos utilizados 

(1) a notação 0 (ex. ANO) é utilizada para representar o fluxo ou parâmetro no estado estacionário (de 

referência) 

(2) a notação 01 (ex. CBic_C01) é utilizada para representar o fluxo ou parâmetro no estado 

estacionário recalculado para verificação do modelo 

AN 

CAcNv_C 

CAcNv_Hem/Ep 

CAnCarb_C 

CAnCarb_Hem/Ep 

CAnCarbT_C 

CAT 

CBic_C 

CBic_Hem/Ep 

CCa_C 

CCa_Hem/Ep 

CC1_C 

CCl_Hem/Ep 

CHid__C 

CHid_Hem/Ep 

CK_C 

CK_Hem/Ep 

CMg_C 

CMg_Hem/Ep 

CNa_C 

CNa_Hem/Ep 

COsm 

COxid_C 

COxid_Hem/Ep 

CProt_eq 

CProt mol 

soma das concentrações intracelulares dos aniões 

concentração intracelular de ácidos não voláteis 

concentração de ácidos não voláteis na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de anidrido carbónico 

concentração de anidrido carbónico na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de anidrido carbónico total 

soma das concentrações intracelulares dos catiões 

concentração intracelular de ião bicarbonato 

concentração de ião bicarbonato na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de ião cálcio 

concentração de ião cálcio na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de ião cloro 

concentração de ião cloro na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de hidrogenião 

concentração de hidrogenião na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de ião potássio 

concentração de ião potássio na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de ião magnésio 

concentração de ião magnésio na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de ião sódio 

concentração de ião sódio na hemolinfa/LEP 

osmolaridade dos fluidos considerados 

concentração intracelular de hidroxilião 

concentração de hidroxilião na hemolinfa/LEP 

concentração intracelular de proteínas ionizadas (carga -1) 

concentração intracelular de proteínas totais 
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exp 

f 

Far 

GradAnCarb 

GradBicHem 

GradClEp 

GradClHem 

GiadKEp 

GradKHem 

GradNaEp 

GradNaHem 

laoT 

IBic 

ICl_Ep 

ICl_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 

função exponencial 

função 

constante de Faraday (96500 Cmol"1) 

gradiente de anidrido carbónico entre a hemolinfa e citosol 

gradiente de ião bicarbonato entre a hemolinfa e citosol 

gradiente de ião cloro entre o citosol e o LEP 

gradiente de ião cloro entre a hemolinfa e citosol 

gradiente de ião potássio entre o citosol e o LEP 

gradiente de ião potássio entre a hemolinfa e citosol 

gradiente de ião sódio entre o citosol e o LEP 

gradiente de ião sódio entre a hemolinfa e citosol 

soma das concentrações intracelulares de todos os iões 

corrente difusional de ião bicarbonato através da membrana basolateral 

corrente difusional de ião cloro através da membrana apical 

corrente difusional de ião cloro através da membrana basolateral 

soma das correntes iónicas difusionais na membrana apical 

soma das correntes iónicas difusionais na membrana basolateral 

corrente difusional de ião potássio através da membrana apical 

corrente difusional de ião potássio através da membrana basolateral 

corrente difusional de ião sódio através da membrana apical 

corrente difusional de ião sódio através da membrana basolateral 

corrente iónica devida ao transportador Na+/HCC>3-/Cl-

corrente iónica devida à bomba de H+ 

corrente iónica devida à bomba de Na + /K + 

corrente iónica total através do EEM 

soma das correntes iónicas difusionais através da célula 

fluxo de ác. não voláteis devido ao trocador Ácidos Fixos/Cl" 

taxa máxima de transporte do trocador Ácidos Fixos /Cl-

produção metabólica de anidrido carbónico 

fluxo difusional total de anidrido carbónico 

fluxo difusional de ião bicarbonato 

produção de ião bicarbonato pela Anidrase Carbónica 
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JBic_PM 

