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RESUMO

A arritmia ventricular maligna é uma das principais causas de morte no mundo. Muitas
vezes o inicio de um episodio de arritmia estd associado a uma excitagao inoportuna no
coragdo, também denominada extra-sistole, ou Potencial de Ag¢ao Espontaneo (PAE).
O surgimento de PAEs pode estar relacionado a mudancas estruturais ou moleculares
nos canais ionicos e a alteracbes no ciclo de célcio intracelular. Anormalidades no
ciclo de calcio podem gerar transientes de cdlcio espontaneos (TCEs) e estes podem
desencadear Potenciais de A¢ao Espontaneos (PAEs). Estudos experimentais mostram
que o surgimento de TCEs é mais frequente sob a estimulagao [-Adrenérgica. Em
experimentos recentes, notou-se que a presenca de episédios de TCEs em cardiomiocitos
saudaveis nao desencadeia a geracao de PAEs. Em contrapartida, em camundongos com a
mutacao de super expressao da bomba NCX (NaCa), PAEs foram observados em midcitos
isolados e foram relacionados a episodios de TCEs. O principal objetivo deste trabalho
foi a simulacao da formacao de PAEs utilizando modelos computacionais desenvolvidos
para cardiomiécitos do ventriculo esquerdo de camundongos. Em particular os modelos
computacionais foram capazes de reproduzir os cenarios experimentais descritos acima,
relacionando a geracao de PAEs com a estimulacao S-Adrenérgica e alteracoes de canais
ionicos como a mutacao NCX. Dessa forma, as simulagoes computacionais apresentadas
neste trabalho permitem uma melhor compreensao dos complexos fenomenos associados

a arritmias cardiacas.

Palavras-chave: modelos cardiacos. arritmia. liberacao espontanea de calcio.

potenciais de acao espontaneos.



ABSTRACT

Malignant ventricular arrhythmias are the major cause of death around the world.
The beginning of an episode of arrhythmia is often associated with ectopic beats in the
heart, also called extrasystole, or Spontaneous Action Potential (SAP). The development
of SAP may be related to structural or molecular changes in ion channels and changes
in intracellular calcium cycle. Abnormalities in calcium cycle can result in Spontaneous
Calcium Transientes (SCT) and these can trigger SAP. Experimental studies show that
the development of SCT is more common under [;-adrenergic stimulation. However,
we found, in recent experiments, that the presence of episodes of SCT in healthy
cardiomyocytes does not trigger the development of SAP. On the other hand, on mice
presenting mutation of overexpression of NCX (NaCa) pump, SAP were observed in
isolated cardiomyocytes and were related to episodes of SCT. Thus, we aimed, in
this study, to simulate development of SAP using computational models developed
for cardiomyocytes of left ventricle of mice. The computational models were able
to reproduce the experimental scenarios described above, relating the development of
SAP to the [-adrenergic stimulation and to the changes of ion channels as the NCX
mutation. Therefore, the computational simulations showed in this work allow the best

comprehension of the complex phenomena associated with cardiac arrhythmia.

Keywords: cardiac modeling. arrhythmia. spontaneous calcium release.

spontaneous action potentials.
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1 INTRODUCAO

A contracao do coracao é precedida por um pulso elétrico denominado Potencial de
Agao (PA). Para que o coragao funcione como uma bomba, todos os midcitos devem
contrair-se ritmicamente. A batida ritmica do coracao é obtida pela propagacao dos
PAs, que funcionam como mensagens dos cardiomidcitos. O Nodo Sinoatrial (NSA) esta
localizado no atrio direito Figura , e ¢ a regiao do musculo cardiaco responsavel por
controlar a propagacao da onda elétrica, gerando PAs periédicos, ou seja uma atividade
“marca-passo”’. O PA gerado no NSA é transmitido para os atrios direito e esquerdo e, em
seguida, para os ventriculos através do septo interventricular e de células especializadas
para a conducao rapida do PA (Fibras de Purkinje). Sob condigoes normais, este processo
se repete varias vezes, causando batidas ritmadas de, aproximadamente, setenta e duas
vezes por minuto em seres humanos. Esse sistema ¢ suscetivel a danos causados por
doengas cardiacas que podem resultar em arritmias e ou contracoes anormais que podem
levar a morte.

Vérias arritmias cardiacas sao iniciadas por uma excitacao inoportuna também
denominada como focos ectépicos ou “ectopic foci” e extra-sistoles ou Potenciais de Acao
Espontaneos (PAEs), que originam-se a partir de uma regiao foco no coragao. Estudos
recentes tém mostrado que estas excitagoes podem ser causadas por anomalias no ciclo
de célcio de cardiomidcitos ventriculares de coelhos (Chen et al., 2012). PAEs induzem
frentes de excitacao de ondas que quebram-se em forma de propagacao elétrica reentrante,
podendo levar a taquicardia ventricular, e subsequentemente a arritmias. A eletrofisiologia
dos midécitos cardiacos é um processo complexo, envolve o sistema elétrico, é ditada pela
sensibilidade dos canais ionicos e pela diferenca de potencial. A eletrofisiologia cardiaca
é responsavel também por regular o potencial da membrana e o mecanismo do ciclo de
calcio. Este resume-se no fluxo de ions de célcio entre os compartimentos intracelulares
de armazenamentos de cdlcio, citoplasma e meio extracelular (Bers, [2002)).

Modelos matematicos do PA tém sido uma importante ferramenta, proporcionando



14

o entendimento e a exploracao dos complexos fenomenos da eletrofisiologia celular ha
mais de meio século. Os modelos computacionais permitem que as informacoes extraidas
dos experimentos, aqueles que possuem a finalidade de estudar diferentes componentes
e mecanismos isolados, sejam combinadas para gerar uma visao da funcionalidade do
sistema como um todo. Um dos estudos mais importantes nesta area ¢ o trabalho de
Hodgkin e Huxley]| (1952). Neste, foi desenvolvido o primeiro modelo quantitativo para o
PA de um axonio gigante de lula. As suas equacoes sao base para os modelos modernos
da eletrofisiologia celular. Um dos primeiros modelos mais complexos foi o modelo de
Bondarenko et al. (2004) para midcitos de camundongos. Este modelo considera um
numero maior de correntes do que Hodgkin e Huxley| (1952), nos possibilitando fazer
estudos mais completos. Na tentativa de reproduzir os efeitos da arritmia iniciada por
uma excitagao inoportuna, é raro encontrar estudos a respeito do ciclo de Célcio que usam
modelos para camundongos. J& existem muitos estudos baseados em modelos de coelho
como em Chen et al.| (2011)) e em modelos para porquinho da india como em Faber e Rudy
(2007).

Recentemente, Bondarenko| (2014)) desenvolveu um modelo ainda mais complexo. Além
da modelagem da eletrofisiologia, este modelo considera também a modelagem das reagoes
bioquimicas de proteinas e suas relacoes com diferentes canais ionicos. O modelo de
Bondarenko, (2014) também modificou o sistema correspondente ao ciclo de Ca?t dos
cardiomiécitos do ventriculo esquerdo de camundongos, tornando possivel a simulacao de

efeitos correspondentes as irregularidades no ciclo de Ca?*.

1.1 Justificativa

Pesquisas indicam que mais de 300 mil pessoas morrem no Brasil vitimas de anomalias
relacionadas principalmente a atividade elétrica do coragao. A morte sibita é um tipo de
morte resultante de uma falha abrupta das fungoes cardiacas. Geralmente o que ocasiona
esta falha é a arritmia. Esta é uma disfuncao que afeta o sistema elétrico do musculo
cardiaco, o que consequentemente produz ritmos anormais para o funcionamento saudavel

do coracao. A irregularidade do ritmo cardiaco pode fazer com que os impulsos elétricos,
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responsaveis por provocar a contracao dos musculos das paredes cardiacas, tornem-se mais
rapidos (taquicardia) ou se comportem de forma caética (fibrila¢ao).

A maior parte das arritmias é benigna, sendo que as malignas acometem
principalmente pessoas que ja possuem alguma doenga cardiaca (Anderson) 1990). A
arritmia ventricular maligna é umas das principais causas de morte no mundo (Kjekshus|,
1990). A sinalizagiao de C'a®T intracelular desrregulada implica uma variedade de arritmias
cardiacas (Brunello et al. [2013)). Muitas delas sdo causadas por mutagoes, como a do
trocador NaCa ou NCX (Pott et al., 2012), ou como taquicardia ventricular polimérfica
catecolaminérgica (Faber e Rudy| 2007)).

Os modelos existentes que reproduzem PAEs sao para cardiomidcitos ventriculares de
coelhos (Chen et al.| (2011) ou para cardiomidcitos ventriculares de porquinhos da india
Faber e Rudy| (2007), também existem modelos celulares para cardiomidcitos ventriculares
de camundongos que reproduzem o PA (Bondarenko et al. 2004; [Bondarenko|, 2014),
mas nao foram encontrados modelos que reproduzem PAEs em cardiomidcitos de

camundongos.

1.2 Objetivos

Potenciais de Agao Espontaneos (PAEs) surgem geralmente devido aos episédios de
liberagdao espontanea de Ca?T (LEC). Através de dados experimentais Brunello et al.
(2013); [Pott et al|(2012) concluiu-se que sob estimulo 1 - AR os espisédios de LEC tém
maior probabilidade de surgir. O estimulo 3; - AR aumenta o ritmo cardiaco, isto porque
faz com que os canais idnicos, principalmente o canal de Ca?* do tipo L, aumente o tempo
médio de duracao de abertura, ou faz com que o canal mude para o estado aberto com
uma frequéncia maior. De acordo com dados experimentais a estimulacao 5, - AR facilita
a simulagao das anormalidades no ciclo de Ca** Brunello et al.| (2013)); Pott et al.| (2012);
Faber e Rudy (2007)).

O modelo de Bondarenko et al.| (2004) é baseado em um conjunto de 41 equagoes
diferenciais ordindrias (EDOs). As EDOs simulam correntes i6nicas, bombas e a

homeostase celular para reproduzir um PA. A homeostase é a propriedade que a célula
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possui de regular o seu ambiente interno de modo a manter uma condicao estavel. Para
isto, realiza multiplos ajustes dinamicos, controlados por diversos mecanismos ativos
de regulagao. Ja o modelo de Bondarenko (2014) foi desenvolvido para representar a
estimulacao $1-AR no midcito isolado do ventriculo esquerdo de camundongos, é baseado
em |Bondarenko et al.| (2004), porém conta com um conjunto de 141 EDOs, que inclui
tanto a abordagem eletrofisiologica quanto a bioquimica.

Portanto, um dos focos deste trabalho foi em testar os modelos de |Bondarenko et al.
(2004) e Bondarenko| (2014) na intengao de reproduzir os efeitos da estimulagao S1-AR e
do aumento de [Ca]?". Porém, o foco principal do trabalho concentrou-se em desenvolver
um modelo celular estocastico para o ventriculo esquerdo de camundongos baseado em
Chen et al.| (2011)), com a finalidade de simular os efeitos da Liberacao Espontanea de

Ca?* (LEC) e a correspondente geragao de um Potencial de A¢ao Espontaneo (PAE).
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2 Eletrofisiologia Cardiaca

O coracao é um 6rgao muscular contratil constituido por duas bombas separadas por
um septo vertical, uma do lado direito e outra do lado esquerdo, cuja funcao é impulsionar
o sangue que leva oxigénio e nutrientes para todas as células do organismo pelo sistema
arterial e o traz de volta pelas veias. Figura[2.1] Anatomicamente, cada uma das bombas
apresenta uma camara superior chamada atrio ou auricula e uma camara inferior chamada
ventriculo.

O sangue arterial possui oxigénio na maior parte de sua composicao e também é
composto em menor proporcao por gas carbonico. Depois de circular por todo o corpo,
d& origem ao sangue venoso, que possui gas carbonico na maior parte de sua composicao
e pequenas proporcoes de oxigéenio. Este desemboca no atrio direito através das veias
cavas, passa pela valvula tricispide e alcanca o ventriculo direito de onde é bombeado na
direcao dos pulmoes para as trocas gasosas. Depois de oxigenado da origem ao sangue
arterial novamente e, conduzido através das veias pulmonares até o atrio esquerdo, flui
pela valvula mitral e chega ao ventriculo esquerdo. Dali é empurrado para a artéria aorta,

que se encarrega de distribui-lo pelo organismo.
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O sangue oxigenado ,
é bombeado em O sangue é bombeado para os

sentido ao cérebro e pulmées para oxigenagao

todo o restante do
corpo. \

Nodo
Sinoatrial
(Marcapasso)

Artérias Sangue oxigenado
oriundo dos pulmdes

/ Valvulas

Artérias
Coronarias

Sangue
desoxigenado
oriundo do corpo

Valvulas

Fibras de Purkinje.

Figura 2.1: Coragao. Adaptado de (2014))

Para realizar essa funcao mecanica de receber e bombear o sangue por meio de
contragoes (sistoles) e relaxamentos (didstoles), o coragao é dotado de um mecanismo
sincronizado, cujo funcionamento depende de um estimulo elétrico gerado por um
agrupamento de células que desempenham o papel de um marca-passo natural. Desacertos
na origem desse estimulo ou em sua conducao pelas camaras cardiacas sao responsaveis
pelo aparecimento das arritmias. Estas por sua vez geram batimentos cardiacos irregulares
que podem resultar em sintomas de palpitagao, fadiga, tonturas, desmaios e até mesmo

parada cardiaca subita.

2.1 Estruturas Subcelulares

O tecido cardiaco é composto por fibras musculares estriadas, constituido pelas células

musculares cardiacas, também conhecidas por cardiomiocitos. Estes sao células excitaveis

que se organizam ligando-se umas as outras em série (Fawcett e McNutt], [1969). Os discos

intercalados, ou discos Z, que podem ser observados na Figura (2.2), sdo na verdade

membranas celulares que separam células individuais umas das outras. Nessas regioes
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em que as membranas celulares se fundem, formam-se as juncoes comunicantes, ou gap
Junctions. Essas jungoes sao muito permeaveis e possibilitam a difusao de fons e outras
pequenas moléculas de uma célula para outra. Desta maneira, o tecido muscular cardiaco
¢ um sincicio, que é o conjunto de células que se fundem, perdendo parte de sua membrana

e formando uma tnica massa citoplasmatica multinucleada.

