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RESUMO

A propagagao elétrica do coragdao é um fenomeno complexo que resulta na contracao do
6rgao. Sao diversos os fatores que operam em uma propagacao normal para garantir a
homeostase celular e de todo o miocardio. Uma propagacao anormal pode surgir devido
a diversos fatores, um deles é a extrassistole, que pode ser o precursor de arritmias fatais.
Esse trabalho possui como objetivo o desenvolvimento de um modelo matematico capaz
de descrever alguns mecanismos associados a extrassistoles ventriculares. Um dos focos
deste estudo estd na compreensao da génesis de um Potencial de A¢ao Espontaneo apos a
ocorréncia de um Pulso de Calcio Espontaneo, que ocorre devido a Liberagao Espontanea
de Calcio pelo Reticulo Sarcoplasmatico no nivel celular. Além disso, estudamos as
condicoes necessarias para que um Potencial Espontaneo celular consiga propagar em um
tecido cardiaco e de fato gerar uma extrassistole. Diversas simulagoes sao apresentadas
para representar a atividade elétrica com as caracteristicas estocasticas, tanto a nivel
de uma unica célula quanto a nivel do tecido. Os resultados sugerem que, no nivel
celular, Potenciais Espontaneos sé foram observados em resposta a um estimulo beta-
adrenérgico e em condigoes de aumento da atividade do trocador de sddio-calcio. No
tecido, a propagacao do potencial de acao sé ocorreu quando aumentamos a excitabilidade
celular, por exemplo via diminui¢ao da expressao de canais ionicos do tipo Ix;. Além
disso, s6 observamos a propagacao de Potenciais Espontaneos no tecido em condigoes
particulares, onde células ativas estavam cercadas por tecido ndo condutivo (fibrose
ou necrose), formando uma configuracao estrutural que denominamos de funil selado.
Finalmente, observamos que todas essas condigoes para a geracao de uma extrassistole
podem ser satisfeitas em cardiopatias bem descritas e conhecidas, como no do infarto e da
cardiomiopatia hipertréfica, em particular nas bordas de regioes fibréticas ou necréticas.
Assim, nossos estudos resultam em uma melhor compreensao dos complexos mecanismos
que contribuem para a génesis de arritmias fatais que sao comumente observadas nessas

cardiopatias.

Palavras-chave: Arritmia. Estimulo Beta Adrenérgico. Fibrose. Potencial de

Acao Espontaneo.



ABSTRACT

The electrical propagation of the heart is a complex phenomenon that results in the
contraction of the organ. There are several factors that operate in a normal propagation
to ensure cellular homeostasis and the entire myocardium. An abnormal propagation can
arise due to several factors, one of which is extrasystole, which can be the precursor of fatal
arrhythmias. This work aims to develop a mathematical model capable of describing some
mechanisms associated with ventricular extrasystoles. One of the focuses of this study is
on understanding the genesis of a Spontaneous Action Potential after the occurrence of
a Spontaneous Calcium Pulse, which occurs due to the Spontaneous Calcium Release by
the Sarcoplasmic Reticulum at the cellular level. Furthermore, we studied the conditions
necessary for a cellular Spontaneous Potential to propagate in a cardiac tissue and in
fact generate an extrasystole. Several simulations are presented to represent electrical
activity with stochastic characteristics, both at the level of a single cell and at the tissue
level. The results suggest that, at the cellular level, Spontaneous Potentials were only
observed in response to a beta-adrenergic and under conditions of increased activity of
the sodium-calcium exchanger. In tissue, action potential propagation only occurred
when we increased cellular excitability, for example via decreased expression of type [k
ion channels. Furthermore, we only observed the propagation of Spontaneous Potentials
in the tissue under particular conditions, where active cells were surrounded by non-
conductive tissue (fibrosis or necrosis), forming a structural configuration that we called
a sealed funnel. Finally, we observed that all these conditions for the generation of an
extrasystole can be satisfied in well-described and known cardiopathies, such as infarction
and hypertrophic cardiomyopathy, particularly at the edges of fibrotic or necrotic regions.
Thus, our studies result in a better understanding of the complex mechanisms that
contribute to the genesis of fatal arrhythmias that are commonly observed in these

cardiopathies.

Keywords: Arrhythmia. Beta Adrenergic Stimulos. Fibrosis. Spontaneous Action

Potential.
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/Gammag = 0,00002. configuracao 2: limiar; = 600uM / limiary = 420
/ Gammas, = 0,00002. configuracao 3: limiar; = 700uM/ limiary =
520uM | Gammas; = 0,00001. configuragao 4: limiar; = 600uM/
limiary = 520uM / Gammas = 0,00002. configuragao 5: limiar, =
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Graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 2, limiar; = 600uM /
limiary = 420 / Gamma, = 0,00002. O grafico da esquerda corresponde
ao Potencial de Acao espontaneo possuindo amplitude acima de 20 mV. O
grafico da direita representa o TCE, Célcio Intracelular associado ao PAE.

Graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 3, limiar; = 700uM/
limiary = 520uM | Gammas = 0,00001. O grafico da esquerda
corresponde ao Potencial de Acao espontaneo possuindo amplitude acima
de 20 mV. O grafico da direita representa o TCE, Calcio Intracelular
associado ao PAE. . . . . . ..

Gréficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 4, limiar; = 600uM /
limiary = 520uM |/ Gammas = 0,00002. O grafico da esquerda
corresponde ao Potencial de Acao espontaneo possuindo amplitude acima
de 20 mV. O grafico da direita representa o TCE, Calcio Intracelular

associado ao PAE. . . . . .