JCl_Bic_Hem 

JCl_Bic_HemM 

JC1_D 

JCLDiíEp 

JCLDiíHem 

JCl_K_Ep 

JCl_K_EpM 

JHid_Na_Hem 

JHid_Na_HemM 

JHid_P 

JHid_PM 

JK_D 

JK_DifEp 

JK_DifHem 

JNa_Bic_Hem 

JNa_Bic_HemM 

JNa_D 

JNa^DiíEp 

JNa_DiíHem 

JpAcNv 

JPK 

JpNa 

JpNaM 

KAnCarb 

KHid_C 

KK_Hem 

KNa_C 

KW 

P_AnCatb 

PBic_Hem 

P Cl 

taxa máxima de produção de ião bicarbonato pela Anidrase Carbónica 

fluxo de ião cloro devido ao trocador HCCv/Q-

taxa máxima de transporte do trocador HCCV/Cl" 

fluxo difusional transcelular de ião cloro 

fluxo difusional de ião cloro pela membrana apical 

fluxo difusional de ião cloro pela membrana basolateral 

fluxo de ião cloro devido ao transportador K + / Q -

taxa máxima de transporte do transportador K + / Q -

fluxo de ião sódio devido ao trocador H + /Na + 

taxa máxima de transporte do trocador H + /Na + 

fluxo de iões H+ devido à bomba de H+ 

taxa máxima de transporte da bomba de H+ 

fluxo difusional transcelular de ião potássio 

fluxo difusional de ião potássio pela membrana apical 

fluxo difusional de ião potássio pela membrana basolateral 

fluxo de ião sódio devido ao transportador Na+ /HC03"/Q-

taxa máxima de transporte do transportador Na + /HC0 3 /C l -

fluxo difusional transcelular de ião sódio 

fluxo difusional de ião sódio pela membrana apical 

fluxo difusional de ião sódio pela membrana basolateral 

produção metabólica de ác. não voláteis 

fluxo de ião K+ devido à bomba de Na + /K + 

fluxo de ião Na+ devido à bomba de Na + /K + 

taxa máxima de transporte da bomba de Na + /K + 

afinidade da anidrase carbónica para o CO2 

afinidade da bomba de protões para o ião H+ 

afinidade da bomba de Na+ /K+ para o ião K+ 

afinidade da bomba de Na+ /K+ para o ião Na+ 

constante de dissociação de H2O 

permeabilidade da célula ao anidrido carbónico 

permeabilidade da membrana basolateral ao ião bicarbonato 

permeabilidade da célula ao ião cloro 
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P_K 

P_Na 

PCl_Ep 

PCl_Hem 

pH_C 

pH_Hem/Ep 

PK_Ep 

PK_Hem 

pKa 

PNaJEp 

PNa_Hem 

PreAnCarb_Hem/Ep 

PreW 

QAcNv 

QAnCarbT 

QBic 

QC1 

QHid 

QHidT 

QlaoT 

QK 

QNa 

QOsm_C 

QOxid_C 

QProt 

QProt_eq 

QProt_mol 

R 

T 

TC 

V_C 

VM 

permeabilidade da célula ao ião potássio 

permeabilidade da célula ao ião sódio 

permeabilidade da membrana apical ao ião cloro 

permeabilidade da membrana basolateral ao ião cloro 

pH do fluido intracelular 

pH da hemolinfa/LEP 

permeabilidade da membrana apical ao ião potássio 

permeabilidade da membrana basolateral ao ião potássio 

6,35 

permeabilidade da membrana apical ao ião sódio 

permeabilidade da membrana basolateral ao ião sódio 

pressão vapor de anidrido carbónico na hemolinfa/LEP 

pressão vapor de H2O 

quantidade intracelular de ácidos não voláteis 

quantidade intracelular de anidrido carbónico total 

quantidade intracelular de ião bicarbonato 

quantidade intracelular de ião cloro 

quantidade intracelular de ião H+ 

quantidade intracelular total de ião H+ 

quantidade intracelular total de iões 

quantidade intracelular de ião cloro 

quantidade intracelular de ião sódio 

quantidade intracelular total de partículas osmoticamente activas 

quantidade intracelular de hidroxiliões 

quantidade intracelular de proteínas totais 

quantidade intracelular de proteínas ionÍ2adas (carga -1) 

quantidade intracelular de proteínas totais 

constante dos gases perfeitos 

temperatura em k 

temperatura em °C 

volume celular 

potencial de membrana 
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos tirar as seguintes conclusões sobre 

algumas parâmetros e mecanismos de transporte das células do EEM: 

1. A concentração intracelular de cálcio livre é superior a 0,3 mM. 

2. O Mn2+ intracelular é suficientemente elevado para interferir nas medições da 

[Ca2+]j realizadas com as sondas Fura-2 e Mag-fura-5. 