Cisternas Terminais  Mitocdndria Tubulo T

Disco Z Reticulo Sarcoplasmatico  Espaco Diadico

Figura 2.2: Sarcomero. Adaptado de |Fawcett e McNuttl (]1969[)

2.1.1 Membrana Celular

O fluxo das substancias que entram e saem do citoplasma é controlado por uma

membrana, que delimita o interior da célula (Alberts et all 2003)). A membrana celular é

constituida de uma bicamada fosfolipidica continua que mantém uma relagao ambivalente
com a dgua. A bicamada é composta por fosfolipidos (lipidos complexos) que se encontram
com as suas extremidades hidrofilicas (extremidades polares) viradas para os meios intra
e extracelulares, criando uma barreira que nao permite a passagem de ions e substancias
polares. Veja a Figura (2.3). Os fosfolipidos que constituem esta bicamada podem
movimentar-se de modo a permitirem as trocas de substancias. A membrana celular
ou membrana plasmatica das células do tecido muscular estriado sao também conhecidas
como sarcolema.

Os canais i0nicos sao compostos por proteinas que estao aderidas a membrana celular,
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sendo responsaveis pelo mecanismo de transferéncia de determinados tipos de ions para
dentro e fora da célula. Tanto o meio extracelular quanto o meio intracelular sao
constituidos de uma solucao aquosa de sais, principalmente de NaCa, NaCl e KCIl que
se dissociam em fons de Na™, Ca?>", KT e Cl~. A bicamada fosfolipidica age como uma
barreira evitando o fluxo livre desses ions, mantendo assim uma diferenca de concentragao

e de potencial elétrico entre os meios.

Figura 2.3: Estrutura basica da membrana celular e fluxo de ions através de um canal
ionico. Adaptado de |Campos| (2008)

O transporte de ions e de moléculas entre os meios intracelular e extracelular pode

ocorrer por meio de processos ativos (com gasto energético) e passivos (sem gasto

energético) (Alberts et al.,2003). Os canais i6nicos sdo estruturas altamente seletivas e é

através deles que ocorre o transporte passivo de fons através do processo de difusao. Uma
outra caracteristica dos canais ionicos é que eles sao altamente sensiveis a determinadas
variaveis do sistema celular, sendo que a maior parte tem seu comportamento regulado

pelo potencial transmembranico. A alteracao do estado de condutividade do canal ionico

pode ser vista na Figura ([2.4]).
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Figura 2.4: Abertura e fechamento dos canais i6nicos sensiveis ao potencial

transmembranico. Adaptado de AIRES| (2007))

2.2 Potencial de Acao e Excitabilidade

Quando células cardiacas sao excitadas eletricamente, elas geram denominado de
potencial de acao, que é uma variacao no potencial transmembranico destas células,
causadas pelas correntes ionicas que cruzam os canais ionicos. Este estimulo se propaga
para as outras células através das jungoes comunicantes e serve como ativador do processo
de contragao das células.

A membrana plasmatica é também constituida por estruturas proteicas, que admitem
a passagem de fluxos i6nicos. A regulacao do potencial transmembranico (a diferenga de

potencial entre os meios intracelular e extracelular) é considerada uma das fungoes mais

importantes da célula (Alberts et al. 2003). Quando a membrana recebe uma corrente

elétrica de intensidade suficiente, tal corrente dispara um longo caminho de variagao do
potencial transmembranico, ou seja o Potencial de A¢ao - PA. O potencial de repouso
(equilibrio) da membrana é negativo (aproximadamente -80mV para fibras nervosas),
devido as grandes diferencas de concentracoes ionicas entres os meios intra e extracelular.

A seguir podemos verificar as concentracoes intra e extracelulares dos fons de Na™ K.
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Tabela 2.1: Gradientes de Concentracoes dos fons Na™ e K em células de axonio
gigante de lula

fon  Meio Intracelular (1 M)

Meio extracelular (u M)

Na™* 50000
K+ 397000

497000
20000

O Potencial de Agao se propaga por outras células através das jungoes comunicantes

e pode ser caracterizado como o ativador de todo o processo de contracao muscular. A

Figura ([2.5)) a seguir mostra o potencial de agao cardiaco e destaca as fases de cada regiao,

a polaridade da célula e correntes de entrada e saida de ions em cada fase do potencial

acao.

Potencial(mV)

-100

A B C D E A
== F++F] 57 R\ [ [
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- =l |+ + |+ + I+ +H |- -l -
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Figura 2.5: Potencial de agao ventricular cardiaco e suas fases: (A) Repouso, (B)
Despolarizagao, (C) Repolarizagao Inicial, (D) Plato, (E) Repolarizacao, e as correntes
ionicas relacionadas com a mudanca de potencial em cada fase. Adaptado de [de Barros

(2013)

Na fase B o sddio entra na célula resultando em um potencial da membrana positivo

em relagao ao potencial de equilibrio. Em seguida, os canais transitorios de potassio se

abrem e geram uma corrente de saida deste fon. Isto auxilia na repolarizacao da célula

e contribui para o pico da fase C. Uma caracteristica dos canais transitérios é que eles
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se inativam rapidamente. A fase D é conhecida como plato, durante esta fase ha uma
corrente despolarizante de cédlcio. A entrada deste fon estimula a liberacio de Ca?*
armazenada no reticulo sarcoplasmético, fazendo com que o nivel de Ca?* intracelular
aumente, promovendo a contracao do miécito. Durante o repouso, a concentracao de
Ca?* é mantida baixa no interior da célula, devido a resgatacao do Ca®>" pelo reticulo
sarcoplasmatico e pela atuacao do trocador sédio-calcio na membrana celular. A entrada
de Ca®*' nesta fase é contrabalancada por uma corrente repolarizante de potdssio devido
a um numero maior de canais de potassio abertos neste instante. Os canais de calcio
se inativam com o tempo, enquanto mais canais retificadores de potassio sao abertos.
Um maior nimero de canais de potassio abertos resulta na fase E chamada de fase
de repolarizagao. A duracao de todo o processo do inicio da despolarizacao até o final
da repolarizacao dura entre dezenas e centenas de milissegundos, ou seja a duracao do
Potencial de Acao varia de acordo com cada espécie. Resumindo, a cada potencial de
acao ocorre a entrada de sédio e a saida de potassio no cardiomiocito.

A homeostase é o principio que estabelece que, dentro de determinados limites, o
organismo tende a manter a estabilidade do meio interno, apesar das variagoes no meio
externo. A manutencao da homeostase intracelular é garantida por diverso mecanismos.
Dentre eles a bomba Nat K™ se destaca, ela retira trés fons de sédio da célula para cada
dois fons de potassio que entram, atuando também durante a fase de repolarizacao.

O nodo sinoatrial, ou sinusal, ¢ uma estrutura anatomica do coracao e sua funcao
é gerar impulsos cardiacos sincronizados, normais. A propagacao do estimulo elétrico
iniciado no nodo sinoatrial segue seu caminho normal gragas ao periodo refratario, que
impede que as regioes do coragao sejam re-excitadas. No entanto, um atraso na propagacao
gerado por uma barreira pode ser grande suficiente para que regioes do tecido saiam
do periodo refratario e possam ser re-excitadas, gerando um padrao desordenado na
propagacao causando arritmia cardiaca. Desta forma, é neste instante que PAEs podem
ser gerados, dando inicio a um episddio de arritmia. Na Figura a seguir, pode-se

observar o que acontece quando a o tecido cardiaco recebe mais de um estimulo.
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Figura 2.6: Exemplo da distribuigao espacial do potencial transmembranico. (a)
Primeiro estimulo aplicado. (b) Segundo estimulo aplicado. (c)Formagao de um espiral.
(d)Espiral que mostra comportamento arritmico do coragiao. Adaptado de
(2013)

2.3 Ciclo de Cd?" e algumas particularidades

Os mecanismos pelos quais uma célula controla a concentracao de Ca®* sao de interesse
fundamental na eletrofisiologia celular. Para garantir que o Ca?t esteja presente na
quantidade fisiologicamente ideal, existem mecanismos de controle de C'a** operando em
varios niveis diferentes. Qualquer mudanca estrutural ou molecular nos canais i6nicos
pode desencadear uma incapacidade de remover o Ca?T ou outra alteracao no ciclo.
Concentracoes de C'a®* elevadas e prolongadas sao téxicas. Anormalidades no ciclo podem
fazer com que uma célula muscular seja mantida constantemente em um estado de tensao,
podendo levar a diversos tipos de insuficiéncia cardiaca e até mesmo a morte.

Nos vertebrados, a maior parte do Ca®** é armazenada nos ossos do corpo, a partir
de onde pode ser liberado pela estimulacao hormonal, a fim de manter uma concentracao
extracelular de Ca*" em cerca de 1 mM, enquanto a concentragao intracelular [Ca)?"

¢ mantida em cerca de 0.1 pM. Uma vez que a concentracao interna é baixa, ha um
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gradiente de concentracao ingreme do lado exterior de uma célula para o seu interior.
Esta disparidade apresenta a vantagem de que as células sao capazes de aumentar a sua
concentragao de [Ca]?" rapidamente, através da abertura de canais de C'a®*, confiando no
fluxo passivo de um gradiente de concentracao acentuado, mas tem a desvantagem sobre
a energia que deve ser gasta para manter o Ca®" citosélico em uma concentracao baixa.
Assim, as células tém mecanismos finos e sincronizados para controlar todo o fluxo e a
remocao de Ca** intracelular (Keener e Sneyd, [1998)).

Existem duas formas de remover o C'a®** do citoplasma celular: o bombeamento para
fora da célula e o armazenamento feito pelos compartimentos internos ligados & membrana
como as mitocondrias, o reticulo endoplasmatico (RE) ou reticulo sarcoplasmético (RS) e
os granulos de secrecao. O reticulo sarcoplasmatico é uma forma especializada de reticulo
endoplasmatico.

O influxo de célcio também ocorre através de duas vias principais: influxo do meio
extracelular, através de canais de C'a®" na superficie transmembranar, e por liberacao dos
compartimentos de armazenamento internos. Os canais de C'a®>" da superficie membranar
sao de véarios tipos diferentes: canais controlados pela diferenca de potencial, que se abrem
em resposta a despolarizacao da membrana celular, canais operados por receptores, que
se abrem em resposta a ligacao de um ligante externo, canais que se abrem em resposta
a ligacao de um segundo mensageiro celular, e os canais que se abrem em resposta a
estimulos mecanicos. Canais de C'a®** controlados por diferenca de potencial sao de grande

importancia neste trabalho, podemos observar a sua localizagdo na membrana de acordo

com a Figura (2.7)).
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Figura 2.7: Reticulo Sarcoplasmatico. Adaptado de |Keener e Sneyd| (]1998[)

2.4 Oscilagoes de Calcio

Mibcitos exibem oscilagoes de [Ca]*™ intracelular devido a entrada e saida da célula,
através da membrana celular, e também devido a mobilizacao do ion nas reservas
intracelulares. A cinética do calcio permite a ativacao de diversos processos, como a
contratilidade do miécito cardiaco.

Embora se saiba que o Ca?* controla muitos processos celulares, o significado exato das
oscilacoes de C'a®** nao é completamente compreendido na maioria dos tipos de células.
Acredita-se que as oscilacoes sao sinais codificados de frequéncia, permitindo que uma
célula utilize o fon como segundo mensageiro, enquanto evita os efeitos toxicos da elevada
e prolongada concentragao de [Ca)*".

Nos cardiomiécitos o principal papel do transiente de Ca?* no interior dos
cardiomiécitos esta associado a contragao do musculo cardiaco, portanto qualquer
alteracao assincrona no ciclo de Ca?'t pode desencadear uma série de distiirbios na

sequéncia de sistoles e didstoles.
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2.5 O mecanismo de Liberacao de Ca’" através do

Receptor Rianodina - RR

Uma das principais formas de liberacao do Ca** dos compartimentos de reserva
intracelulares é através do Receptor Rianodina - RR. Sao moléculas complexas com
grandes dominios citoplasmaticos, contém numerosos sitios de ligagao para agentes que
controlam o estado de atividade do dominio que forma o canal. O C'a®>T pode desencadear
a liberacao de C'a®" por inducao de Ca?* (LCIC), a partir do RS através dos Receptores
Rianodina (Endo et al., [1970; Fabiato, [1983]).

Os RR’s localizam-se em regioes especializadas do RS denominadas T-tubulos, que se
caracterizam como uma invaginacao da prépria membrana superficial (sarcolema), como
podemos observar na Figura (2.8). O T-tdbulo penetra e percorre transversalmente
as células, ramificando-se e envolvendo os sarcomeros nos discos Z. A zona em que
um sarcomero se liga ao seguinte traduz-se por uma linha mais escura presente nos
miofilamentos, designada linha (ou disco) Z (do alemao zwischen - entre ou no meio).
Um sarcomero corresponde ao espago que separa duas linhas 7 consecutivas. O RS
possui uma localizacao estritamente intracelular. E composto por tubulos que correm
longitudinalmente por entre as miofibrilas e, no disco Z, formam cisternas que entram em
contato com o sistema transverso. A regiao do RS que entra em contato com o sistema
transverso e constitui cisternas laterais é denominada reticulo juncional. A combinacao
entre um tubulo transverso e duas cisternas laterais do RS recebe o nome de triade. No
miocardio, também é comum a visualizacao de cisternas do RS em contato com o sarcolema
e, nesse caso, sao denominadas diades (Sommer e Waugh, 1976)). Estes sistemas tubulares

desempenham papel imprescindivel na ativagao da contracao muscular.
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Figura 2.8: Dinamica LCIC. Adaptado de [brahim et al| (2011)

Os RR’s se encontram estrutural e funcionalmente associados a outras proteinas
intrinsecas e, indiretamente, a proteina de ligacao intraluminal do calcio, a calsequestrina.
A calsequestrina, triadina e junctina formam um complexo proteico associado com

Receptor Rianodina do tipo 2 - RR2 facilitando a liberagao de calcio que ocorre

durante a contracdo muscular (Knollmann, 2009). No musculo cardiaco a isoforma

encontrada é a Calsequestrina 2 (Casq2), e uma de suas fungoes é proteger o coragao
de liberagoes espontaneas de célcio. O célcio une-se a calsequestrina com alta afinidade.
Aproximadamente 50% do célcio armazenado no RS estd associado a calsequestrina. A
Triadina é uma proteina transmembranar, associa-se a RR2 e Casq2 no Iimen do RS e esta

envolvida no acoplamento funcional entre ambos no limen, organizando estruturalmente

o reticulo (Guo e Campbell, [1995). A junctina é uma proteina de que liga a calsequestrina

a membrana juncional do RS juntamente com a triadina (Jones et al.,[1995). A funcao da

triadina e junctina é de contribuir para a retengao de Casq2 na jungao do RS. A auséncia

de triadina ocasiona uma remodelacao na jungao do RS, reduzindo o contato entre estes,
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prejudicando o acoplamento excitagdo-contracdo e a contragao do midcito (Knollmann),
2009).