87

87



5.9 Gréficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragdo 5, limiar; = 600uM /
limiary = 320 / Gammas = 0,00001. O gréfico da esquerda corresponde
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A.1 Representacao esquematica do sistema de sinalizacao [-adrenérgica em
miocitos ventriculares de camundongos. As correntes transmembranares
sao: a corrente de Na rapida (Iy.ca), 0s dois componentes da corrente
de Ca do tipo L nos compartimentos caveolae e extracaveolae (Icq.,, €
Ica,..,respectivamente), a bomba de Ca sarcolemmal (I,¢,), 0 permutador
Na/Ca (Inaca Ou Incx), a corrente K transitéria para fora rapidamente
recuperavel (Ixuf), a corrente de K retificadora retardada (Ig,), a
corrente de ativagao ultrardpida (Ix,.), a corrente de tensao de K néo
ativada no estado estaciondrio (Ikss), a corrente K independente do
tempo (Ix1), a bomba Na/K ( Iy.x é regulada por fosfolemam, PLM),
as correntes de fundo de Calcio e S6dio (Ica € Ina). Os fluxos de
Ca que sao a captacdo de Ca do citosol para o RS da rede (NSR)
(Jup) pela bomba SERCA e Liberagao de Ca do reticulo sarcoplasmatico
juncional (JSR) (J.el) através dos receptores rianodina (RRs). Existem
trés compartimentos intracelulares no sistema de sinalizagao S-adrenérgico:
caveolae, extracaveolae e citosol. O volume subespago (Vi) esté localizado
no dominio da extracaveolae. Os componentes do sistema de sinalizagao
B-adrenérgico sao os receptores S-adrenérgicos (5-AR), a subunidade a da
proteina G estimulante (Gy,), a (Gbe), as adenilil-ciclases de tipo 5/6 ou
4/7 (AC5 / 6 ou AC4 / 7, respectivamente), as fosfodiesterases de tipo
2, 3, Ou 4 (PDE2, PDE3 ou PDE4, respectivamente), as subunidades
ciclicas AMP (cAMP), reguladoras (R) e cataliticas (C) da holoenzima
da proteina quinase A, a proteina Quinase A (PKA), a quinase de receptor
acoplada a proteina G de tipo 2 (GRK2), as proteinas fosfatases de tipo 1
ou 2A (PP1 ou PP2A, respectivamente) O inibidor-1 (I-1). As proteinas
citosolicas que sao os substratos do sistema de sinalizacao ([-adrenérgico
sao o fosfolambano (PLB) e a troponina I (TnlI). As ligagdes estimuladoras
sao mostradas por setas pretas e as ligagoes inibitérias sao mostradas
por linhas tracejadas vermelhas com bolas. [Ca*");, [Na'];, e [KT]; sdo
as concentragoes intracelulares de Calcio, Sédio e Potassio na caveolae,
extracaveolae e citosol, respevtivamente; [Ca*t|,, [Na't],, e [KT], sdo os

grupos Ca, Na e K extracelulares. Adaptado de Bondarenko (2014) . . . . 129



A.2 Em A observa-se as correntes plotadas por Bondarenko (2014) apds aplicar
1uM de Isoproterenol. O PA correspondente a estas curvas estava a uma
frequéncia de 5 Hz. Em B e C estao plotadas as curvas da implementacao
de Magalhaes (2014). A corrente de sédio, Iy, foi plotada a parte pois a
sua escala esta diferente. . . . . .. ..o 131

A.3 Em A observa-se as correntes plotadas por Bondarenko (2014) apds aplicar
1uM de Isoproterenol. O PA correspondente a estas curvas estava a uma
frequéncia de 5 Hz. Em B estao plotadas as curvas da implementacao de
Magalhaes (2014). . . . . . . ..o 132

A.4 Tlustracao de distribuicdo espacial dos canais i0nicos e compartimentos
envolvidos no ciclo de Ca?t. A concentracao de Ca*" na juncao diddica,

o espaco submembranar, a regiao citoplasmatica, o espaco juncional do
reticulo sarcoplasmatico e o espago correspondente a rede do reticulo

k k k Kk k

sarcoplasmatico, sao denotadas como ¢, ¢, ¢j, ¢j,,. € cg, respectivamente,

k escrito nos indices superiores correspondem a cada unidade de liberacao

do Ca**. Adaptado de Chen et al. (2011). . . . .. .. ... ... .. ... 134
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5.6 Estatisticas de propagacao do PAE corresponde a configuragao C4 com reducgao
da corrente [x7 a quarta parte. As simulagoes foram realizadas em um
cabo de células com 1 cm, cada célula do cabo contendo 100um por
2 ms. Na primeira coluna da tabela observa-se a variacao da porcao
do cabo que é simulada com a modelagem estocastica. A segunda
coluna da Tabela contabiliza quantas simulagoes do cabos reproduziram
a primeira propagacao do PAE iniciando da ponta do cabo. A terceira
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1 Introducao

De acordo com uma pesquisa realizada entre os anos de 2015 a 2018 nos EUA,
aproximadamente 6 milhdes de pessoas tiveram alguma insuficiéncia cardiaca (Yang et al.,
2012).

A modelagem e simulagbes computacionais sao ferramentas essenciais e tém sido
cada vez mais usadas para estudar a eletrofisiologia cardiaca de arritmias ocasionadas
por diferentes disturbios. Modelagens multi-escala de eletrofisiologia cardiaca fornecem
uma estrutura para integracao experimental vinculando fenomenos de microescala
a simulacoes de comportamentos que representam o drgao inteiro. Atualmente a
modelagem computacional é uma parte essencial da pesquisa mecanistica em estudos
de eletrofisiologia, porque pode complementar observacgoes experimentais e sugerir novos
mecanismos de estudo. Além disso, contribui para os esforgos continuos em direcao a
medicina de precisao em cardiologia, sugerindo estratégias de tratamento personalizadas
para os pacientes diagnosticados com alguma falha (Aronis et al., 2019).

Arritmias cardiacas podem ser desencadeadas por varios fatores diferentes e na maioria
das vezes estao associadas e sao iniciadas pelos batimentos ectépicos. A localizagao
destes batimentos pode variar, mas normalmente comecam em &reas de infarto, regioes
de microfibrose e outros tecidos heterogéneos. Mecanismos que ligam focos ectopicos em
tecidos heterogéneos ainda estao sendo compreendidos. A composicao de um tecido numa
regiao de infarto é repleta de midcitos isquémicos e células nao condutoras (fibrose, por
exemplo). A regidao do miocérdio que ficar lesionada apds um infarto é também conhecida
como zona Peri-infarto (PZ), uma interface entre a regido lesada e o tecido saudavel
circundante. Estudos anteriores revelam claramente que as batidas ectopicas emergem
de micro-reentradas que sao sustentadas pela estrutura heterogénea da zona PZ (Oliveira
et al., 2018a).

Reproduzir computacionalmente uma batida ectopica é algo desafiador, principalmente

porque exige a compreensao do fenomeno a nivel multi-escala. Primeiramente é preciso
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entender como os mecanismos bioquimicos funcionam a nivel celular para posteriormente
construir a modelagem na escala de tecido. A nivel celular torna-se necesséario aprofundar a
pesquisa sobre a génese de um PAE. De acordo com experimentos realizados por diversos
autores como Brunello et al. (2013), somente seria possivel reproduzir um PAE sob o
estimulo 3 - adrenérgico. A partir disso, surgiu a necessidade de um modelo celular
capaz de simular a estimulagdo 8 - adrenérgica como o modelo de Bondarenko (2014)
que reproduz o comportamento bioquimico das proteinas que compoem os canais ionicos
acoplado ao comportamento eletrofisiologico envolvido na estimulagao f-adrenérgica. O
sistema de sinalizagao S-adrenérgica altera cinco dessas correntes: Icar, Ina, IKktof, IKur €
Ix1. Em termos de dinamica de Calcio, os RRs, phospholamban e troponina também sao
afetados pela aplicagao de isoproterenol (ISO). Uma das maiores modificagoes do modelo
de Bondarenko (2014) foram realizadas nas cadeias de Markov de Icar, Iy, € RRs. Os
experimentos realizados por Magalhaes (2014) comprovaram que s6 é possivel reproduzir
o PAE com a modelagem da estimulacao [-adrenérgica. Além disso, a implementacao de
Magalhaes (2014) foi uma versao reduzida de Bondarenko (2014) considerando todas as
102 Equagoes Diferenciais Ordindrias (EDOs) associadas a parte da eletrofisiologia, mas
mantém as constantes de concentracao de espécies bioquimicas relevantes.