3. A [Ca2+] intracelular, medida com a sonda Fura-2 na presença de uma 

concentração intracelular elevada de Mn2+, é sensível a alterações da concentração 

extracelular desse ião. A [Ca2+]; aumenta quando o valor da concentração 

extracelular desse ião aumenta, diminuindo quando o valor extracelular diminui. 

4. O pH intracelular é 6,8±0,1, medido na presença de HEPES 10 mM. 

5. Os inibidores específicos das V-ATPases, Bafilomicina A, e Concanamicina A, 

provocam uma diminuição do pHj. A inibição do transporte de H+ será 

directamente responsável pelo aumento da concentração intracelular desse ião. O 

efeito da Bafilomicina A, (10 \iM) no pH; é mais acentuado (ApH = 0,17) e mais 

rápido (15 s) do que o efeito da Concanamicina (10 yM) (ApH = 0,11, 100 seg). 

Resultados semelhantes foram observados quando se estudou o efeito daqueles 

inibidores na Ccc. 

6. O Amiloride provoca uma diminuição do pHj para 6,58±0,01. A inibição do 

trocador Na+ /H+ ou de canais específicos de Na+ poderão ser responsáveis pela 

diminuição do pHi. 

7. O pH intracelular é sensível a alterações na [Ca2+] extracelular, diminuindo para 

6,35±0,06 quando a concentração varia de 1 para 0 mM e aumentando para 

6,93±0,01 quando a concentração varia de 1 para 6 mM. O efeito da variação da 

[Ca2+] extracelular é, em ambos os casos, rapidamente revertido quando a 

concentração de [Ca2+] extracelular desse ião volta a 1 mM. 

8. A alteração do pH ; provocada pela variação da concentração de Ca2+ no meio 

extracelular permite explicar o aumento da Ccc quando se diminui o cálcio 

extracelular e a sua diminuição em situação contrária. E o aumento ou 

diminuição da concentração de H+ intracelular que estimula ou inibe a bomba 

electrogénica de protões. 

9. A medição do p ^ na presença de Amiloride e alteração simultânea da [Ca +] 

extracelular (0 ou 1 mM), não nos permite concluir se as alterações no pH, são 

mediadas pelos mesmos mecanismos. 
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10. A adição de bicarbonato ao meio de perfusão não altera o valor controlo do pH 

intracelular apesar de se verificar uma acidificação inicial, rapidamente 

compensada. 

11. Não foi possível obter uma sobrecarga ácida em células isoladas do EEM após a 

sua perfusão com NH4C1. Este efeito pode ser atribuído a uma permeabilidade 

celular baixa ao ião NH4
+ ou a um tempo de incubação insuficiente. 

12. A actividade da V-ATPase, medida em homogeneizados de EEM, apresenta um 

valor máximo de 4,6±1,1 umol Pi/mg proteína/hora para um pH de 7,4, uma 

concentração de ATP de 4,5-6 mM e uma temperatura de 27°C. 

13. A presença do ião sulfito (200 mM) aumenta a actividade da bomba de H+ em 

cerca de 20 vezes. O poder redutor deste ião deverá ser responsável por esse 

efeito, através de um mecanismo que poderá estar igualmente envolvido na 

regulação de actividade da bomba in vivo. 

14. A Bafilomicina Kx (10 \iM) e a Concanamicina A (10 fiM), dois inibidores 

específicos das ATPases do tipo V, inibem 40 a 50 % da actividade total da 

ATPásica presente no homogenato do EEM. 

15. A dose de Bafilomicina A, necessária para obter uma inibição máxima da 

actividade da V-ATPase é de 10 \JM e a IC50 é de 14 nmoles.mg'1 proteína. 

16. A dose de Concanamicina A necessária para obter uma inibição máxima da V-

ATPase é de 10 uM e a IC50 é de 8 nmoles.mg"1 de proteína. 

17. A dose de Bafilomicina A, necessária para obter uma inibição máxima da Ccc é 

de 0,5 fiM e a dose necessária para obter um efeito semi-máximo é de 0,17 uM.. 