H4 uma relacao estreita do canal de Ca?t do tipo L que é sensivel & diferenca de
potencial (ddp) e o sarcolema, o que permite rapidamente o influxo do fon, logo em
seguida LCIC ¢ iniciada através dos RR’s no reticulo sarcoplasmético (Stern, |1992).
Canais sensiveis & ddp transmembranica como o canal de Ca®* do tipo L sao formados
por multisubunidades de protefnas transmembranares que permitem o influxo de Ca?"
através dele. Este influxo dd origem & I¢,;, que representa a corrente de C'a®* do tipo
L, essencial para a excitabilidade normal e para o acoplamento excitacao-contracao em
midcitos cardiacos. Assim, o C'a®** que entra através do canal de Ca®t do tipo L recebe
e provoca um efeito muito maior nas regioes do citoplasma préximas aos RR’s do que o
Ca®" nas regioes restantes do citoplasma. Além disso, se o C'a®** é liberado do RS em um
espaco confinado entre a RS e o sarcolema, os RR’s podem ter um microdominio diferente
do que o experimentado pelo restante da célula (Stern| [1992; Kargacin, (1994} |Stern et al.|

1997).

2.5.1 FEtapas do LCIC

Para entender melhor como funciona o processo de LCIC, consideraremos os 4 passos
da Figura . Passo 1: quando ocorre o Potencial de Agao, ele propaga-se pela
membrana e os canais sensiveis & ddp, como o canal de Ca?* do tipo L, sao abertos
permitindo a entrada dos ions que estao no meio extracelular. Passo 2: como a
concentracao extracelular de Ca?T é grande, quando o canal de Ca?* é aberto devido
a ddp, o influxo da corrente de C'a** do tipo L ¢ iniciado. Passo 3: devido a localizacao
dos Receptores Rianodina (RR’s), bem préxima aos canais de Ca*" do tipo L, logo apés
a ativacao da corrente de Ca?* do tipo L os RR’s, que sao sensiveis aos fons de C'a®*, sao
ativados e iniciam o processo de abertura. Passo 4: Apds a abertura dos RR’s, o Ca®*
armazenado no RS é liberado no citoplasma, aumentando a sua concentracao intracelular.

Assim funciona o processo de liberacao de Ca®*™ por inducao de Ca?T.
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Figura 2.9: Passo a passo LCIC. Adaptado de (2014))

2.6 Miofilamentos e contratilidade

As células musculares cardiacas sao contituidas por sarcomeros, que representam
as unidades subcelulares e possuem a estrutura contratil, como pode se observar na
Figura . O sarcomero possui uma estrutura organizada e repetitiva, composta pelos
miofilamentos que sao classificados em finos e grossos. Estes, encontram-se posicionados de
forma intercalada, interagem e geram a for¢a necessaria a contracao do musculo cardiaco.
O sarcomero é limitado por duas linhas ou discos Z. Nos miofilamentos encontram-se
as proteinas que participam do processo da contracao. Os filamentos finos sao longos
polimeros compostos principalmente por uma dupla hélice de monomeros de actina. Os
filamentos mais espessos sao compostos principalmente por miosina, que é considerada
uma molécula motor, uma vez que é capaz de converter a energia da hidrolise de ATP
(a principal fonte de energia da célula) no movimento da cabec¢a da miosina. A nebulina
¢ uma proteina de ancoramento que fixa a actina nos discos Z, e a tinina é uma longa
proteina elastica, responsavel por manter a integridade estrutural dos sarcomeros. Na

Figura (2.10) a seguir, podemos observar a organizacao dos miofilamentos.
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Figura 2.10: Organizacao dos miofilamentos. Adaptado de (2004)

O processo de contracao comecga quando a célula é estimulada eletricamente. Apds
o PA, os canais de Ca?t do tipo L que sao sensiveis ao potencial transmembranico se
abrem. Assim, inicia-se o fluxo de Ca®*, que ativa LCIC. Apés LCIC a concentracao de
Ca** sobe a niveis capazes de ativar os miofilamentos e a contracao ocorre; em seguida,
o RS recupera o Ca®* através da bomba SERCA.

A iteracao dos filamentos de actina e miosina é controlada por proteinas regulatorias.
A troponina e a tropomiosina sao complexos de proteinas presentes no filamento fino de
actina. Para manutencao das condigoes de repouso da célula, a troponina e a tropomiosina
impedem que a cabeca da miosina se ligue a actina, funcionando assim como um bloqueio
estérico dos sitios de ligagao presentes neste filamento, e sao também conhecidas como
unidades regulatérias ou regulatory units (RUs). O bloqueio estérico significa que a
disposicao espacial dos atomos ou grupos nos sitios reacionais de uma molécula impede
ou retarda uma reacao. Quando a célula é estimulada e a concentracao de Ca?* aumenta,
os fons de C'a®* ligam-se a troponina C, o que provoca uma mudanca de conformacao da
proteina, abrindo o sitio de ligacao na actina para a miosina Figura . A ligacao da

miosina com a actina formam as pontes cruzadas. Consumindo o ATP a cabeca da miosina
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se deforma e assim, um filamento desliza sobre o outro. Neste instante, os miofilamentos
sao encurtados aproximando os discos Z, o que reduz o comprimento da célula resultando

no processo de contracao da mesma. De acordo com a Figura (2.12)) a seguir podemos

™T /_ﬂ

Ligamento Cabeca da Miosina
da Miosina  Tropomiosina

observar este Processo:

Figura 2.11: Ligagao actina-miosina. Adaptado de (2000))

Actina Miosina

ST GGe
————ccttte
-S>PPDo———CEEEe

-

Contrag3o
Disco 2 ¥

Figura 2.12: Contragao do sarcomero. Adaptado de (2000))

2.7 Os mecanismos que atuam no processo de
relaxamento do cardiomiécito

Os mecanismos anteriormente tratados atuam especificamente no processo de
contragao. Foi visto que durante o acoplamento excitagao-contragao, o célcio entra através
dos canais tipo L ativando a liberacao dos estoques de célcio do reticulo através dos RR’s.

Isso aumenta o célcio citoplasmaético e inicia o processo de contracao muscular. Para que
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ocorra o processo de relaxamento é necessario que o Ca?* seja removido do citoplasma.
Os mecanismos que atuam no processo de relaxamento do miécito cardiaco sao aqueles
que atuam no processo de remocao do Ca?t intracelular, como a bomba de Ca?* da
membrana conhecida como (PMCA) do inglés por Plasma membrane Ca**-ATPase, o
trocador Na™/Ca™ (NCX) ou a bomba de Ca*" do RS (SERCA) (Marchand et al,
2012).

A PMCA localiza-se na membrana plasmética e tém alta afinidade por célcio e baixa
velocidade de transporte. Alguns estudos mostram que seu papel na regulacao diastélica é
sutil e a contribuicao em retirar calcio da célula é de menor importancia. Assim sendo, foi
postulado que a PMCA serve para o ajuste fino da concentracao de calcio intracelular
(Caroni et all 1982). Sendo assim, o principal mecanismo de extrusao do Ca*T se
d4 pela atividade conjunta de SERCA e NCX. Com o Ca*" citosélico aumentado, a
expressao de SERCA e NCX precisa ser aumentada também para compensar e manter
o equilibrio intracelular. Se a expressao delas nao corresponder ao excesso de Ca**, o
cardiomidcito nao reduz a concentracao intracelular de Ca*t de maneira satisfatéria para
a diastole, o que pode ser um fator negativo para o bom funcionamento cardiaco (Leskova

e Kryzhanovsky| 2011)).

2.7.1 Bomba de cdlcio do reticulo sarcoplasmdtico (SERCA)

SERCA ¢ a bomba que transporta o Ca?" do meio citosdlico para o limen (¢ um
espago interno ou cavidade) do reticulo sarcoplasmético. O RS do miécito cardiaco nao
serve apenas como reservatorio de calcio, mas também para manter a concentracao de
calcio no citoplasma durante a contracao e o relaxamento muscular. A remocao do célcio
do citosol pela bomba do RS (SERCA) para o reticulo resulta no relaxamento muscular.
A razao do relaxamento é determinada pela recaptacao de calcio pela SERCA 2a que é
regulada por duas moléculas protéicas, o fosfolambam e a sarcolipina (Periasamy et al.,
2008). Uma vez recaptado pela SERCA, o C'a®*™ é armazenado ligado & calsequestrina, que
organiza o RS e permite que o calcio esteja pronto para ser liberado préximo ao receptor

de rianodina.
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A SERCA 2a é a isoforma mais expressa no coracao de mamiferos. Em roedores,
SERCA 2a é mais comumente encontrada no atrio comparado com o ventriculo, sendo
este um motivo para a duragao da contracao do atrio ser mais rapida que a do ventriculo.
As expressoes de SERCA 2a sao alteradas conforme a idade, sendo relatado um decréscimo
de quantidade e atividade de acordo com o envelhecimento, tanto em animais quanto em
humanos. Esta diminuicao esta associada ao prolongamento da contracao e diminuicao

da fungao cardiaca.

2.7.2 O Trocador Na"Ca** (NCX)

Localizado na membrana plasmaética, o NCX ( do inglés NatCa®* exchanger current)
é uma bomba de NaCa que funciona como um trocador eletrogénico, contribuindo para
o potencial de repouso da célula, uma vez que troca 3 fons de sédio pra 1 ifon de célcio.
Primeiramente o NCX faz o efluxo do célcio, responsavel por remover aproximadamente
28% de sua concentracao do citosol, sendo considerado um dos principais mecanismos de
extrusao do Ca®*t (Weber et al., [2002). No modo reverso, o NCX permite o influxo de
célcio (Bers| 2002; Mullins, [1979). Segundo Bers| (2008)) este influxo seria centenas de vezes
menor do que o influxo via canais tipo L. Alguns autores admitem a possibilidade de isso
contribuir para a liberac¢do de calcio do RS induzida por célcio (Clark et al., |1996; [Satoh
et all [2003), mas outros dizem que nao (Lines et al., 2006; Sham et al., 1992). No musculo
cardiaco o que permite o modo reverso do NCX sao o potencial positivo de membrana e
o aumento do sédio intracelular (Larbig et al., [2010). O mecanismo sarcolemal da troca
Na*tCa?* deve ser encarado como um processo importante na regulacao da contratilidade
miocardica, uma vez que é capaz de modular a forca de contragao. A direcao do movimento
dos fons através do trocador Na*Ca?* depende do potencial da membrana e do gradiente

quimico para estes ions, o que, por sua vez, se correlaciona com a atividade da bomba

NaTKT.
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2.8 Liberacao espontanea de Ca?>" - LEC

Normalmente a liberacao de C'a®?* do RS ocorre via LCIC, porém sob certas condicoes,
esta liberagao pode ocorrer espontaneamente, ou seja, na auséncia de qualquer estimulo do
sarcolema (Cheng et al [1993; Wier et al), [1987). A liberagdo espontanea de C'a®>™ - LEC
ocorre também devido a flutuacdes dos RR’s, que induzem sparks Ca®* espontaneos, ou
pulsos espontaneos. A liberacao espontanea, que pode propagar como uma onda ao longo
da célula, é mais facilmente observada quando a célula estd com altas concentragoes de
Ca?* (Orchard et all |[1983). O Ca?*' que é liberado através deste pulso espontaneo, em
parte, ¢ bombeado para fora da célula pela corrente trocadora eletrogénica Na*Ca?*
(Mechmann e Pott} [1986). A liberagao pela corrente Iy,c, aumenta a concentragao
intracelular de Na™ induzindo uma despolarizacao transitéria, o que resulta em uma
atividade anormal de marcapasso (Ferrier et al), [1973). De acordo com observacoes
anteriores, (Capogrossi et al.,|1986) observou-se que houve uma variabilidade considerével,
célula-a-célula, no aparecimento de liberacao espontanea e, em particular, na frequéncia
cardiaca. A LEC produz variacoes nas concentracoes de C'a®>T do cardiomiécito podendo
ocasionar uma série de problemas, principalmente se os canais ionios apresentarem alguma

alteracao molecular em sua constituicao.

2.9 O sistema nervoso autonomo SNA e as oscilacgoes
dos neuronios simpaticos

O SNA, através dos seus componentes simpatico e parassimpatico, desempenha um
importante papel nos ajustes do sistema cardiovascular (Davini et al., 2004} [Powers et al.,
2000). Embora o coragdo tenha um padrao de contragao inata, também é inervado pelo
SNA a fim de responder as alteragoes fisiologicas necessérias do corpo. Os nodos sinoatrial
(NSA) e atrioventricular (NAV) possuem a inervacao simpatica e a parassimpéatica. Neste
trabalho destacaremos a simpatica. AcOes corporais necessarias a uma situacao de

emergéncia ou estresse sao acionadas pela estimulacao simpética (Foss et al., [2000). A
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inervagao simpatica é feita através de fibras dos ganglios cervicais e toracicos superiores
e a inervagao parassimpatica é feita através de ramos dos nervos vagos, como pode ser
observado na Figura .

A estimulacao simpatica intensa pode aumentar a frequéncia cardiaca, em adultos
jovens, de 70 batimentos/minuto para 180 a 200 e até 250 batimentos/minuto, além disso,
também pode aumentar a forca de contragao cardiaca e, consequentemente, o volume de

sangue bombeado e a pressao de ejecao. Em geral, a estimulagao simpéatica pode aumentar

o débito cardiaco (DC) por duas a trés vezes (Guyton e Hall, 2002). O conceito de DC

refere-se a quantidade de sangue ejetado pelos ventriculos por unidade de tempo.

Cérebro Artéria carétida comum

Arco aédrtico

Medula
espinhal

Nervo cardiaco
simpético

Cadeia simpética

Figura 2.13: Inervacao autonomica do Coragao. Adaptado de |Powers et al.| QZOOO[)

A estimulagao dos nervos cardiovasculares simpéticos libera catecolaminas (compostos
quimicos) no sangue, como a adrenalina e norepinefrina (noroadrenalina) (MCARDLE
et al., 1998)). Neurotransmissores como a norepinefrina aumentam a permeabilidade

dos fons de sédio Na™ e de cdlcio Ca?t (Guyton e Hall, 2002). As fibras nervosas

simpaticas também secretam a norepinefrina, que é também considerada como substancia

transmissora sinaptica. Desta forma, as fibras que secretam norepinefrina sao chamadas

de adrenérgicas (Guyton e Hall, |2002).