O efluxo de Ca®T pelos RS correspondente & liberagio de Ca*" espontanea (LCE)
que ocorre devido as flutuagoes do Receptores Rianodina (RRs). Estas flutuagoes podem
induzir pulsos de C'a®> espontaneos (PCE’s), que se propagam em formas de ondas de
Ca**. A LCE pode induzir pés despolarizacoes atrasadas (PDAs), levando a atividade
arritmogénica do coragdo. No trabalho de Chen et al. (2011) foi apresentado um
modelo baseado em dados experimentais de LCE, reproduzindo a distribuicao de tempo
dos pulsos espontaneos de Ca?* e as principais caracteristicas da propagacao de Ca?*
que sao reproduzidas através de (PCE’s). Chen et al. (2011) fizeram implementagoes
para estudar e reproduzir a formacao da batida ectépica em um cabo unidimensional
de cardiomidcitos, simulando LCE e PDAs, desenvolveram um modelo estocastico que
considera os detalhes do esquema representado na Figura (A.4). Magalhaes (2014) baseou

as suas implementagoes na modelagem feita por Chen et al. (2011) usando a modelagem



30

celular de Bondarenko (2014) simplificada.

1.1 Justificativa

Estudos clinicos tem mostrado que a morte subita é iniciada por um batimento
inoportuno (extrassistole) que leva a fibrilagao (Xie et al., 2010), (Wit and Rosen, 1983),
(Gilmour and Moise, 1996)(Janse, 2004). H& uma questao chave que ainda nao é bem
compreendida, como a Libera¢ao Espontanea de Célcio (LCE) nos midcitos individuais
pode causar uma despolarizacdo da membrana suficientemente grande para provocar um
evento ectépico em todo o miocardio, particularmente porque se espera que uma corrente
despolarizadora local seja absorvida pelos midcitos vizinhos ligados eletricamente e servem
como sumidouros de correntes (Xie et al., 2010).

Segundo (Oliveira et al., 2018a) os mecanismos ligados a focos ectépicos ainda estao
sendo compreendidos. Estudos capazes de simular a microestrutura de uma regiao
propensa a desenvolver pulsos ectopicos, com caracteristicas semelhantes a uma estrutura
heterogénea como a de uma zona PZ, irao trazer a possibilidade de andlises mais profundas

no que se refere ao estudo de uma extrassistole desencadeada por este cenario.

1.2 Objetivos da tese

Ao observar a propagacgao elétrica no tecido, varias caracteristicas sao notadas, como
os efeitos de fonte e sumidouro. Quando ocorre o fenomeno fonte, uma célula reproduz
o Potencial de Agao (PA) e ele se propaga por todas as outras células. J& no caso do
fenomeno sumidouro, um célula reproduz o PA e ele nao se propaga pelas suas células
vizinhas, é absorvido por elas. Pumir et al. (2005) comenta em seus estudos que para uma
onda ectdpica se propagar pelo tecido é necessario que exista um niimero minimo de células
gerando PAE, ou seja, apenas uma célula gerando PA nao ird promover o efeito fonte no
tecido. A principal questao que se tem como objetivo explorar é se em um tecido com
fibrose, o modelo adaptado de Bondarenko (2014) apresenta uma probabilidade maior de

gerar extrassistole, ou se apenas uma unica célula da regiao no tecido gerar o Potencial de
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Acgao Espontaneo - PAE; ela sera suficientemente capaz de desencadear uma extrassistole?

Brunello et al. (2013) e Shiferaw et al. (2012) estudaram a sincronia dos cardiomiécitos
e a capacidade de reproduzir o PAE em varias células do tecido propagando como
uma onda. Um dos questionamentos feitos no presente estudo é se a probabilidade de
propagacao do PAE em um tecido com regices fibréticas é maior e como é a génese desta
propagacao.

O objetivo geral da tese é desenvolver um modelo celular com um mecanismo
estocastico capaz de simular a extrassistole, que serd chamado de Funil Selado (FS),
representando um caminho sem saida, caminho este que ¢ delimitado pelas células mortas,
pela fibrose.

Os objetivos especificos da tese sao:

e Realizar uma analise de sensibilidade no modelo celular estocastico adaptado em
trabalhos anteriores por Magalhaes (2014) para escolher os melhores parametros
afim de acoplar o modelo celular em uma modelagem a nivel de tecido, considerando

um conjunto maior de células.

e Utilizar o modelo celular de Oliveira et al. (2018b) para fazer o acoplamento celular

a uma modelagem a nivel de tecido.

e Realizar uma nova anélise de sensibilidade para a modelagem estocastica adaptada
afim de simular um conjunto maior de células, distribuidas geometricamente em
um cabo, com a finalidade de simular a propagacao de PAE’s pela extensao desta

geometria, avaliando o surgimento da extrassistole.

e Responder a questao cientifica: 1 tinico cardiomiécito gerando PAE pode influenciar

todo o tecido?
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2 O processo de contracao do

miocardio e algumas patologias

2.1 Eletrofisiologia Cardiaca

Um cardiomiécito tem a propriedade de contragao devido as trocas ionicas
intracelulares. O miocardio é o tecido cardiaco e tem na sua composicao milhares de
cardiomiécitos que dao ao coracao a caracteristica muscular contratil com a finalidade
de bombear o sangue por todo o corpo. O 6rgao possui duas bombas particionadas pelo
septo vertical. As bombas sao divididas em quatro camaras separadas entre a esquerda
e a direita superiores e a esquerda e a direita inferiores, que sao denominadas por atrio
esquerdo, atrio direito, ventriculo esquerdo e ventriculo direito, respectivamente. Apds a
excitacao dos cardiomidcitos ocorre a variacao do PA transmembranico, que ocorre devido

aos fluxos i6nicos que passam pelos canais presentes na membrana.