18. A dose de Concanamicina A necessária para obter uma inibição máxima da Ccc é 

de 5 uM e a dose necessária para obter um efeito semi-máximo é de 0,7 \iM. 

19. O DCCD (100 \ÍM) inibe a V-ATPase de um modo não específico. Nas 

condições experimentais utilizadas, não foi observada inibição desta bomba pela 

NEM, nem pelo ião nitrato. Estes inibidores deverão actuar por um mecanismo 

susceptível à presença do ião sulfito. 

20. A Bafilomicina A, (10 \iM) mesmo após 2 horas de actuação não inibe a Ccc 

quando adicionada ao lado basolateral da preparação. Este resultado parece 

indicar que este inibidor, na concentração usada, não inibe a bomba de Na+ /K+ 

(P-ATPase) presente na membrana basolateral deste epitélio. 

21. Os resultados de voltagem controlada obtidos por Coimbra (1988), Rebelo da 

Costa (1993), Barrias (2003) e os resultados obtidos (capítulo 4) serviram de base 
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para a elaboração de um modelo matemático do sistema (capítulo 6). Em todas as 

simulações realizadas foi possível reproduzir os resultados experimentais obtidos 

para o efeito de inibidores específicos de sistemas de transporte sobre a Ccc e o 

pH intracelular. 

22. A simulação matemática do efeito do Amiloride sobre a Ccc e o pH; só foi 

possível assumindo a inibição do trocador Na+ /H+ , descrita por Coimbra e col. 

(1988) e de canais específicos de Na+, ainda não descritos neste epitélio. 

23. A simulação matemática do efeito do DIDS e SITS na Ccc só foi possível 

assumindo a inibição dos sistemas de transporte de bicarbonato descritos (Barrias 

2003, Coimbra 1988) e de canais específicos de Cl", descritos por Barrias (2003). 

24. A análise dos resultados do modelo matemático permite-nos sugerir a existência 

de canais específicos de sódio, potássio e bicarbonato e de um trocador de ácidos 

voláteis/Cl" na membrana das células de EEM. A sua localização e propriedades 

terão ainda que ser esclarecidas. 
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Abreviaturas 

ï ] - concentração 

[ ]i - concentração intracelular 

jj ] 0 - concentração extracelular 

(aq) - estado aquoso 

(s) - estado sólido 

Xem - comprimento de onda de emissão 

Xexc - comprimento de onda de excitação 

0 - diâmetro 

A B S - albumina bovina sérica 

APS - ácido picrilsulfónico 

AM - acetoximetil 

BCECF - 2',7'-bis-(2-carboxietil)-5- carboxifluoresceína 

Ccc - corrente de curto-circuito 

Cps — contagens por segundo 

DCCD - Diciclohexilcarbodiimida 

DIDS - ácido 4,4'-diisotiocianostilbeno-2,2'-dissulfónico 

DMSO - dimetilsulfóxido 

DTT - ditiotreitol 

ECM - epitélio cavitário do manto 

EEM - epitélio externo do manto 

EGTA - ácido etileno-glicol-bis-(B-aminoetiléter)-N,N,N'-tetraacédco de sódio 

e.p.m. - erro padrão da média 

e col. - e colaboradores 

.g- aceleração da gravidade 
HEPES - ácido-4-(2-hidroxietetilo)-l-piperazinetanossulfónico 

Hem - hemolinfa 

IC50 - dose de efeito semi-máximo 

Kd - constante de dissociação 

LEP - liquido extrapaleal 

MES - ácido morfolino-etanossulfónico 

NEM - N-etilmaleimida 

n - número de amostras 

PAR - parâmetro 

p H ; - pH intracelular 
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P j - fósforo inorgânico, permeabilidade iónica 

RAlCa - ringer Anodonta 1 Ca2+ 

RAOCa - ringer Anodonta 0 Ca 

RA6Ca - ringer Anodonta 6 Ca" 

RBic - ringer Bicarbonato 

rpm - rotações por minuto 

SITS - ácido 4-acetamida-4-isotiocianostilbeno-2,2'-dissulfónico 

T - temperatura absoluta 

TCA - ácido tricloroacético 

TBTO - tributiltinóxido 

T P E N - tetralds-(2-piridilmetil)etilenodiamina 

Voe - potencial em circuito aberto 
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