37

2.10 Estimulacao g - Adrenérgica (51-AR)

O B1-AR é o subtipo de receptores mais abundante no coragao normal (70-80%) e é um
receptor acoplado a Gs prototipico. Sua estimulacao leva ao aumento da produgao de AMP
ciclico (¢cAMP) via adenilil ciclase (AC). cAMP atua principalmente na proteina quinase
A (PKA). O processo de fosforilagao é a adi¢ao de um grupo fosfato (PO,) a uma proteina
ou outra molécula e é um dos principais participantes nos mecanismos de regulacao das
proteinas. A ativacao de PKA fosforila um conjunto de proteinas reguladoras chave
que controlam o ciclo de acoplamento de excitacao-contracao, tais como os canais de
Ca* do tipo L no sarcolema, os RR’s sarcoplasmaticos e fosfolambam (PLB), que juntos
coordenam aumentos significativos na inotropia cardiaca (Bers|, 2002, 2008; |Rapundalo,
1998). PLB ¢ um regulador chave da ATPase de Ca*" do reticulo sarcoplasmético
(RS) (SERCA2a). A fosforilagdo da PLB em Serl6 por PKA alivia sua inibigdo da
SERCA2a, o que estimula muito a taxa e a quantidade de Ca™ citosdlico armazenado
pelo RS. Isso melhora o relaxamento e carregamento do RS do miocéardio, que por sua
vez aumenta o transiente de C'a™ e a forca durante a sistole (Simmerman e Jones, [1998;
MacLennan e Kranias, 2003). Fosforilacido PKA-dependente das proteinas miofibrilares
troponina I (Tnl) Ser23/24 e da proteina cardiaca C de ligacao a miosina (MyBPC) Ser282
diminui sensibilidade miofibrilar ao C'a™ e, assim, acelera o relaxamento dos miofilamentos
(Kobayashi e Solaro, 2005)). Outra proteina de atuagao de PKA ¢é fosfolema. Reconhecida
no inicio de ensaios de fosforilacao como uma fosfoproteina fortemente regulada na fracao
do sarcolema (Palmer et al.,|1991), o seu papel foi enigmético até recentemente. Sabemos
agora que é uma subunidade de NaK-ATPase (Despa et al., [2005). Analogamente as
interagoes PLB/SERCA, PKA-fosforilagao de fosfolema alivia sua influéncia inibitéria,
estimulando assim a bomba de sédio.

A acdo de cAMP/PKA é contrabalangada por fosfodiesterases (PDE) cAMP e
proteinas fosfatases (PP) (Mansuy e Shenolikar, 2006]). No coragdo de mamiferos, mais
de 90% da atividade total PP é realizada com a contribuigao das fosfatases Ser/Thr de
tipos 1 e 2A (PP1 e PP2A) (Liiss et al., 2000). Elas resultam de uma familia de genes

comuns e sao altamente homdlogos (Cohen| (2002)). Sua agao é controlada principalmente
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por sua localizagao e por componentes das subunidades de canais ionicos. Estes, sao
organizados em complexos de sinalizacao de macromoléculas, contendo nao apenas PP,
PKA, e arespectiva proteina-alvo, mas também varios PDEs (Mansuy e Shenolikar], 20006).
Os complexos envolvem proteinas de base, tais como proteinas de ancoragem de quinase-A
(PKASs), que tém como alvo a PKA em proximidade com os seus substratos e, portanto,
conferem especificidade da sinalizagdo de cAMP (Dodge-Kafka et al., [2006).
Curiosamente, uma subunidade PP1, o inibidor PP1-1 (I-1), é fosforilado pela PKA
e assim é ativado. A consequéncia é a reducao de PP1 intermediada pela desfosforilagao
PLB e, portanto, a amplificacdo das respostas intermediadas por PKA aumentam a
contratilidade (retroalimentagao positiva) (Neumann et al) 1991). A atividade dos RR’s
é equilibrada pela fosforilagao do dominio regulador, cujo processo é realizado por varias
proteinas quinases, nomeada por PKA (no caso dos RR’s). Ativados de acordo com a
atividade dos canais de Ca®t sensiveis & dihidropiridina - DHP, utilizam como via de
segundos-mensageiros o ADPRc (ADP-Ribose ciclico) - Ca?t - calmodulina, os RR’s tém
por funcao a amplificacdo dos sinais de Ca?t. RYR2 é o tipo de receptor localizado
no musculo cardiaco, fundamental para todo o processo de contragao. Cardiomiocitos
isolados exibem oscilacoes de Ca®" intracelular na presenca de um agonista que ativa ou

desencadeia uma reagao como o isoproterenol.

2.11 Isoproterenol

O isoproterenol ou isoprenalina é um medicamento simpaticomimético (efeito que se
obtém ao estimular o sistema nervoso simpdtico) que atua ao nivel dos receptores (-
adrenérgicos. Estimula os receptores 3 - AR cardiacos, causando efeitos como cronotropia
e inotropia positivas. A funcao do isoproterenol é simular o sistema [-adrenérgico em

experimentos com midcitos isolados.
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2.12 Fisiopatologia da Bomba NaCa - Mutagao NCX

Algumas mudangas estruturais ou moleculares nos canais ou receptores i6nicos estao
associadas a diferentes tipos de mutacoes. A super expressao ou aumento da atividade do
trocador NaCa ou NCX em cardiomiocitos pode desencadear arritmias cardiacas. Pos
despolarizacoes atrasadas - PDA’s sao consideradas como um acionador de arritmias. Elas
sao definidas como oscilagoes do potencial de membrana elétrica durante ou logo apds o
potencial de agao cardiaco. PDA’s sao observadas apds repolarizacao plena do potencial

da membrana como podemos observar na Figura (2.14)) a seguir.
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Figura 2.14: PDA, PAE e TCEs. Adaptado de |[Faber e Rudy]| (2007)

Diversos estudos tém mostrado que o aumento da expressao da bomba NCX pode
provocar uma repolarizacao lenta. Este aumento explica a formagao de PDA’s, que podem
provocar Potenciais de Acao Espontaneos - PAEs. Estes sao os principais responsaveis
pelo inicio da arrtimia, provocam extra-sistoles, que iniciam todo um descompasso no
sincronismo do ritmo cardiaco. Para compreender melhor os mecanismos de super
expressao do trocador NCX, varios experimentos foram realizados com midcitos cardiacos
isolados de camundongos. Foram realizados testes com midcitos de controle (WT) e
midcitos com mutagao do trocador NCX (NCX-Tg) (Pott et al., 2012)). Para realizagao
dos experimentos os cardiomidcitos foram expostos ao isoproterenol. De 33 cardiomiocitos
do gendtipo WT, 5 apresentaram LEC. De 28 cardiomiécitos do gendtipo NCX-Tg, 11
apresentaram LEC. Porém, apenas nos midcitos cardiacos com a mutagao NCX os eventos

de LEC ativaram PAEs.
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3 Metodologia

3.1 Modelo Celular

Modelos matematicos para eletrofisiologia celular sao um componente chave da
modelagem cardiaca. Eles servem tanto como ferramentas de investigacao independentes,
para verificar o comportamento de midcitos cardiacos individuais, quanto como um
componente essencial da simulacao da atividade elétrica do 6rgao como um todo. Como
ja foi visto em secoes anteriores, o cardiomidcito possui uma membrana que separa o meio
intracelular do meio extracelular. A membrana celular é constituida por uma bi-camada
fosfolipidica. Uma de suas fungoes é separar os meios intracelular e extracelular e os
respectivos fons de Na*t, Ca?T, K** e vérios outros, para dentro e fora da célula, o que
mantém uma diferenca de concentragao ionica. KEsta gera uma diferenca de potencial

através da membrana celular.

3.1.1 Dzifusao e Lei de Fick

Através da membrana celular surgem gradientes de concentracao para cada tipo de
ion. Isto ocorre devido a diferenca de concentracao ionica, entre o meio intracelular e
extracelular. O gradiente de concentracao gerado induz a difusao de particulas de uma
regiao de alta concentracao para uma de baixa concentragao. O processo de difusao é

descrito pela Lei de Fick.

Jp = —DVe, (3.1)

onde, Vc é o gradiente de concentracao do ion c¢; D é o coeficiente de difusao do

meio(intracelular ou extracelular); Jp é o fluxo dos fons.
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3.1.2 Modelo elétrico para a membrana

Um capacitor é formado por duas placas condutoras separadas por um material
isolante. Como a membrana separa cargas entre os meios intracelular e extracelular,
em termos elétricos, ela pode ser modelada como um capacitor. Para a membrana, a bi-
camada fosfolipidica funciona como um material isolante, enquanto os meios intracelular
e extracelular funcionam como as placas condutoras.

A capacitancia é definida como a razao entre a carga armazenada e a voltagem necessaria

para armazenar esta carga, ou seja

, (3.2)

onde, C,, é a capacitancia, ) é a carga e V é o potencial transmembranico. Neste
sentido, a membrana celular impede a passagem de ions entre os meios intracelular
e extracelular. Para completar o modelo da membrana, um resistor é colocado em
paralelo a um capacitor. Conforme veremos adiante, as resisténcias associadas aos canais
ionicos sao fungoes nao lineares da diferenca de potencial entre os meios intracelular e
extracelular. A Figura ilustra o circuito elétrico correspondente ao modelo elétrico

da membrana celular.

Meio extracelular

I

lion Rm Cm Cm E

!

Meio intracelular

Figura 3.1: Modelo elétrico para a membrana

O fluxo de ions muda a quantidade de carga separada pelo capacitor, assim como o

potencial transmembranico, através da relacao @Q = C,,V.
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Considerando a variacao de carga no tempo tem-se:

@_dcmv_cﬂ
. dt  "dt’

(3.3)

O termo dQ/dt é a variagdo da carga no tempo, que corresponde a uma corrente,
denominada corrente capacitiva. A corrente total através da membrana celular é definida
como uma soma da corrente capacitiva com o somatério das correntes ionicas,

av

Io = Iion C(m_ 3.4
tot + It (3.4)

Se o circuito da Figura (3.1)) for fechado, isto é, ndo havera transporte de fons para
dentro ou fora do volume celular, (lei de Kirchhoff), o somatério das correntes que saem
de um né pertencente a um circuito elétrico é nulo.

av

Iion Om_ = 0. 3.5
+Cn—y (3.5)

3.1.3 Potencial de equilibrio de Nerst

Uma das mais importantes equacoes da eletrofisiologia é a Equacao de Nerst, que
descreve como a diferenca da concentracao ionica entre duas fases pode resultar em uma

diferenga de potencial entre as mesmas.

As diferencas nas concentragoes fazem com que os fons se movam no sentido contrario
ao sentido dado pelo gradiente de concentracao. Em contrapartida, a forca do campo
elétrico gerada pelo potencial transmembranico faz com que os fons se dirijam no
sentido contrario ao movimento de difusao. Um equilibrio serda alcancado quando o
fluxo difusivo dos fons se igualar ao fluxo referente a diferenca de potencial elétrico.
O valor do potencial transmembranico para tal equilibrio, relativo a um ion isolado,
¢ dado pela Equacdo de Nernst (Equacao (3.6)), onde R é a constante dos gases

(8,314J/Kmol), T é a temperatura absoluta, z é a valéncia do ion, F' é a constante
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de Faraday (9, 6482104C/mol), c. e ¢; denotam as concentragdes externa e interna do fon,
respectivamente. A diferenca de potencial através da membrana, V.. = V; — Ve, é dada

por:

v, AL (e (3.6)

Nerst — n\— .
2F ¢ )’

que é a Equacao de Nerst. A Equagao (3.7) é valida para o caso em que um tnico

tipo de fon pode atravessar a membrana. Neste caso, na situagao de equilibrio, ou seja,

V' = Vierst, 0 fluxo do fon em questao através da membrana sera nulo. Para o caso em

que a membrana é permeavel a dois ou mais fons diferentes, é utilizada a formulacao

de Goldman-Hodgkin-Katz (Keener e Sneyd| [1998)) também chamada de Equacao GHK.

Como exemplo, considerando-se os fons K+ e Na*, a Equacao GHK é dada por:

RT (PNa[Na+]i + Pr[K)i + PCZ[CZ_]e> 7 (3.7)

Vorx = — 1
GHE = "0\ Pya[Nat]. + Pr[K . + PalCl;

onde Py, Pg e Pg sao as permeabilidades dos fons de sodio potdssio e
cloro respectivamente, a Equagao (3.7) depende também das concentragbes intra e
extracelulares destes fons, da temperatura 7', da constante ideal dos gases R e da constante

de Faraday F'.

3.2 Modelos para a Corrente Ionica

Os modelos celulares sao desenvolvidos com base no modelo linear Equacao e na
Equacao . A demonstragao desta Equacao pode ser encontrada em Keener e Sneyd
(1998). Estes modelos foram desenvolvidos para estabelecer a relagao da corrente (I-V)
em um determinado canal idnico. O modelo linear para o fon .S, dado pela Equacao (3.8|)
a seguir, estabelece a corrente ionica [g. Esta é uma funcao linear da diferenca entre o
potencial transmembranico e o potencial de repouso Fg do fon S, sendo g a condutancia
do canal ionico em questao.

I, = g(V - Es) (38)
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A Equacao estabelece uma relagao nao linear entre a corrente ionica e o potencial
transmembranico, sendo obtida a partir da hipdétese de campo elétrico constante sobre a
membrana sarcoplasmatica Keener e Sneyd| (1998). Sendo I, a corrente relativa ao fon
S, Ps a permissividade da membrana ao fon S, ¢; e ¢, as concentracoes intracelular e

extracelular do fon S, respectivamente, assim temos que a Equagao (3.7) é dada pela

Equacao (3.9)).

22F% (¢ —c.)e AT
I, =P, V - . 3.9
RT 1—e Iz%I;“v ( )

Geralmente, a condutancia ¢ associada a uma corrente ionica é uma funcao do
potencial transmembranico ou de determinadas concentragoes ionicas sendo usualmente

descritas através de modelos para o comportamento do canal ionico associado.

3.3 Modelos para os Canais Ionicos

Atualmente sao realizados diversos experimentos sofisticados, permitindo a observacao
da ampla variedade de canais ionicos existentes na membrana celular. Uma das técnicas
realizadas é a denominada patch-clamp (Neher e Sakmann, |1995). Nesta técnica as
correntes ionicas sao medidas através dos canais i0nicos, mantendo-se o valor do potencial
transmembranico constante, permitindo o estudo quantitativo do comportamento destas
correntes. A técnica patch-clamp foi desenvolvida por Neher e Sakmann| (1995). Os
canais ionicos alteram-se entre os estados condutivos e nao condutivos, devido a diversas
caracteristicas, sendo a principal delas a diferenca de potencial (ddp) entre os meios
intracelular e extracelular. As alteracoes de estados levaram a uma série de modelos

estocdsticos para canais ionicos.