2.1.1 O Sistema Nervoso e o Coracao

O sistema nervoso autonémico (SNA) é uma estrutura integrante eferente do sistema
nervoso visceral. Pode ser dividido em Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e Sistema
Nervoso Parassimpdtico (SNP). Dispara estimulos com diferentes funcionalidades em
tecidos e orgaos de todo o corpo, incluindo também a contragao do musculo liso ou
relaxamento, modificagoes da atividade cardiaca, e aumento ou reducao da secrecao
glandular. De acordo com Davini et al. (2004) e Powers et al. (2000) o SNA, através
dos seus componentes simpatico e parassimpatico, desempenha um importante papel nos
ajustes do sistema cardiovascular. O coracao tem um padrao de contracao congénito,
mas o SNA também influéncia a eletrofisiologia cardiaca. A inervacao simpatica e a
parassimpdtica inervam o nodo sinoatrial (NSA), o nodo atrioventricular (NAV) e o

musculo cardiaco como pode ser observado na Figura 2.1.
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Mervos Parassimpaticos

Modo Sinoatrial
(Marcapasso)

Nodo
Atrioventricular

Musculo Cardiaco

Figura 2.1: Inervagao Simpética e Parassimpética do coragao. Adaptado de (Baker,
2014)

Foss et al. (2000) concluiu que em uma situagao de emergéncia ou estresse do corpo,
a estimulacao simpatica é acionada e sinaliza informacoes para o coracao através de
proteinas sinalizadoras. Em jovens adultos a frequéncia do coragao pode subir, através
da estimulagao simpdtica intensa, de 70 batimentos/minuto para 180 a 200 e até 250
batimentos/minuto. Substancias, como a acetilcolina, a noradrenalina (ou norepinefrina)
e a adrenalina (ou epinefrina) conhecidas como catecolaminas (compostos quimicos) sao
secretadas no sangue devido a estimulagdo simpdtica (Mcardle et al., 1998). Todas
sao hormonios, a acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor descoberto produzido pelo
sistema nervoso (central e periférico), promove a abertura de canais i6nicos e uma resposta
rapida que ocasiona a contracao muscular, a noradrenalina é produzida na medula da
glandula suprarrenal, ja a adrenalina é um hormonio produzido e estocado pela medula

da suprarrenal que ¢é liberado apds estimulos de terminagoes nervosas, prepara o organismo
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para realizar atividades fisicas e esforcos fisicos. As células possuem propriedades
bioquimicas que variam de acordo com a distribuicao de seus receptores, como os segundos
mensageiros e as enzimas presentes no citoplasma. As catecolaminas provocam diversas
reacoes bioquimicas que alteram as propriedades celulares (7), (McCorry, 2007). Segundo
Guyton and Hall (2002), a permeabilidade dos fons de sédio e cdlcio aumenta em resposta
aos neurotransmissores como a norepinefrina. Fibras que secretam a norepinefrina sao

denominadas adrenérgicas.

2.1.2 Estimulacao - Adrenérgica

Os receptores adrenérgicos dividem-se em duas classificagoes para norepinefrina e
epinefrina: alfa (a) e beta (8). E ainda, ha pelo menos 2 subtipos de receptores em
cada classe, respectivamente: «q, ao, 81 € [o. Todos estes receptores estao ligados a
proteinas G, proteinas envolvidas na transducao de sinais celulares, e sistemas de segundo
mensageiro que realizam reacoes intracelulares. Dos receptores adrenérgicos, os receptores
a sao os mais abundantes dos receptores adrenérgicos (Bousquet et al., 1984; Lohse et al.,

2003; Madamanchi, 2007; Marks, 2003; McCorry, 2007).

2.2 Estrutura e Mecanismos dos Cardiomidcitos

Os cardiomiécitos sao estruturas essenciais para a contracao do miocardio e em
sincronia bombeiam o sangue de forma eficaz a fim de permitir uma adequada perfusao
sanguinea dos vérios tecidos e érgaos (Woodcock and Matkovich, 2005).

De acordo com Guatimosim et al. (2002) pode-se dizer que o comprimento, a largura
e a altura de um cardiomiécito é de aproximadamente 100-150 pm, 10-20 gm e 10 pm
respectivamente.

Ao observar o musculo cardiaco através de um microscopio éptico é possivel notar um
padrao de estriagoes transversas (McNutt, 1975).

O padrao estriado do sarcomero se deve a disposicao das linhas 7Z verifique a Figura

2.2 . Cada sarcomero é denominado por uma estrutura composta por duas linhas Z. O
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sarcomero é definido como a unidade funcional do conjunto de miofilamentos capaz de
gerar for¢ca no musculo e a fisionomia e microanatomia de um conjunto de sarcomeros é
semelhante entre eles (Guatimosim et al., 2002).

A banda I e a banda A ficam entre as linhas Z. H4 uma linha Z onde os miofilamentos
de actina-F finos (70 A) estao interconectados, numa regiao centralizada da banda I. Os
filamentos compostos de actina e miosina sobrepostos formam a banda A. Os filamentos

grossos (150 A) constituem a zona H localizada em uma regiao mediana da banda A

(Fawcett and McNutt, 1969) e (McNutt, 1975).

Coracao

Fibra muscular
cardiaca

LinhaZ __--"" |linhaM ~~~._ LinhaZ

-

—

Banda | Eanda A Banda |

Figura 2.2: Esquema de proteinas relevantes na estrutura de um sarcomero. Extraido de
Santos (2016)
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2.3 PA e o acoplamento excitacao-contracao do
coracao

Os meios intra e extracelulares possuem uma dissociacao ionica de sais. A membrana
celular separa os meios intra e extracelulares e no estado de equilibrio seu potencial
¢ negativo em torno de -80 mV. No miocéardio os cardiomiécitos estao interconectados
pelas jungoes comunicantes, ou também conhecidas por gap junctions. Através das gap
gunctions, o estimulo vai se propagando célula a célula por todo o miocardio. A membrana
plasméatica é constituida por uma bicamada fosfolipidica e possui canais responsaveis
pelas trocas ionicas. A estrutura do canal ionico é formada por proteinas, que mudam
sua conformagao quando a célula é estimulada pelo PA, ou quando também reagem com
alguns estimulantes. Esta mudanca de conformacao permite a abertura e fechamento do
canal i6nico, e dai o fluxo segue ou nao através da membrana. A regulagao do potencial
transmembranico (a diferenga de potencial entre os meios intracelular e extracelular) é
considerada uma das fungdes mais importantes da célula (Alberts et al., 2003). Pode-se
dizer que o ativador de todo o processo de contragao muscular é o PA.

Para um melhor entendimento da variacao do PA, a curva que representa esta variacao
¢ dividida em fases como pode ser visto na Figura 2.3 a seguir. Em cada fase tém-se uma
polaridade e trocas idnicas diferentes. Na fase A tém-se a entrada de fons de Na* e saida
de Kt com a polaridade da célula negativa. Em B, a polaridade da célula vai ficando mais
positiva permanecendo somente com a entrada de Na™. Na fase C os canais transitdrios
de Kt abrem-se e permitem a saida deste fon, porém a polaridade celular é ainda positiva.
Isto permite a formacao de um pico na fase C auxiliando a repolarizacao. Durante a fase
D a entrada de célcio forma uma corrente despolarizadora da célula, tém-se também a
saida do fon de K nesta fase que é conhecida como plato. Durante a fase de platd é
que dé-se inicio ao processo de contracao do cardiomidcito, pois a entrada do Ca?* no
meio intracelular provoca a liberagao de calcio através do RS, conhecida por Liberacao
de célcio Induzida por célcio (LCIC). A fase E é reconhecida por fase de repolarizagao

em que um numero maior de canais de Kt é aberto, a polaridade da célula volta a ser
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negativa. Desta maneira, o ciclo vai se repetindo de acordo com o estimulo.