3.3.1 Modelo de Dors Estados

As alteracoes de estados dos canais i6nicos podem ser descritas como um espaco de
estados discretos. Existem muitos modelos que descrevem o comportamento dos canais
ionicos. O modelo mais simples para ilustrar esse conceito é o chamado modelo de dois

estados, que estabelece dois possiveis estados para um canal i6nico: aberto (O) e fechado
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(C) Figura (3.2). O modelo de dois estados é uma cadeia de Markov Simples. Tem-se

como exemplo de modelo de dois estados o canal de potassio (K ™).

a(V)
cC_O0

BV)

Figura 3.2: Modelo de dois estados. Adaptado de Keener e Sneyd| (1998)).

De acordo com a Figura (3.2), seja n a proporcao de canais no estado O e (1 —n) a
propor¢ao de canais no estado fechado, a(V') é a taxa de transigao de C' para O e B(V)
é a taxa de transicao de O para C, onde V é potencial transmembranico. EDOs sao

formuladas em funcao destas taxas, como pode-se observar a seguir:

dn
W o) —m) BV (3.10)
Fazendo du/dt = 0, tém-se:
_ o)
Noo (V) = ) £ B0 (3.11)
1
(V) = M GEYIL (3.12)

onde, Ny e T,(V) sdo fungdes respectivamente chamadas de valor assintético de n e
constante de tempo de n, as quais sao mais facilmente obtidas através de procedimentos

experimentais Keener e Sneyd| (1998)), e desta forma a EDO fica:

dn  ne(V)—n

Frindy (3.13)

No instante em que todos os canais ionicos do fon S estao no estado O determina-se

Omaaz,s, & condutancia para a populagao destes canais. A propor¢ao de canais que estao
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no estado O é estimada por n dada pela EDO Ao utilizar-se o modelo linear para a
relacao entre a corrente e o potencial transmembranico chega-se a seguinte Equagao para
a corrente ionica do ion S:

IS - ngmax,S(V - Es) (314)

3.4 Cadeias de Markov

Cadeias de Markov é o nome dado a uma certa classe de processos estocasticos que
tomam valores discretos e possuem a chamada propriedade de Markov. Esta é assim
chamada em homenagem ao mateméatico russo Andrei Andreyevich Markov. Um Processo
Estocastico é definido como uma colecao de varidveis aleatérias X (¢) indexadas por um
parametro t > 0, geralmente este parametro ¢ entendido como tempo. Isto é, para cada
valor ¢t > 0, X (¢) é uma variavel aleatéria tomando valor em um conjunto F, denominado
de espaco de estados. Geralmente, a varidvel aleatoria representa o estado do sistema de
interesse no instante .

Um processo estocédstico X (t) é chamado de Cadeia de Markov se o espago de estados

E é discreto e satisfaz a seguinte propriedade, denominada propriedade de Markov:

P[X(tk_H) = $k+1|X(tk) = Tk, X(tk_l) = X1, X(tl) = T, X(to) = l’o] =

PX (k1) = 1| X (te) = ], (3.15)

para todo, k € N, tg < t; < ...t <ty e estados xg, 21, ...,7511 € E. Em relacao ao
tempo, uma cadeia de Markov pode possuir tempo discreto e se t é finito ou enumeravel, e
tempo continuo é o caso contrario. Resumindo-se na ideia de que os estados anteriores sao
irrelevantes para a predicao dos estados seguintes, desde que o estado atual seja conhecido.

Na cinética de canais idnicos, a cadeia de Markov é uma cadeia de parametro continuo
que permite observar um fenémeno durante o tempo de sua duracao, o espaco de estados
discretos e os estados cinéticos. Num modelo com essas caracteristicas, as probabilidades
de transicoes, por unidade de tempo, entre os estados cinéticos dependem unicamente

do estado presente do canal e nao dos estados anteriores pelo qual o canal transitou
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(propriedade de Markov) (Kochetkov et al.,[1999; Rothberg e Magleby|, [1999). A cinética
dos canais ionicos tem sido modelada considerando-se que os tempos nos quais a proteina
formadora do canal permanece nos seus diferentes estados cinéticos obedece a um processo
estocastico Markoviano.

A Figura (3.3) a seguir mostra um modelo de Markov mais simples para que se possa
entender melhor a modelagem da cinética dos canais ionicos. O modelo a seguir possui
trés estados em que o canal idnico pode estar: aberto (O), fechado (C) ou inativo (I),
considerando o detalhe de que uma vez que o canal estiver no estado inativo, o mesmo

nao podera retornar para os estados aberto ou fechado.

C_—™*"60

Figura 3.3: Cadeia de Markov com 3 estados. Adaptado de Keener e Sneyd| (1998)).

Seja i, o e ¢ as propor¢oes de canais ionicos do fon S nos estados inativo, aberto e
fechado, respectivamente, e também a corrente ionica Ig que é modelada pelo conjunto

de EDOs a seguir:

]s = OgS,max(V_ES)

dc
= —(A)e—(1-A)c+ (B)o
do
di

onde, A, B, (1-A) e (1-B) sao as taxas de transi¢do entre os estados.

Os modelos atuais sao desenvolvidos com intengoes de reproduzir cada vez melhor os
efeitos das correntes ionicas, e para isto levam em consideracao um numero muito maior
de estados. Tamanha complexidade demanda o ajuste de uma grande quantidade de

parametros (taxas de transicao), os quais sao ajustados com dados experimentais.
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2004

Bondarenko et al.|(2004) foi desenvolvido para reproduzir o Potencial de A¢ao (PA) em

cardiomiécitos ventriculares de camundongos. O modelo fornece informacoes quantitativas
sobre o comportamento ionico destas células. Sempre que possivel, foram utilizados
modelos de Markov para representar a estrutura molecular e a funcao de canais ionicos.
O modelo é baseado em um conjunto de 41 equagoes diferenciais ordinarias. As EDOs
simulam correntes ionicas, bombas e a homeostase celular para reproduzir um PA.
A Figura apresenta um diagrama esquemdtico das correntes, fluxos de Ca?' e

compartimentos fisicos do modelo.

== Jig ATPas Calmodulin

OO _Troponin_|
up
tr. Intrinsic
|¢ | “1 Buffer
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- —$ ==7JSR
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< Jra ¥
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[Na"); Cytosol

[K');
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Figura 3.4: Modelo esquemético das correntes e fluxos do Modelo de [Bondarenko et al.
(2004). Adaptado de |Bondarenko et al. (2004).

O potencial na membrana (V') é descrito pela Equagao diferencial (3.17)):

av
—C,

dt = lcar + Ip(Ca) + Inaca + Loab + INa + INab

+ Inax + Ik tof + Ik tos + Tkt + Txs + Tiur

+ Igss + Iy + Icica + Lstim, (3.17)

onde, (), é a capacitancia da membrana celular; Na Tabela a seguir detalhamos
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cada corrente responsavel pela génese do Potencial de Acao.

Tabela 3.1: Especificacdo das correntes que atuam no modelo de [Bondarenko et al.|

(2004)

Corrente Nome Funcgao
Ica,L corrente de Ca do tipo L (L-type Ca?t current) principal responsavel pela entrada de Ca?t intracelular
Ipca bomba de Ca?t (sarcolemmal Ca?t pump) retira fons de Ca?T do meio intracelular
INaCa trocador Nat/Ca?T (Nat/Ca?t exchanger ou NCX) troca dois fons de Ca?7 intracelular por trés fons de Nat extracelular
Icab corrente de fundo do fon Ca?t (calcium background current) responsdvel pela entrada de Ca?t intracelular
Ing corrente réapida de sédio (fast Nat current) principal responsavel pela entrada de Na™T intracelular
InNab corrente de fundo do fon Na™t responsavel pela entrada de Na™T intracelular
INaK bomba de Nat KT (Na+/K+ pump) responséavel pela entrada de fons de Nal e saida de KT do meio intracelular
IKto,f rapidly recovering transient outward KT current responsavel pela saida de fons de K71 do meio intracelular
IKto.s (slowly recovering transient outward K+) responsavel pela saida de fons de KT do meio intracelular
T (time independent inwardly rectifying Kt current) responsdavel pela saida de fons de K1 do meio intracelular
Tgs (slow delayed rectifier K1 current) responséavel pela safda de fons de KT do meio intracelular
Trur ultrarapidly activating delayed rectifier Kt current responsdavel pela saida de fons de K1 do meio intracelular
Tgss noninactivating steady-state voltage activated KT current responsavel pela saida de fons de KT do meio intracelular
Tgr corrente de potdssio rapid delayed rectifier KT current responsavel pela saida de fons de KT do meio intracelular
Ici,ca corrente de cloro ativa correntes de Ca?t através da retirada intracelular de fons de C1~
Tstim corrente externa aplicada responsével por estimular todas as outras correntes

Cadeias de Markov foram usadas para modelar as correntes ionicas: Icar, Ina, Kk,

e outras correntes também. Como ja foi visto no capitulo anterior, um dos fluxos mais

importantes do modelo é o responsavel por liberar o célcio do Reticulo Sarcoplasmatico:

Jrelease- O calculo para este fluxo foi modelado através de uma cadeia que representa

os estados que o Receptor Rianodina (RR) assume. Veja maiores detalhes em

(1999

Nas Figuras a seguir pode-se observar que algumas cadeias possuem uma complexidade

maior, como a I¢,r, Figura (3.5)), In,, Figura (3.6) e a Cadeia que modela o Receptor

Rianodina, Figura (3.7) .
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Figura 3.5: Diagrama esquematico do modelo de Markov do canal de C'a** do tipo L.
C1, Oy, C3 e C4 sao estados fechados; O é o estado aberto; e I, I, e I3 sao estados
inativos. As taxas a e 3 dependem da voltagem, e v depende de Ca*". Kj.p e Kpep sdo
respectivamente as taxas constantes para frente e para tras de tensao-insensivel .
Adaptado de Bondarenko et al. (2004).

Figura 3.6: Diagrama esquemadtico do modelo de Markov do canal Nat. Cya1, Cnaz ©
CNas sao estados fechados; Oy, € 0 estado aberto; e I Fy, é o estado de inativagao
rapida, Ine1 € Ing2 sao estados inativos intermedidarios; e ICyq € IC Nas sao estados de
inativagao-fechados As taxas a e 8 s@o as taxas de transicao entre os estados. Adaptado
de |Bondarenko et al.| (]20()4[).

3.6 O modelo computacional de Bondarenko (2014

Recentemente, foi desenvolvido este novo modelo de Bondarenko| (2014)) como uma

atualizacao do anterior. O novo modelo pode simular os efeitos do sistema de sinalizagao
f — 1 adrenérgico (1 — AR) sobre o comportamento de eletrofisiologia de um tnico
midcito cardiaco, tais como: aumento moderado da duragao do PA, aumento intracelular

do transiente de Ca®* e modificacoes na dinamica de Na;.
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Figura 3.7: Diagrama esquematico do modelo de Markov para os quatro estados dos
RyRs. O estado C e (s sao estados fechados; O e Oy sao estados abertos. As taxas k
sdo taxas constantes; somente os passos a e b sao dependem de Ca?* . Adaptado de
Keizer e Levine, (1996)).

O modelo matemdtico Bondarenko| (2014) simula o comportamento bioquimico
acoplado ao comportamento eletrofisiolégico. A parte bioquimica foi separada em
moédulos: receptor -1 adrenérgico, adenililciclase, fosfodiesterase, cAMP-PKA, proteinas
fosfatases e inibidor-1, a dinamica de cAMP e a dinamica de PKA. Além disso, a parte de
eletrofisiologia foi atualizada para incluir os grandes compartimentos celulares funcionais
(caveolar, extracaveolar e citosol, Figura ) Em particular, o modelo inclui duas
subpopulacoes de canais de Ca?* do tipo L, nos compartimentos caveolar e extracaveolar

e o potencial na membrana ¢ descrito pela seguinte Equagao diferencial ((3.18)):

av
_Omﬁ = lcar + Ip(C’a) + Inaca + Icab + INa + INab

+ [NaK + [K,tof + [Kl + [Kur + [Kss + [Kr

+ [C'l,Ca + Istim~ (318)

O sistema de sinalizacao $-1-AR afeta cinco dessas correntes: Icqr, Ina, Lxto,f5 Ixur € Tk1-
Em termos da dinamica Ca®*", Receptores Rianodina (RRs), fosfolambam, e troponina
também sao afetados pelo estimulo £-1-AR. Uma das maiores modificagoes do novo modelo
estao na Cadeias de Markov de I¢,, Figura , Iy, Figura e RyRs Figura .
Neste ultimo modelo, o tamanho das cadeias de Markov foi aumentada para 18, 18 e

8 estados, respectivamente. Varias outras modificagoes foram feitas no modelo recente.
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Figura 3.8: Modelo esquemético das correntes e fluxos do Modelo de Bondarenko (2014).
Adaptado de Bondarenko (2014).

Mais detalhes podem ser encontrados no artigo original |Bondarenko| (2014)).

Figura 3.9: Cadeia de Markov para o canal de Ca®" do tipo L. Adaptado de
(2014).
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Figura 3.10: Cadeia de Markov para o canal de Na'. Adaptado de |Bondarenko| (]2014[).
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Figura 3.11: Cadeia de Markov para o Receptor Rianodina. Adaptado de
(2014).

Ao observar as modificacoes realizadas nos modelos para os canais ionicos de I,z Ing

e RR tém-se uma nocao da complexidade do atual modelo.

3.7 Simplificacao do Modelo

Como mencionado anteriormente, o novo modelo de |Bondarenko (2014) descreve

os caminhos bioquimicos e o acoplamento da eletrofisiologia envolvidos na estimulacao
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p-1 adrenérgica (8-1-AR). Uma vez que estamos interessados apenas nos aspectos de
eletrofisiologia, foi implementada uma versao reduzida e simplificada deste modelo.
Nossa implementagao considera todas as 102 Equagoes Diferenciais Ordinarias (EDOs)
associadas a parte eletrofisiologica, mas mantém as concentracoes bioquimicas relevantes
constantes, ou seja, independente do tempo. Portanto, para simular os efeitos do
estimulo § -1-AR assim como no modelo original, considerou-se que os cardiomiocitos
estao sob a presenca de 1.0uM de Isoproterenol (ISO). Desta forma assume-se que as
concentragoes responsaveis pela fosforilagao, correspondentes a subunidade catalitica de
PKA na caveolar, extracaveolar e compartimentos citosélicos sao definidas para 0.38uM,
0.78uM e 0.3uM, respectivamente. Quatro proteinas sao responsaveis pelo processo
de desfosforilacao, PP1, encontrada na caveolar e extracaveolar, e PP2A, encontrada
na caveolar e no citosol, ambas as concentracoes utilizadas foram, respectivamente:
[PP1]*v = 0.1uM, [PP1]** = 0.1puM, [PP2A|*"™ = 01uM e [PP2A]¥

0.0607843uM. O total da concentragao de fosfatase foi inicializado como [PP|* =
0.2uM. Estas proteinas assumem estes valores sob o estimulo -1- AR, como segue a

Figura a seguir:

Caveolar
— — — Extracaveolar

109 @ |esessssees Citosol
Célula

Subunidade Catalitica de PKA (uM)

0 200 400 600 800
tempo (s)

Figura 3.12: Variacao das concentragoes das subunidades cataliticas PKA durante o
tempo. A linha fina representa a concentracao: na cavolae, a linha tracejada na
extracaveolar, a linha pontilhada nos compartimentos citosélicos, e a linha sélida em
negrito representa todo o volume da célula. A concentragao foi observada apds a
aplicagao de 1uM de Isoproterenol. Adaptado de Bondarenko (2014)
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3.8 O modelo de Chen et al. (2011)

Como j4 foi visto em secoes anteriores, o efluxo de C'a®>* correspondente & liberacao
espontanea de Ca®*" (LEC) ocorre devido as flutuagoes do Receptores Rianodina (RRs).
Estas flutuagoes podem induzir transientes de Ca?' espontancos (TCE’s), que se
propagam em formas de ondas de Ca®*". A LEC pode induzir pés despolarizacoes
atrasadas (PDAs), levando a atividade arritmogénica do coragao. No trabalho de (Chen
et al| (2011) foi apresentado um modelo baseado em dados experimentais de LEC,
reproduzindo a distribuicao de tempo dos pulsos espontaneos de Ca?" e as principais
caracteristicas da propagagao de Ca?" que sdo reproduzidas através de (TCE’s). O
modelo de (Chen et al. (2011)) foi acoplado a um modelo i6nico para o potencial de agao
ventricular de coelhos (Mahajan et al., 2008). Foi implementado para estudar e reproduzir
a formagcao da batida ectépica em um cabo unidimensional de cardiomiécitos, simulando
LEC e PDAs. Além disto, o modelo reproduz o instante de maior probabilidade dos
TCE’s e as propriedades de propagacao das ondas de C'a?". O modelo fenomenolégico
de LEC de Chen et al.| (2011) simula caracteristicas observadas experimentalmente em
Wasserstrom et al.| (2010)).

Em [Chen et al| (2011), o cardiomifcito é representado como uma cole¢ao de
compartimentos subcelulares distribuidos espacialmente, contendo elementos chave do
ciclo de Ca?T como podemos observar na Figura a seguir. Estes compartimentos
subcelulares sao denominados como unidades de liberacao de Ca?" (ULCs). Cada
ULC consiste em: 1) jungao diddica, onde alguns Canais de Ca?" do tipo L (1-5 em
nimero) estdo na membrana celular em estreita proximidade com um grupo de 50
a 150 canais RRs, ligados ao espago juncional do reticulo sarcoplasmaético; 2) espago
submembranar; 3) o volume do mioplasma, que representa o volume do espago em que
Ca** se difunde; 4)(JSR - do inglés junctional sarcoplasmic reticulum) espago juncional
do reticulo sarcoplasmatico, que representa a por¢ao do RS que é proxima da membrana
celular e 5)(NSR - do inglés network sarcoplasmic reticulum space) espago correspondente

a rede de RS, representando o conjunto de grandes quantidades de RS.
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Figura 3.13: Ilustracao de distribuicao espacial dos canais ionicos e compartimentos
envolvidos no ciclo de Ca?*. A concentracao de Ca®t na juncao diddica, o espaco
submembranar, a regiao citoplasmatica, o espago juncional do reticulo sarcoplasmatico e

0 espaco correspondente & rede do reticulo sarcoplasmatico, sao denotadas como c*, ¥,

p
ek, ck e cf respectivamente, k escrito nos indices superiores correspondem a cada

19 Tgsr
unidade de liberagao do Ca®**. Adaptado de Chen et al.| (2011).

Chen et al.|(2011)) desenvolveu um modelo estocéstico para simular LEC considerando
os detalhes do esquema representado na Figura . A principal limitacao do
modelo estocastico, espacialmente distribuido, é que ele é muito exigente em termos
computacionais. Isso porque uma simulacao de uma unica ULC envolve a simulagao
estocéstica exata de cerca de 100 canais de RRs independentes. No entanto, um midcito
cardifaco tipico consiste de cerca de 10* ULCs, e, por conseguinte, um modelo que
considera um pequeno tecido de aproximadamente 10® células ird exigir a simulacao de
cerca de 10° canais idnicos, o que pode ser computacionalmente intratdvel. Assim, viu-
se a necessidade de simplificar a distribuicao espacial das ULCs na célula. A partir de
estudos de ultra estrutura cardiaca, sabe-se que a célula pode ser dividida em varias
segoes de aproximadamente 1-2 um de largura e um diametro de 20 - 50 pum, estas
secoes sao denominadas como sarcomeros. Em um célula comum hé cerca de 100 -
150 sarcomeros, e acredita-se que cada sarcomero contém aproximadamente a mesma

quantidade e distribuicao de proteinas envolvidas no ciclo de Ca?*.
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Para o desenvolvimento deste modelo foi utilizada a geometria da célula particionada
em segoes, como uma matriz linear de sarcomeros acoplados. Utilizando a descrigao
simplificada da célula foi possivel modelar LEC especificando a taxa espontanea de TCE’s
para cada sarcomero e também a velocidade de uma frente de onda que se propaga e se
move de um sarcomero para o outro. O midcito cardiaco foi dividido em uma estrutura
1D de 150 unidades, onde cada unidade corresponde a um sarcomero. Para modelar a
dinamica de LEC, cada unidade do sarcomero pode estar em dois estados, 1 ou 0 ou ativo
ou inativo, respectivamente. A formacao do transiente de C'a®* espontaneo no sarcomero
foi modelada de acordo com a atribuicao de uma taxa que calcula a probabilidade em
que um transiente espontaneo de C'a®** pode acontecer em um sarcomero no intervalo de
tempo dt.

Para realizar ajustes de acordo com os dados experimentais, a taxa de ativacao

espontanea utilizada foi:

.

0 se <1
[e =98 %x10%ap(13.1(x —1)) se 1<z <25 (3.19)
2.73 se x> 2.5,

\

onde, Ty é dado em unidades de (pulsos de C'a®")/ms, x é a concentragao de C'a** no
RS em unidade mM, o valor escolhido para a primeira condi¢ao de I'y foi x < 1mM,
pois LEC é rara em concentragoes menores do que 1 mM. Para modelar a propagagao
de ondas de C'a®> na direcao longitudinal, o modelo da estrutura celular deve reproduzir
a velocidade de onda de C'a** observada experimentalmente (Wasserstrom et al., 2010).
Para incorporar a velocidade de propagacao ao modelo, foi implementada uma regra que,
uma vez que a unidade da estrutura celular particionada é ativada (ou seja, ocorre uma
transigao de 0 - 1), uma unidade vizinha que estd no estado 0 pode desencadear a transigao

para o estado 1, s6 depois de um tempo de espera 7,:

Ty = : (3.20)
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onde, d; = 1uM é aproximadamente a distancia entre os centros dos sarcomeros adjacentes

e v, ¢ a velocidade de propagacao da onda de C'a®™:

voa(x) = expla(x — b)] + ¢, (3.21)

onde a = 3.2mM =, b = 0.6mM, e ¢ = 112um/s. Desta forma, pode-se garantir que a
velocidade de propagacao de uma unidade da estrutura celular particionada corresponda
com a velocidade longitudinal da onda de C'a®T medida experimentalmente.

Neste modelo a probabilidade de que um transiente de Ca®' espontaneo aconteca
em uma ULC e ative uma vizinha é fortemente dependente da concentracao de Ca?*
armazenada no RS. Foi descoberto que no sistema acoplado de ULCs, a probabilidade de
transmissao de uma ULC para a outra é uma funcao sigméide da concentracao de C'a®* no
RS, de modo que a baixa concentracao de Ca®>T impede que a onda se propague, enquanto
que em altas concentracoes de Ca®" a onda pode propagar-se a uma distancia substancial
na célula. Os dados experimentais foram modelados levando em conta que a propagagao
de Ca®* sé ocorre a partir de um valor minimo para a concentracao de Ca®>™ no RS, assim
o limite da propagacao é escolhido para que seja menor do que a concentracao de Ca?*
no RS, como o considerado em Wasserstrom et al.| (2010). De acordo com estes dados,
a concentracao de [C'a*t], = 4mM, que no atual modelo corresponde & concentragao de
Ca** no RS que é igual a 1.4mM . Para este modelo foi escolhido o valor de z, = 1.0mM,

neste instante ocorre o inicio da propagacao da onda. A funcao sigmoide escolhida é:

p(x) = tanh[\(x — x¢)] + 1/2, (3.22)

onde, A = 5.6mM~' e z é a concentracao de Ca®*" no RS. Uma outra estimativa
importante é a do valor de 74, que corresponde ao tempo médio da duracao do transiente
de Ca®* espontaneo em que todas as ULCs sao ativadas praticamente ao mesmo tempo e
liberam Ca?* por um periodo comparavel & duracao média do periodo de ativacao. Desta

forma, o valor do tempo médio de duracao do transiente de Ca®* espontaneo é 7, = 30ms.
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Este modelo reproduz varios efeitos da LEC como PDAs e PAEs, os detalhes podem ser

encontrados em (Chen et al.| (2011).

3.9 Simulacao Artificial de LECs

Em suma, acredita-se que os mecanismos associado a génese dos PAEs sao os seguintes
(Faber e Rudy, [2007): um evento de liberagao espontanea Ca** (LEC) ocorre; LEC
dispara um evento transiente de Ca** espontaneo (TCEs); TCEs ativam a bomba de NCX;
o influxo de Na™ provoca a geracao de um PAE. Portanto, o principal fator que ativa um
PAE pode ser considerado um evento TCE. LEC é um evento de natureza estocastica.
Dados experimentais de |Brunello et al.| (2013), que é um trabalho recente, mostraram
que sob estimulo -AR, a frequéncia dos eventos de TCEs observados é de 5% em
cardiomiécitos isolados de camundongos em testes realizados com o ciclo de 1Hz. Modelos
estocdsticos complexos tém sido desenvolvidos para descrever a génese, desenvolvimento
e efeitos dos eventos de TCEs em cardiomidcitos isolados (Chen et al), 2011). Uma
alternativa é prescrever um evento TCE e observar como este afeta a eletrofisiologia dos
cardiomiécitos.

Para isso, foi feito: entre dois PAs impusemos a liberacao de C'a®>T a partir do RS,
por substitui¢do da varidvel Jyperacao do modelo por uma fungao prescrita Jpgpco(t) que
somente depende do tempo. A funcdo Jrppc(t) reproduz os valores salvos da varidvel

Jiiveracao durante um PA | isto é Jppc(t) tem a duragao de aproximadamente 80ms.

3.10 Simulacao estocastica de LECs

Para simular a LEC de forma estocastica acoplando o modelo de (Chen et al.|(2011]) ao
modelo de Bondarenko| (2014), foi feito o particionamento da célula em 150 sarcomeros.
Também foi criada uma nova varidvel Jyperacao, que corresponde ao fluxo extra que o
RS libera, devido a inducao por intermédio de TCEs. Para isto viu-se a necessidade de
calcular taxas de liberacao espontanea e de influéncia do vizinho para que o novo fluxo

Jliberacao, €St€ja ativo ou inativo na mesma proporgao em que os sarcomeros se ativam ou
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se inativam.

Foi criada uma funcdo Espontaneo() que calcula o nimero de sarcomeros abertos ou
ativos nysa naquele dado instante de tempo de acordo com a taxa representada pela
Equacao . Apéds o célculo de nysa que varia de 0 a 150, o fluxo de Jiperacao, €

atualizado de acordo com a seguinte Equacao:

JliberacaOQ = (Ul X (nNSA/15O> X ([CG]JSR - [Ca]ss) X PRyRmM)- (323)

Onde v; = 4.5ms™! é a permebilidade maxima do RR, [Ca|;sr ¢ a concentragao de
Ca?' no espago juncional do RS, [Cal,s concentracao de Ca*™ no subespaco do RS e
Pryr,n.. ¢ o fator de modulagao do RR. Esta Equacao foi baseada na Equacao Jyejeqse
de Bondarenko| (2014)). Apéds a atualizacao de Jiperacao, €le é acrescentado ao Jyeieqase NO
célculo de [Calss e subtraido do calculo de [Cal sk de acordo com as Equagdes e
(13.25]).

Abaixo a equacao que calcula a concentracao de C'a®t no subespaco do RS:

[Ca]ss (Jrelease + Jliberacaog) X VJSR J:cfer X meo Z.C'(;LL X Acap X C(m
= — 3.24
dt Vis V. axvuxp o 32

onde, Jyeease ¢ 0 fluxo de liberacao de Ca** do RS, Jiperacao, ¢ 0 fluxo de liberagao
espontanea do RS, Vygr = 0.12x 1075l é o volume juncional do RS, V., = 1.485x 10~%ul
¢ o volume do subespaco, J, e ¢ 0 fluxo que sai do volume subespaco para o volume do
mioplasma, Vi, = 25.84 x 107%ul é o volume do mioplasma, icq é a corrente de Ca®*
do tipo L, Auyp = 1.534 X 107*cm? é a érea capacitiva da membrana, C,, = 1.0uF /em? é
a capacitancia especifica da membrana e F' = 96.5C'/mol é a constante de Faraday.

Abaixo a equacdo que calcula a concentracao de Ca** no espaco juncional do RS:

[Ca)ssr

dt == BJS'R X (Jtr - (Jrelease + JliberacaOQ))- (325)
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Em que Bjgr é uma concentracio de Ca?* que depende da concentracao de
Calsequestrina no local juncional do RS e J,. é o fluxo de Ca?*" que vém da rede do
RS para o local juncional do RS.