Potencial(mV)

A B C D E A

=== F¥+F| FF+F [FF+71 " -
- =+ +#H B+ + |+ #HFF -l -
- =l +#H B +H I+ #H} -l -
—— =] [ttt [t |Frrd] o] ===

td bt bt

Nat K* Na* K+ Ca?t Kt K* Na*t K*

Figura 2.3: PA ventricular cardiaco e suas fases: (A) Repouso, (B) Despolarizagao, (C)
Repolarizacao Inicial, (D) Plato, (E) Repolarizagao, e as correntes ionicas relacionadas
com a mudanga de potencial em cada fase. Adaptado Barros (2013)

O conjunto de reagoes que ocorre desde a despolarizagao da membrana excitéavel até
a liberagao de célcio do reticulo sarcoplasmaético (RS) e a contragao da célula muscular é
denominado como acoplamento excitagao contracao. (Bers, 2002b)

E interessante observar a seletividade variada dos canais iénicos presentes na
membrana celular. A grande maioria dos canais ionicos possuem uma subunidade «
responsavel pela composi¢ao do canal, muitos canais tém a sua isoforma operada pela
voltagem, ou seja, sao sensiveis ao PA.

Sabe-se que a inotropia do coracao é totalmente ligada a dinamica de célcio. Pode-
se separar os tipos de canais de cédlcio no coragao como canais de Ca do tipo L e do

tipo T. Em relacao a condutancia o canal de célcio do tipo L (large condutance) possui
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aproximadamente 25 pS que é considerada alta e o canal de célcio do tipo T possui em
torno de aproximadamente 8 pS. O canal de calcio do tipo L ativa-se em voltagens mais
positivas e a duragao da abertura ¢ longa. Ja o canal de célcio do tipo T trabalha de
forma oposta, ativando-se em voltagens mais negativas e sua abertura é transitéria (Bers,
2002b; Nowycky et al., 1985).

O processo de regulacao da expressao génica celular e o mecanismo de regulagao da
contragao da célula sao extremamente dependentes do influxo de cédlcio nos cardiomidcitos
(Benitah et al., 2010). Em roedores, os canais de cdlcio do tipo L sdo predominantes
(Nerbonne and Kass, 2005).

Os canais de calcio do tipo L sao formados por subunidades como a a1C, a subunidade
possui uma regiao denominada de carboxi terminal que funcionam como sitios de ligacao
para proteinas. A calmodulina (CaM) é uma proteina mediadora da inativacao do canal
de calcio do tipo L agindo na subunidade a1C. A ativacao dos canais de calcio permite
o influxo do ion e aciona a LCIC a partir do RS, posteriormente o calcio se liga a CaM
produzindo a inativacao do canal. Um dos tipos de CaM possui uma dependéncia a
proteina quinase II (CaMKII) e também participa do funcionamento da corrente Icqr
(Bers, 2002b).

As proteinas sao responsaveis por varios eventos de sinalizacao que ocorrem na célula
é a CaM é um mensageiro critico que participa deste processo. A proliferacao celular, a
expressao de proteinas quinases, a expressao génica, o metabolismo celular, a contracao
celular, os canais i6nicos, e as proteinas responsaveis pelo transporte de célcio sao
atividades coordenadas pela interagao entre o célcio e a CaM (Bers, 2002b).

A corrente de calcio do tipo L denotada por Io.; € a responsavel pela entrada da
maior parte de cdlcio no midcito cardiaco durante a contracao. A inativacao da Ic,, estd
totamente interligada ao aumento intracelular da concentragao de calcio e provavelmente
h& uma sinalizagao direta no canal para comegar a inativar-se (Bers, 2001).

Outra caracteristica importante sobre a s, é que ela contribui na manutencao do
plato, que é uma das fases do PA. E importante destacar mais uma vez que ela é a corrente

que permite a entrada do célcio no meio intracelular permitindo o disparo de LCIC pelo
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RS. O calcio liberado por esta LCIC ativa os miofilamentos (Roden et al., 2002).

Uma pequena quantidade de calcio que entra na célula leva a uma grande elevagao da
concentracao de calcio citosdlico e isto se deve a capacidade de amplificacao da informacao
recebida que é uma caracteristica do mecanismo de LCIC. O aumento de calcio intracelular
ativa os Receptores Rianodina (RRs) numa propor¢ao maior criando um efeito positivo

elevando ainda mais a concentracao de célcio livre no citoplasma (Niggli, 1999).

Ttubule

200 ms

Figura 2.4: Canais ionicos e estruturas subcelulares responsaveis pela excitacao
contracao. Adaptado de Santos (2016)

As estruturas subcelulares que estao diretamente ligadas ao processo de contracao
cardiaca estao representadas na Figura 2.4 pelos nimeros a seguir: 1 e 2 sao canais
ionicos (Sendo 1 o canal de célcio do tipo L e 2 o Receptor Ryanodina (RR)), 3 é o
Reticulo Sarcoplasmético (RS), 4 corresponde aos Miofilamentos e o 5 a Mitocondria.

Sobre os canais de calcio do tipo L e os RRs ja foram vistos alguns detalhes. A seguir
poderao ser observados caracteristicas do Reticulo Sarcoplasmatico, dos Miofilamentos e
um pouco sobre a Mitocondria.

O Reticulo Endoplasmatico (RE) é uma organela altamente versatil e multifuncional

presente em praticamente todas as células. O RE possui dois componentes: RE liso e



40

RE rugoso. O RE liso tornou-se especializado principalmente em células musculares, nas
quais recebeu a denominacao de RS, onde possui como funcao primordial, a qual ja foi
citada muitas vezes, que é a funcao de sequestro do célcio no citoplasma, e assim auxilia
a contracao muscular (Michalak and Opas, 2009). Possui na sua estrutura os RRs e a
bomba SERCA.

O equilibrio espacial e temporal dos niveis citoplasmaticos de calcio é feita também
pelas mitocondrias em resposta ao aumento intracelular do fon. A recaptacao e a liberagao
de célcio intracelular também tem participacao da organela e contribui para a recarga de
calcio existente no RS. A complexidade e a regulacao dada pelos numerosos canais de
calcio, bombas e trocadores garante a homeostase mitocondrial de célcio.

As mitocondrias respondem a elevacao do calcio intracelular e contribuem para a
regulacao espacial e temporal dos niveis citoplasmaticos deste fon, sobretudo durante
os picos dos transientes de calcio intracelular livre. Por conseguinte, a mitocondria
estd também envolvida na recaptacao e na liberacao do calcio intracelular, contribuindo
assim para a recarga de célcio existente no RS. A homeostase mitocondrial de célcio é
complexa e regulada por numerosos canais para célcio, bombas e trocadores (Graier et al.,
2007). Ela é responsavel por gerar energia para a contracao do cardiomidcito, mas seu
papel é pequeno no acoplamento excitagao contracao da célula cardiaca, poucos modelos
computacionais abordam o papel da mitocondria, assim por estes motivos nao serao dados
muitos detalhes sobre a organela. A seguir sera dado um destaque para os miofilamentos

afim de compreender mais detalhes o processo de contragao no cardiomidcito.