A funcdo Espontaneo() calcula o valor de nyga de acordo com a variavel ran que
assume valores aleatérios entre [0, 1] calculados conforme a fungao rand. Desta forma, o
valor de nyga é incrementado de acordo com a taxa A(nyga) X dt, ou seja se o valor de
nysa for menor ou igual a 150 e se ran for menor ou igual a taxa A(nyga) X dt o valor
de nyga € incrementado.

Os sarcomeros sao desativados quando nygsa for maior do que 0 e se o tempo atual
menos o tempo do inicio da ativacao dos sarcomeros (tasuar — tinicial) > Td, OU S€ja, se isto
ocorrer nyga = 0 , onde 74 = 60ms é o tempo médio de duracao da onda de Ca?*.

O modelo que temos para a abertura e fechamento dos sarcomeros corresponde ao

seguinte diagrama de estados:

A (0) A1) A(n) A (149)

Y Y
1 n ) 150 )

M e

1 (150)

Figura 3.14: Diagrama de estados que representa a ativacao e desativagao dos 150
sarcomeros. A taxa A(nyga) é a taxa de ativagao, calculada pela Equacao . A
taxa p(150) corresponde a taxa de desativagao dos sarcomeros, que desativam-se todos
ao mesmo tempo. p(150) é igual a T—ld como serd visto a seguir.

O célculo da taxa A(nyga) foi efetuado com base no diagrama de estados a seguir
Figura (3.14)), em termos da modelagem da cadeia de Markov N = N(t¢),¢ > 0. A varidvel

N(t) representa o nimero de sarcomeros abertos da estrutura celular, e toma valor no



62

espago de estados F = {0,1,...,150}, cujas taxas de transicdo sdo dadas através do
diagrama Figura (3.14). De acordo com o diagrama a taxa de ativacao espontanea mais

a taxa de ativagao via influéncia do vizinho é dada por:

A(”NSA) = (150 — nNgA) xI'y + (150 — nNSA) x LECry. (326)

A desativacao dos sarcomeros é feita de forma deterministica por enquanto, todos eles sao
fechados de acordo com um tempo médio de duracao do transiente de C'a** espontaneo.
Para o modelo de |[Bondarenko| (2014)) a taxa correspondente ao tempo médio 74 = 60ms
do TCE foi ajustada para u(150) = Tid A taxa de abertura espontanea foi escolhida de
acordo com a taxa I’y do modelo de [Chen et al] (2011) Equacao (3.19). No modelo de
Chen et al.| (2011) a taxa foi escolhida de acordo com dados experimentais de coelhos,
entretanto como o modelo de Bondarenko (2014)) é para camundongos, foram feitos ajustes

para esta taxa, como pode-se observar na Equacao a seguir:

¢

0 se < min
I, = -9 -3\ 1,5 .
s (8 x 10exp(13.1(x x (107°) — 1)) x ((maxx10*3)—(min><10*3))> se min < x < max
2.73 se x > max,
\
(3.27)

onde os valores de mazr = 1400 e min = 1300 foram estipulados para ajuste de parametros
e o termo (1.5/((max x 1l.e — 03) — (min x l.e — 03))) foi acrescentado para ajustar a
curva de acordo com a Equacao , inclusive o termo foi acrescentado também para
um ajuste das unidades, uma vez que o modelo de Bondarenko| (2014)) foi implementado
com os valores das concentracoes em unidades de uM e x é a concentracao de Ca®t no
RS. Para o calculo da taxa de influéncia dos vizinhos denominada por, LECYy, foram

realizados os seguintes céalculos:

LEO[V =mpnsa X (1/Tw) X D, (328)
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onde, mygsa € o nimero médio de vizinhos abertos adjacentes, 7, é o tempo médio de
espera que um sarcomero leva até ativar uma unidade vizinha, e p é a probabilidade de um
transiente de C'a®" espontaneo acontecer em um sarcomero e ativar uma unidade vizinha,
ambos os valores utilizados para 7, e p foram calculados de acordo com as Equagoes (|3.20)
e (3.22)) respectivamente, conforme (Chen et al.| (2011]). O célculo de mysa é realizado de

acordo com a expressao:

2nnsa 2
= 1— _ 3.29
s =« ( 149 ) tl=a) (150 = nNSA) ’ (3.29)

nysa corresponde ao numero de sarcomeros abertos e o é um parametro entre [0,1],

representado por:

I

A sec@o a seguir explica como foi feita a estimativa da taxa mysa, Equagao (3.29).

3.10.1 FEstimativa do numero de sarcomeros vizinhos ativos

adjacentes: myga

Para fazer a estimativa para o calculo do numero de sarcomeros vizinhos ativos
(ou abertos) adjacentes de um sarcomero inativo (ou fechado) foram consideradas duas

hipéteses.

3.10.1.1 Primeira Hipdtese

Considera que todos os sarcomeros ativos estao distribuidos uniformemente. Através
desta hipotese foram feitas as seguintes consideragoes: Seja j o numero que representa

um determinado sarcomero, nyga 0 nimero de sarcomeros abertos. Seja S; uma varidvel
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aleatoria que indica se o j-ésimo sarcomero esta ativo ou nao, isto é:

1 se o j-ésimo sarcomero esta aberto
S; = (3.31)

0 se o j-ésimo sarcomero esta fechado.
Seja (ay,...,ay) € {0,1}Y, uma sequéncia de 0's 1’s qualquer, onde N é o ndimero
total de sarcomeros. Considerando a hipdtese de que os sarcomeros estao uniformemente

distribuidos tém-se:

1
n° total de seq. possiveis’

P((Sl, ...,SN) = (CLl, ...,(ZN» = (332)

Escolha um j € 2,...,N —1 qualquer. A probabilidade do sarcomero S; possuir dois

vizinhos fechados, dado que S; esta fechado é:

P(Sj_l = O, Sj - 0, Sj+1 - 0)

P(Sj_le,Sj+1 :0|Sj:0) = P(S—O)
=

(3.33)

Assumindo uma condicao peridédica de contorno entre os sarcomeros, de acordo com a

Figura (3.15):
{
Figura 3.15: Representacao da condicao periddica de contorno entre os sarcomeros.

Como os sarcomeros fechados estao distribuidos de forma uniforme, podemos supor

que j = 2, sem perda de generalidade:
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nimero de sequéncias com trés zeros consecutivos
nimero total de sequéncias

P(51:O,5'2:0,53:O):

()
ONSAJ . Wenwsa)Nonysa—L)(Nonysa=2) = (3 34)

( N ) N(N-1)(N-2) ’
nnNsa

onde, é o numero de formas de distribuir o ntmero de sarcomeros ativos nyga
nNNsA

em N espagos. Analogamente:
P(S; = 0) = —— 84, (3.35)

assim,

(N —nnsa — (N — nysa — 2)

P(Sj_1:0,5j+1:0|5j:0): (N—l)(N—2)

(3.36)

Usando as mesmas ideias, a probabilidade do sarcomero S; possuir um vizinho aberto,

dado que esta fechado é:

P(Sj_l = 1,Sj+1 =0U Sj_l = O,Sj_H = 1|S] = 0) =

=2P(S;-1=1,5841 =0|S; =0), (3.37)
pela simetria do problema. Portanto, temos:

P(S;_1=1,5,=0,8,=0) = (3.38)

<m]VVSA_ —3 1) _ (N —nnsa)(N —nysa — L)nnsa
( N ) (N —1)(N —2)N ’

NNSA

e desta forma,

2(N —nnsa — 1)nnga
(N —1)(N —2)

P(um vizinho aberto|S; = 0) = (3.39)
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Analogamente,

nnsa(nnsa — 1)
(N—-1)(N-2)

P(dois vizinhos abertos|S; = 0) = (3.40)

Concluindo, o nimero médio de vizinhos abertos de um sarcomero fechado de acordo com

a Figura (3.15)), dado que nyga sarcomeros estao abertos é:

mi(nnsa) = 0 x P(zero vizinhos abertos|S; = 0)+
1 x P(um viz. aberto|S; = 0)+

2 x P(dois vizinhos abertos|S; = 0) =

2(N —nnsa — )nysa . 2nyga(nysa — 1)
(N —=1)(N -2) (N=1)(N-2)

(3.41)

Logo:

(3.42)

3.10.1.2 Segunda Hipotese

Para esta hipdtese, tome como exemplo um determinado “bloco” de sarcomeros
vizinhos, suponha que inicialmente um deles é ativado espontaneamente. Cada sarcomero
vizinho a este ativa-se agora por influéncia dele, e através desta influéncia todo o bloco
de vizinhos se ativa, como na Figura Suponha agora que todos os sarcomeros ativos
estao préoximos, sendo /N o niimero de sarcomeros e nyg4 0 nimero de sarcomeros abertos.
Considera-se que esta é uma hipotese mais razoavel, se a taxa de iniciacao da liberacao
espontanea for muito menor do que a taxa de influéncia dos vizinhos. Desta forma, torna-
se necessario o uso do parametro « calculado pela Equacao para balancear as duas
estimativas.

Para este caso o cdlculo é bem simples: i) Se z < N —2, entao cada sarcomero fechado
somente podera ter no maximo um vizinho aberto. Somente dois dos N — nyga fechados
possuem um vizinho aberto.

ii) Se x = N — 1, entdo o sarcomero fechado possui dois vizinhos abertos. O ndmero
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Figura 3.16: Representacao do bloco de sarcomeros vizinhos ativos.

esperado de vizinhos abertos de um sarcomero fechado escolhido de forma aleatoéria é:

ma(nysa) = 0 X P(zero vizinhos abertos)+
1 x P(um vizinho aberto)+

2 x P(dois vizinhos abertos). (3.43)

Sabe-se que:

Nenysa=2 g0 () < pyga < N —1

P(zero vizinhos abertos) = Nonwsa (3.44)

0 se nNsA:N—l

— se 0<nyga< N —1
P(um vizinho aberto) = Nonvsa (3.45)

0 se TI,NSA:N—].

0 se O<nysa<N-—-1
P(dois vizinhos abertos) = (3.46)

1 se TLNSAZN—l
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Portanto,

2 se 0< nysa < N -1
N—n
ma(nnsa) = vl (3.47)

2 se nysa =N —1,

Ou melhor:

ma(nysa) = ( 2 (3.48)

N —nyga)

Unindo as duas hipéteses chegamos a Equacao (3.29) citada anteriormente para estimar

mysA:

mysa = a X mg(nNsA) -+ (1 — Oé) X ml(nNgA). (349)

Considerando que a primeira e a segunda hipoteses correspondem respectivamente ao

calculo do primeiro e segundo termos da Equacao (3.29)).

3.11 Simulacao da mutacao NC'X

Como ja foi visto em secoes anteriores, um dos principais mecanismos de remocao
do Ca*" do miécito cardiaco é a corrente trocadora In.ce ou Incx. A mutacdo na
bomba NaCa também conhecida como super expressao da bomba NCX envolve muitas
mudangas na eletrofisiologia de um miécito cardiaco isolado como o descrito em |Pott et al.
(2012)). Notavelmente este estudo demonstra uma mudanga relevante consistindo em um
aumento de 25 vezes na expressao da bomba Iycx.

Para reproduzir este efeito, simulamos a principal mudanca associada a mutacao
NCX, aumentando o parametro kyq,c, dos modelos Bondarenko et al| (2004) e
Bondarenko| (2014) em diferentes niveis, a partir de 50 % até 25 vezes de acordo com

a Figura (3.17)), onde knqcoq, € 0 fator de escala da do trocador NCX.
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Figura 3.17: Comparagao da expressao das proteinas em midcitos de controle(WT) e em
midcitos que apresentaram a mutagao(NCX-Tg). Adaptado de Pott et al. (2012)

3.12 Implementacao e Ambiente Computacional

Ambos os modelos, Bondarenko et al| (2004) e |[Bondarenko (2014), foram
implementados através da linguagem de programagao C. Como os sistemas de EDOs sao
altamente stiff, principalmente porque possuem EDOs resultantes das cadeias de Markov
modeladas para os canais ionicos, foi utilizado o método de integracao BDF através da
biblioteca CVODE (Cohen e Hindmarsh|, [1996). O méaximo passo de tempo utilizado nas
simulagoes foi inicializado em 0.01ms.

As simulagoes foram executadas em um processador Intel Core i7 (1.6 GHz, 8 GB
RAM).

Para todas as simulagoes a corrente de estimulos foi: Iy, = 80pA/pF, Tsim = 1.0ms
que € o tempo de duracao deste estimulo, a uma frequéncia de 1H z. Porém, na simulagao
artificial de LECs I, ¢ iniciada quando t = 20ms. Ja na simulacao de LECs estocastica
Lgim € iniciada em t = 1000ms.

O Pseudocédigo abaixo representa o modelo de Bondarenko| (2014) com Jpgc(t)
imposto de forma artificial:

A seguir podemos compreender melhor como foi feita a implementacao ao visualizar
o Pseudocddigo da resolugdo do modelo celular, algoritmo [2| com o célculo da liberagao

espontanea de forma estocastica.
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Algoritmo 1: Pseudocédigo Bondarenko 1.

inicializa o dt e o tempoyfinal;

inicializa parametros e as condicoes iniciais das EDO's;

enquanto t < tempoyfina faca

calcula o lado direito das EDQO’s;

se t > 500ms && t < 580ms entao
‘ Jliberacao - JLEC'(t)

fim

resolve as EDO’s;

t4=dt;

fim

retorna solucdao do sistema de EDQO's;

Algoritmo 2: Pseudocédigo Bondarenko 2.

inicializa o dt e o tempoyfina ;

inicializa parametros e as condicoes iniciais das EDO's;
enquanto t < temposina faca

calcula o lado direito das EDO’s;

chama a fungao Espontaneo() para realizar o célculo estocéstico;
nysa < calculo estocastico;

atualiza Jijperacao, de acordo com o calculo de nyga;
resolve as EDO’s;

t+=dt;

fim

retorna solu¢ao do sistema de EDQO's;

Como ja foi dito anteriormente o célculo estocastico de sarcomero é realizado de acordo

com a funcao Espontaneo(), a seguir podemos observar o Pseudocddigo (3)):

Algoritmo 3: Pseudocédigo de Espontaneo ().

ran < célculo aleatério entre [0,1];
calcula A(nyga) X dt < de acordo com a Equacao (3.26));
se nygsa < 150 && ran < A(nysa) X dt entao
| nvsa+ 4
fim
se nysa > 0 && (tatual — tim’cz’al) > 7, entao
| nnsa=0;
fim
retorna o valor de nyga;
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3.13 Experimentos Realizados

3.13.1 Modelo de Bondarenko et al. (2004)

Os primeiros testes realizados foram com o Modelo de Bondarenko et al.| (2004). Para
simular LEC de forma artificial através da imposigdo de Jypc(t) durante o intervalo de
tempo 500ms < t < 580ms. Em seguida, aumentou-se o parametro ky.c, em até 25 vezes

para reproduzir os efeitos da mutacao do trocador NCX.

3.13.2 Modelo de Bondarenko (2014)

Inicialmente, foi feita uma comparacao das curvas correspondentes aos PAs, transiente
de Ca®T e Ig,, na auséncia e presenca de 1 uM de ISO. Da mesma forma anterior,
realizou-se a simulagao de LEC artificialmente, através de Jppc(t). O parametro ky.cq
foi aumentado em até 2,5 vezes para reproduzir os efeitos da mutacao NCX. Este
parametro foi aumentado em apenas até 2,5 vezes porque ja foi o suficiente para reproduzir
o Potencial de Agao Espontaneo. Simulou-se LEC de forma estocastica de acordo com os
Pseudocédigos e . Por ultimo, o parametro ky.c, foi aumentado em até 2.5 vezes

para reproduzir a mutacao NC'X, no modelo para LEC estocéstica.
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4 Resultados e Discussao

Este capitulo, apresenta os resultados obtidos com a simulacao do transiente de C'a®*

usando os dois modelos descritos no capitulo anterior.

4.1 Simulacao de LEC de forma artificial

4.1.1 Modelo de Bondarenko et al.| (2004))

Imposicao do pulso espontaneo de C'a®" entre dois PAs através da fungao Jrpc(t), que

é uma funcao que depende apenas do tempo e como ja foi explicado no capitulo anterior,

reproduz os valores salvos de Jyperacao durante um PA| isto é Jppo(t) tem duragdo de

aproximadamente 80 ms.

TCE induzido artificialmente

0.4 T T T T T -
Cai
Transiente de Ca induzido
0.35 | 4
0.3 H
=
©
< 025
F
[0
O,
0.2 H
0.15 H
0.1 F
L L 1 1 L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
tempo (ms)

Figura 4.1: Transiente de C'a®" (midcitos com frequéncia de 1Hz) e em ¢ = 500ms a
simulacdo de um transiente de C'a®*" (TCEs)
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Foram realizados vérios testes com o modelo de Bondarenko et al| (2004) com a
finalidade de testar os efeitos da LEC. Primeiramente, de acordo com a Figura (4.1)),
foi induzido o transiente de Ca?t. Nenhum efeito foi observado no PA. Em seguida,
o parametro kyqc, foi aumentado em 1,5; 2,0; 2,5 vezes e nenhum efeito da LEC foi
observado. Desta forma viu-se a necessidade de aumentar o parametro ky.c, até o
maximo que ja foi observado em dados experimentais. Veja a Figura em que o
parametro kyqc. assume valores até 25 vezes maiores. O ultimo teste realizado com este

modelo foi o aumento de k.o, em 25 vezes, observe a Figura a seguir:

Potencial
1 1 1 1 ]
40 F PA — -
20 L =
0 H ]
S
£ 20 F -
>
-40 F -
PDA
-60 K ¢ -
-80 : ! L -1
L L 1 'l

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
tempo(ms)

Figura 4.2: Potenciais de A¢ao de controle (Midcitos com frequéncia de 1Hz)

Como o modelo de |Bondarenko et al| (2004) foi desenvolvido para garantir a
homeostase celular, todas as equacoes foram ajustadas para este fim, e o modelo nao
reproduz PAEs. Através da Figura que mesmo ao aumentar a expressao da bomba
NCX em 25 vezes, o que podemos observar é a leve formacao de uma PDA. Assim, no
presente trabalho o modelo de 2004 nao reproduziu os efeitos da estimulacao 5, — AR e

portanto nao gerou Potenciais de A¢ao Espontaneos (PAESs).



74

4.1.2 Modelo de Bondarenko (2014)

Inicialmente foram realizados alguns testes com a finalidade de comparar o teste que
representa o cardiomiécito de controle (WT) em condigoes normais, com o teste que
representa o cardiomiécito de controle (WT) sob estimulo 8 - AR, na presenga de 1 uM

de Isoproterenol. As maiores alteracoes foram observadas no Potencial de Acao, Figura

(4.3), no transiente de C'a®>", Figura (4.4)), e na corrente de C'a®** do tipo L, Figura (4.5)).

V x Tempo

C(')ntrole
40 F ISO -

V (mV)

-100 L : :
10 20 30 40 50 60 70

tempo(ms)

Figura 4.3: Representacao da comparagao do PA em células de controle com o PA de
células sob estimulo 5- AR (1 uM de ISO).
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Cai x Tempo
25 T T T T
controle
ISO
2k -
= 15 -
Q@
o
&.;._
8
O, 1k A
05 F .
O L L L L
0 200 400 600 800 1000

tempo(ms)

Figura 4.4: Representacao da comparacao do transiente de Ca*t em células de controle
com o transiente de Ca** de células sob estimulo 3- AR (1 pM de ISO).

Ica X Tempo

controle
ISO

2k 4

Icar (PA/PF)
&

-16 L L L
0 50 100 150 200

tempo(ms)

Figura 4.5: Representacao da comparacao da corrente I¢,;, em células de controle com a
corrente Io,r, de células sob estimulo 5- AR (1 pM de ISO).
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De acordo com as Figuras anteriores [4.3] e pode-se observar que as maiores

alteracoes estdao no transiente de C'a®" e na corrente I,y

4.1.2.1 Reproduzindo estimulo g; — AR (ISO) e a mutagdo NC'X

Impusemos o pulso de C'a®** espontaneo, da mesma forma que foi imposto no modelo
de 2004, através de Jpgpo(t). Além deste detalhe, foram feitas as simulagoes representando
a mutacao NCX, através do aumento do parametro ky,c, que toma valores a partir de 1
(normal, sem mutagao) até 25 vezes mais. Para valores altos de ky,c, foram observadas a
ocorréncia de delayed afterdepolarizations - DADs, observe a Figura . Estas sao, como
ja foi visto nos capitulos anteriores, oscilagoes da diferenca de potencial da membrana que
ocorrem apos a fase de repolarizagao completa do potencial de agao cardiaco.

A seguir pode-se acompanhar o resultado do modelo em relacao & combinacao do efeito
de ISO juntamente com a mutacao NC'X. Os testes realizados representam os efeitos de
1.0 uM de ISO. A Figura a seguir representa os testes realizados com diferentes
expressoes de Iycx: knaca fol aumentada a partir de 1 (sem mutacao) até 2,5 vezes.
Para os menores valores que kyqc, assume, observa-se a ocorréncia de DADs com uma
amplitude bem maior do que no caso sem ISO, compare a Figura em que Kneca
foi aumentada em 25 vezes com a Figura (4.6). Pode-se observar também o aumento da

duracao do PA. Finalmente para o valor de ky.cq = 2,5 observa-se a formacao do PAE.
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V x Tempo
80 T T T T T
INCX<kNaCa X 1'0) -
INCX(kNaCa§ 18; —
i NCX{KNaca X €.U) —— |
60 Potencial de Agéo Espontaneo Incx(Knaca X 2-9)
w0k ]
20 H -
£ 0 -
>
20 F -
240 F .
60 F ~ -
-80 F
L L 1 L L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
tempo(ms)

Figura 4.6: ISO 4 Simulagao da mutagao NCX, através do aumento gradativo da
expressao da bomba NCX. Um PAE é observado quando kn.ce = 2,5, em t = 500ms
foi imposto um TCE

Pela Tabela a seguir, pode-se acompanhar a variacao da amplitude dos PDAs até
a geracao do PAE e também a variacao da duracao dos PAEs - DPA a medida que o

parametro kyqc. ¢ aumentado para reproduzir a mutacao NCX.

Tabela 4.1: Variagao da amplitude dos PDAs e da duracao do PA - DPA

kNaCa Pico do PDA  Geracao do PAE ? DPA

x1(controle) =~ —75 mV nao ~ 100 ms
x1,5 ~ —70 mV nao ~ 105 ms
x2,0 ~ —64 mV nao ~ 110 ms

x2,5 ~ 38 mV sim ~ 115 ms
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1.3 Simulando LEC estocasticamente

A seguir podemos observar os detalhes da simulagao de LEC mais os efeitos da

mutacao NC'X sob os efeitos da estimulacao f; - AR. Para simular LEC de forma

estocdstica o modelo de |Bondarenko| (2014) foi implementado de acordo com os célculos

dos pseudocdédigos [2] e [3] que podem ser vistos na secao anterior. A simulagao da mutacao

NCX foi feita da mesma forma anterior, aumentando o parametro ky.c, em até 2,5 vezes.

Na Figura a seguir pode-se acompanhar os detalhes:

V (mV)

V x Tempo
80 T T T T T
NCX(k cont;olsej
N c X .
NCX(Knaoq X 2.0) ———
60 I"potencial de Acdo Espontaneo NCX(knaca X 2.5) —— 7
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20 -
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-20 | -
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-60 -
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Figura 4.7: estimulo ; - AR + Simulagao da mutagao NC'X, através do aumento
gradativo da expressao da bomba NC'X. Em ¢t = 10ms foi observada a formacao de
PDAs e além disso um PAE é observado quando ky.cq = 2, 5.

A seguir podemos visualizar o resultado do transiente de C'a®*.
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Figura 4.8: estimulo 5, - AR + Simulacao da mutacado NCX. Em t ~ 10ms foi
observado um transiente espontaneo de Ca".

O modelo estocéstico para LEC reproduz os efeitos correspondentes, como a formacao
do transiente de Ca2+ espontaneo - TCE. Observou-se que os efeitos de TCEs sao
reproduzidos com sucesso, inclusive quando combinados com a mutacao NCX. O pico
do PDA aumenta a medida que se aumenta o parametro kyqc., inclusive observa-se a
formacao do PAE quando ky.c. € aumentada em 2,5 vezes. Um outro efeito que pode-se
observar na Figura é o prolongamento do PA, de acordo com o aumento da expressao
NCX. O modelo reproduziu com sucesso os efeitos da LEC. A corrente I, foi iniciada

apés t > 1000ms para a melhor observacao dos efeitos de TCEs.

4.2 Trabalhos Futuros

Como ja foi apresentado em secoOes anteriores, para simular a LEC estocasticamente

a célula foi particionada em 150 sarcomeros. A ocorréncia de TCEs estd condicionada
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a ativacao dos sarcomeros de forma estocastica. A ativacao corresponde ao instante
em que LEC ocorre e depende da taxa calculada pela Equacao . Jiiveracao, €
calculado de acordo com a ativacao e inativacao dos sarcomeros. Como as taxas de
ativacao dos sarcomeros dependem da concentracao de Ca®t no RS, e agora existem dois
fluxos que liberam o Ca®* do reticulo, a concentracao de Ca?>* no RS reduz muito apds
t > 1000ms, fazendo a probabilidade da ativacao de todos os 150 sarcomeros reduzir.
A probabilidade de ativacao de todos os sarcomeros concentra-se no inicio da simulagao
quando t < 1000ms, o que justifica o teste realizado com a corrente Iy, a partir de
t > 1000ms para possibilitar a observacao dos efeitos da LEC. Os parametros do modelo
ainda nao estao devidamente ajustados, hd muitas oscilacoes de Ca*t e a frequéncia dos
eventos de TCEs observados deveria ser de 5% em midcitos de camundongos normais sob
o estimulo 3; - AR (de acordo com Brunello et al.| (2013)). Esta freqéncia de 5% ainda
nao foi observada em nossos modelos e depende de ajustes finos do modelo estocastico.

De acordo com o tultimo resultado Figuras e , vé-se a necessidade de ajustar
melhor os parametros do modelo afim de reproduzir os dados experimentais de |Brunello
et al.| (2013)). Desta forma, este ajuste fica como sugestao de trabalhos futuros.

Existem canais ionicos sensiveis ao alongamento do midcito, processo conhecido como
SAC do inglés Stretch activated channels W. Sigurdson (1992)). Este processo ocorre
quando um cardiomiécito é estimulado, gerando um PA e esticando o cardiomiécito
vizinho. Como resposta a este alongamento o cardiomidcito que foi esticado abre seus
canais ionicos e rapidamente se contrai, até mesmo como uma forma de protecao da
célula. Em maiores proporcgoes, se o SAC ocorrer em um conjunto de cardiomiécitos de
uma determinada regiao, um novo estimulo pode ser gerado, ocasionando a propagacao
desordenada do PA. O motivo de uma célula ser estimulada no periodo de didstole pode
ser devido a LEC, portanto fica como sugestao de trabalho futuro o desenvolvimento
de modelos eletromecanicos para o tecido cardiaco utilizando o modelo desenvolvido
Bondarenko| (2014) juntamente com as atualizacoes deste atual trabalho que envolve a

geracao estocastica de TCEs e PAEs.
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5 Conclusao

Simular ambos os modelos (Bondarenko et al.| (2004) e Bondarenko (2014))) permite a
conclusao ainda maior a respeito da importancia de incluir a modelagem que representa a
estimulagao 1-AR. O modelo de Bondarenko et al.|(2004) nao aborda o estimulo g;-AR
e de acordo com os resultados pode-se concluir com toda certeza que ele nao resproduz
PAEs.

Utilizar o modelo de Bondarenko (2014), que reproduz os efeitos da estimulagao
p1-Adrenérgica (f1-AR), na eletrofisiologia do cardiomiécito isolado, tornou possivel o
desenvolvimento de um modelo estocéastico que reproduz os dados experimentais recentes
que descrevem a presenca de PAEs em camundongos geneticamente modificados com a
mutacao NC'X.

O modelo estocastico desenvolvido no presente trabalho ainda esta em fase de ajustes
com a finalidade de corresponder ainda mais com os dados experimentais presentes na
literatura, mas ja pode-se concluir que reproduz com sucesso os efeitos a mutacao NCX.

As simulagoes fornecem uma abordagem mecanicista que permite a melhor
compreensao das relagoes entre LEC, TCEs, PDAs, PAEs e as diferentes correntes ionicas.
Estas relacoes sao extremamente relevantes para o estudo de arritmias e de como as batidas
ectopicas sao geradas no coracao. Inclusive, existem poucos dados sobre a geracao de PAs
espontaneos em miocitos ventriculares de camundongos na literatura, o que enfatiza ainda

mais a importancia deste trabalho.
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