2.4 Miofilamentos

Inicialmente, pode-se classificar os miofilamentos em finos e grossos. As proteinas
que participam do processo de contracao compoem os miofilamentos. Longos polimeros
estruturados por uma dupla hélice de monomeros de actina formam os filamentos finos. A
miosina compode os filamentos mais espessos. A nebulina é uma proteina de ancoramento
que fixa a actina nos discos Z, e a titina é uma longa proteina elastica, responsavel por

manter a integridade estrutural dos sarcomeros. E desta forma os miofilamentos fazem
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parte da composicao do sarcomero que possui uma estrutura organizada e repetitiva como

pode ser visto no esquema da Figura 2.5 a seguir.

Filamento de actina

Filamento de miosina

Disco-Z Disco-Z

Nebulina Titina

Figura 2.5: Organizagao dos miofilamentos. Adaptado de Sachse (2004)

As proteinas regulatorias controlam a interacao entre os filamentos de actina e miosina.
O filamento fino de actina tem em sua composi¢ao complexos das proteinas troponina e
tropomiosina. A troponina e a tropomiosina impedem que a cabeca da miosina se ligue a
actina e isto mantém o repouso da célula. Quando a célula é estimulada e a concentracao
de Ca®* aumenta, os fons de C'a®* ligam-se & troponina C, o que provoca uma mudanca de
conformacao da proteina, abrindo o sitio de ligacao na actina para a miosina Figura 2.6.
Pontes cruzadas sao formadas devido a ligacao da miosina com a actina. Apds o consumo
do ATP a cabeca da miosina se deforma e, assim, um filamento desliza sobre o outro.
A partir disso ocorre o processo de contracao devido ao encurtamento dos miofilamentos

aproximando os discos Z, veja a ilustracao do fendmeno na Figura 2.7.
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Figura 2.6: Ligagao actina-miosina. Adaptado de Cooper (2000).
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Figura 2.7: Contracao do sarcomero. Adaptado de Cooper (2000).

O processo de relaxamento muscular cardiaco ocorre logo apds a contracao muscular,
o miocardio retorna a sua condicao inicial. A adaptacao cardiaca para mudancas nas
condicoes de carga, estimulagao inotropica ou alteracao na frequeéncia do coragao tém
como pré-requisito o relaxamento rapido e completo. Para a ocorréncia do relaxamento
¢ necesséario que o calcio intracelular reduza para valores de repouso (Bers, 2002a). Os
miofilamentos iniciam a dissociacao do célcio e assim o relaxamento é iniciado de acordo
com os mecanismos de reducao de célcio do citosol que sao: 1) ativagao da Ca-ATPase do
reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA) na membrana do RS, permitindo a recaptagao do
célcio para o interior do RS; 2) ativagao da Ca-ATPase da membrana celular, que bombeia
este fon para o meio extracelular; 3) a bomba de Na-Ca ou trocador NCX também presente
na estrutura da membrana celular, utiliza a energia proveniente do gradiente eletroquimico

do ion sédio, acrescenta trés ions de Na no meio intracelular e retira um ion célcio do
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citosol. O trocador NCX apresenta duas propriedades, quando estd no modo reverso
permite a entrada de calcio e modula a intensidade da contracao. Em seu modo normal
o trocador NCX modula a velocidade de relaxamento; 4) inativacao dos canais de célcio
do tipo-L, que ocorre com a repolarizacao celular, impedindo o influxo deste fon para o
sarcoplasma; 5) o sistema uniporte da mitocondria, que remove o célcio do citoplasma,
sequestra os ions no interior das mitocondrias, mas como ja foi dito anteriormente a
contribuigdo deste sistema para o relaxamento é pequena (Bers, 2006; Chemla et al.,

2000; Maack and O’Rourke, 2007).

2.5 Liberacao de Ca induzida por Ca - LCIC

A Figura 2.8 é um esquema dos principais envolvidos no ciclo de calcio e estd
enumerada de acordo com a ordem que o ciclo ocorre. Em 1, apds o inicio do PA, o
canal de calcio do tipo L abre e permite a passagem de calcio. Em 2, o RR que ¢
localizado numa regiao préxima ao canal de calcio do tipo L abre devido a sensibilidade
ao fon de calcio e permite a entrada de Ca no interior do RS. A concentracao de célcio
no RS aumenta porque SERCA também capta o calcio como vemos em 6. Em 3, os
RyRs comecam a liberar um pouco de cédlcio para o meio intracelular. Em 4, os ions de
calcio que sao liberados por RyR caem nos miofilamentos e um pouco desta concentragao
ja é recaptada por SERCA. Em 5, os miofilamentos liberam calcio. Em 6, SERCA vai
captando o calcio e em 7 a bomba NCX extrai um pouco da concentragao de céalcio para

o0 meio extracelular.
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Figura 2.8: Ciclo da Liberagao de Ca Induzida por Ca. Adaptado de Ibrahim et al.
(2011)

2.6 Liberacao de Ca Espontanea - LCE

As liberagoes de calcio do RS, que operam para manutencao da homeostase celular,
ocorrem via LCIC. Sabe-se que a LCIC ocorre através do estimulo dado pelo PA. Existem
liberagdes que ocorrem através do RR na auséncia de qualquer estimulo (Cheng et al.,
1993; Wier et al., 1987). Nao é possivel saber exatamente ao certo o motivo de LCEs,
muitas ocorrem sob estimulo [-Adrenérgico ou mutacoes dos RRs, induzem pulsos de
célcio espontaneos (PCEs) conhecidos também por sparks de célcio. Altas concentragoes
de célcio permitem que a LCE propague-se como uma onda pela célula (Orchard et al.,
1983). Como j4 foi discutido anteriormente o célcio liberado através de LCE ¢é liberado
para o meio extracelular pela corrente Iycx (Mechmann and Pott, 1986). Uma atividade
anormal de marcapasso resulta através da extracao de calcio pela Incx, porém a corrente
trocadora NCX retira 1 ion de céalcio e acrescenta trés ions de Na no meio intracelular. O
influxo deste Na no citosol induz uma despolarizagao transitéria (Ferrier et al., 1973). A
despolarizacao transitoria pode formar tanto o PAE quanto o PDA. As LCEs atrapalham a
homeostase celular e ocasionam diversos problemas arritmicos principalmente se as LCEs

estiverem correlacionadas a mutagoes tanto nos RRs quanto em qualquer outro canal.
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2.7 Estimulacao - Adrenérgica

A estimulagdo de cada tipo de receptor [ ocasiona um aumento da producao de
adenosina monofosfato ciclico (cAMP) intracelular via adenilil ciclase (AC). Receptores
via AC tem uma afinidade significativamente maior para a epinefrina em relacao a
norepinefrina. Os receptores 3; tém funcao adrenérgica primaria, no coracao uma pequena
porcentagem dos receptores adrenérgicos no miocardio sao do tipo (52, aproximadamente
70 a 80 % é a percentagem dos receptores 3; encontrados no miocdrdio. Ambos os subtipos
de receptores [ promovem estimulacao excitatoria sobre o coracao resultando em aumento
da atividade cardiaca.

O inotropismo positivo, a acelaragdo do relaxamento (lusitropismo) e a redugao de
calcio intracelular podem ser ocasionados pela estimulagao fisiolégica simpatica no coragao
através dos receptores [S-adrenérgicos.
Proteinas G sao compostos de alto peso molecular formadas por trés polipeptidios
distintos, «, (B e 7, formando o melhor complexo transdutor de sinais dos mamiferos.
Levam este nome por interagir com grupos guanilicos Guanosina Difosfato (GDP) e
Guanosina Trifosfato (GTP) (Moura and Vidal, 2011). A estimulacdo [-adrenérgica
ativa a proteina de ligacdo ao GTP (GS), que estimula a AC para produzir cAMP, e
isto posteriormente ativa a proteina quinase A (PKA), que fosforila vérias proteinas
relacionadas ao acoplamento excitacao-contracao, entre elas a fosfolambam, canais de
célcio do tipo L, RR e troponina I (Bers, 2002b). A fosforilagdo é a adicdo de um
grupo fosfato (PO4) a uma proteina ou outra molécula qualquer e é um dos principais
participantes nos mecanismos de regulacao e sinalizacao intracelulares. Uma proteina
chave reguladora da SERCA ¢ fosfolambam (PLB). PKA fosforila PLB e mantém a
SERCA ativa por mais tempo estimulando a taxa e a quantidade de calcio armazenado
pelo RS. Este mecanismo melhora o relaxamento e o carregamento do RS no miocardio,
isto aumenta a forca de contragao e também a concentragao de calcio no periodo da sistole
(Simmerman and Jones, 1998).

De acordo com Kobayashi and Solaro (2005), o relaxamento dos miofilamentos é

acelerado pela fosforilagao via PKA da troponina I e da proteina C de ligagao a miosina
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(MyBPC).

O fosfolema é outra proteina em que a PKA atua, em ensaios de fosforilagao é
reconhecida como uma fosfoproteina regulada em uma fragdo do cardiomiécito (Palmer
et al., 1991). A fosforilacao da fosfolema que é encontrada na estrutura da bomba NCX
estimula a Incx.

A inotropia provocada pala ativacao da PKA é um mecanismo que ocorre através
da combinacao do aumento da Is, e maior liberacao de calcio a partir do RS. Isto
aumenta a amplitude do transiente de calcio, e compensa a reducao da sensibilidade
dos miofilamentos ao calcio. O efeito depressor da PKA nos miofilamentos parece ser
devido a fosforilagao da troponina I (Viatchenko-Karpinski and Gyérke, 2001).

A PKA aumenta a probabilidade de abertura dos RR. O RyR cardiaco é um alvo da
PKA (onde PKA e fosfatases 1 (PP1) e 2A (PP2A) sao todos ligados ao RR através de
proteinas de ancoragem). A acgao de PKA/cAMP contrabalangada por fosfodiesterases
(PDE) e as proteinas fosfatases PP. A proximidade fisica intracelular pode ser de extrema
importancia funcional. A ativacao dos receptores S-adrenérgicos em midcitos ventriculares
produz inotropia e lusitropia, em paralelo a fosforilacao dos canais de calcio, fosfolambam
e troponina I (Mazzeo et al., 1998; Li et al., 2013).

Observe o ciclo ocasionado pela estimulagao [-adrenérgica na Figura 2.9 a seguir.
Agonistas como o isoproterenol provocam a estimulacao S-Adrenérgica em cardiomidcitos

isolados.
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Myofilaments

Figura 2.9: Ativacao do receptor adrenérgico e alvos de fosforilagao relevantes para o
acoplamento excitacao-contracao cardiaco. AC, adenilato ciclase; ACh, acetilcolina;
PKA, proteina quinase A; AKAP, proteina de ancoramento de quinase A; S-AR,
receptor (3 -adrenérgico; PLB, fosfolambam; Reg, PKA subunidade regulatoria; SR,
reticulo sarcoplasmatico. Adaptado de (Bers, 2002b)

2.8 Caracteristicas da corrente trocadora [ycx

A observagao de que o aumento da atividade NCX prolongaria o potencial de acao
é plausivel pois a bomba NCX gera uma corrente elétrica interna que retardaria a
repolarizagao celular (Adachi-Akahane et al., 1997; Noble, 2002; Spencer and Sham, 2003).
O mesmo é observado com destaque em cardiomiocitos de camundongos transgénicos com
mutacao genética na estrutura do canal que corresponde a corrente trocadora dos ions de
sédio e célcio (Pott et al., 2007, 2005) .

A atividade interna da bomba NCX depende diretamente do substrato de célcio e,
portanto, pode ser modificada pela concentracao de calcio alterada durante a sistole. A

atividade de I, pode prolongar a duracao do PA (DPA), sob certas condigdes, a bomba
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NCX opera em modo inverso e ai um fon de Ca®* entra na célula em troca de 3 fons de Na™
para fora (Sipido et al., 2006). Em modo reverso a bomba NCX nao parece desempenhar
um papel significativo, uma vez que gera uma corrente elétrica para fora e, portanto, tende
a reduzir a duragao do PA em vez de prolonga-lo. O mecanismo proarritmico sugerido por
Pott et al. (2012) aumenta a atividade do trocador NCX resultando em uma repolarizacao
celular retardada com prolongamento do intervalo QT (parametro eletrocardiografico que
representa a duracdo da sistole elétrica - contragdo cardiaca). Ele mede a quantidade
de tempo requerida para a despolarizacao e repolarizagao ventricular e promocao de pos

despolarizagoes iniciais (conhecidas por EADs, do inglés, early afterdepolarizations).

2.8.1 Sincronismo dos Cardiomidcitos

A principal caracteristica observada dentre as células do miocardio é a sincronia. Para
a eficacia da comunicagao elétrica no miocardio ha um grande sincronismo entre seus
cardiomiécitos. Foi observado que, quando essas células se tocavam o valor da resisténcia
era alto (100M€?) e quando elas contrafam ao mesmo tempo, a resisténcia cafa (20M€2).
Dessa forma, confirmou-se que a baixa impedancia existente entre as células tornava a
comunicacao entre elas eficiente (Clapham et al., 1980).

O mecanismo de LCIC tém a capacidade para amplificar a informacao recebida,
pois uma pequena entrada do fon de Caélcio na célula leva a uma grande elevagao da
concentracao de Caélcio presente no citoplasma. A elevacao do Calcio no citoplasma
contribui para que, num mecanismo de “feedback” positivo, ocorra uma maior ativacao dos
RyRs, elevando, assim, rapidamente a concentragao de Calcio intracelular livre (Niggli,
1999).

Um questionamento que se faz é sobre como a LCE nos midcitos individuais pode
causar uma despolarizagao da membrana suficientemente grande para provocar um pulso
ectopico que se propague por todo o miocardio, particularmente porque normalmente
uma corrente de despolarizacao local deve ser absorvida pelos midcitos vizinhos ligados
eletricamente que funcionam como correntes conhecidas como sumidouros (Xie et al.,

2010). O miocardio possui correntes sumidouros na tentativa de garantir a homeostase dos
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cardiomiécitos que o compoem. Consequentemente, foi sugerido que a atividade, em vez de
surgir em midcitos ventriculares individuais, origina-se no sistema Purkinje, que tem uma
fonte menor-coletor em relagao a rede ventricular 3D (Herron et al., 2010). Assim, é incerto
afirmar como as arritmias focalmente ativadas podem originar a partir do miocardio
ventricular. Brunello et al. (2013) demonstrou que a mutagao na proteina calsequestrina 2
(CASQ2) conhecida como mutacao C'ASQ2133? que provoca uma redugao da desativagao
do Receptor Rianodina do tipo 2 (RR2) que ocorre através da dependéncia da quantidade
de Célcio armazenada no RS. Tal reducao altera a refractariedade da liberacao de Célcio,
0 que por sua vez proporciona um mecanismo para a sincronizacao de LCEs, PDAs e
contragoes diastélicas (CDs) através do miocardio intacto.

Conforme o demonstrado por Maltsev et al. (2011) em células de marcapasso com fortes
alteracoes de Calcio, a alta sincronicidade do disparo espontaneo de locais de liberagao é
atribuivel & sincronizacao de periodos refratarios. Assim como foi verificado por Brunello
et al. (2013) o atraso de tempo de 200 ms antes do primeiro LCE em cardiomiécitos
C ASQ2%33R proporciona uma métrica consistente de RR2 com o periodo refratdrio. Em
contrapartida, as LCEs em cardiomidcitos normais denotados por cardiomiécitos WT,
ocorrem de forma mais aleatoria com um tempo mediano de 751 ms, que ¢é nitidamente
bem mais longo em relacdo aos cardiomidcitos CASQ2%33Q. Com base em trabalhos
anteriores de Maltsev et al. (2011), o aumento da sincronicidade dos eventos de liberacao
nas células CASQ273Q poderia ser atribuido a uma maior magnitude de liberacdo
de Calcio através dos RR2s e/ou propriedades refratdrias de RR2s o que facilita a
Liberacao de Célcio induzida por Calcio (LCIC). Foi visto também que a amplitude em
cardiomiécitos CASQ2733? diminuiu comparada & amplitude dos cardiomiécitos WT,
uma alteragao na refractariedade da liberagao é o fator provavel por tras do aumento da
sincronicidade de uma LCE.

Diante de varios experimentos realizados por Brunello et al. (2013) é possivel concluir
que a contracao estimulada (CE) é maximamente sincronizada pelo estimulo elétrico. Para
determinar a sincronicidade intrinseca dos CDs Brunello et al. (2013) fez uma comparagao

da amplitude dos CDs com a das CEs. Observou que o pulso de CDs é similar ou até
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mais elevado do que CEs. Isso sugeriu que a maioria dos CDs recruta a grande maioria
das células musculares e provavelmente estao associadas a um PA ectépico.

Brunello et al. (2013) mostra que a dinamica temporariamente uniforme estimulada
pela liberacao/recaptacdo desempenha um papel chave na sincronizagdo de LCEs e
no miusculo CASQ273Q. As ondas de Ca sdo capazes de cruzar os limites celulares
aparentemente através das jungdes gap (Lamont et al., 1998). Desta forma, pode-
se afirmar que para a LCE ser a causa da arritmia, deve gerar um PA ectdpico que
desencadeia a patologia.

Di Barletta et al. (2006); Terentyev et al. (2003) mostraram que a mutacio C ASQ27339Q
e outras comprometem a regulagao de RyR e causam CDs e PDAs nos cardiomidécitos.

O alinhamento temporal de LCE pode proporcionar uma base para a sincronizacao da
sinalizacao de Calcio proarritmica no miocardio, como observado anteriormente por Stern
et al. (1983).

Mais uma vez os estudos de Brunello et al. (2013) revelam que LCEs e CDs ocorreram
de forma muito regular em cardiomiécitos CASQ2%33% porém nos cardiomiécitos WT
pareciam muitos aleatérios. Notavelmente, a maioria dos CDs tinham caracteristicas de
amplitude e duracao semelhantes as das contragoes provocadas pela estimulagao elétrica.
Isto sugere que semelhente as CEs a maioria das CDs envolveu despolarizacoes rapidas
de muitas células dentro do tecido e provavelmente esta associada a um PA ectépico.
Essa afirmacao foi confirmada diretamente pelo monitoramento intracelular de Calcio
e por imagens do potencial da membrana (MP) na preparagdo muscular e também
com microscopia focal. Essas experiéncias revelaram que a sincronizacao de LCE em
cardiomiécitos foi realmente capaz de originar a atividade desencadeada. Tomados em
conjunto, os dados demonstram a capacidade da LCE se sincronizar no musculo ventricular
e assim desencadear atividade ectopica.

Como o sugerido por Maltsev et al. (2011), a refractariedade da sinaliza¢ao de Célcio
prejudicada aumenta a propensao dos locais da liberacao a disparar de forma mais
sincronizada facilitando LCIC e o recutamento de locais vizinhos. Isto resulta em uma

transicao de eventos de liberagao local espontanea para ondas globais em células propensas
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a liberar Célcio (Knollmann et al., 2006).

2.9 Fisiopatologias Cardiacas

A arritmia cardiaca é uma das fisiopatologias responsaveis por diversos distirbios
cardiacos, ocorre quando as contragoes do coracao nao estao sincronizadas corretamente.
Pode provocar fibrilagoes, infartos e etc. A Fibrose é uma heterogeneidade acentuada e
pode ser observada em areas de fronteira de infartos cicatrizados com algumas cadeias
de midcitos misturados com areas que possuem grande parte fibroblastadas ou regices de
midcitos apoptéticos (Dispersyn et al., 2002; Wong et al., 1982). A fibrose pode aparecer
em varios formatos, podendo possuir algumas células condutoras misturadas a células nao
condutoras. Dependendo da quantidade de fibrose ha propagagao ou nao por aquela area,
no trabalho de Alonso and Bér (2013); Gouvéa de Barros et al. (2015) eles comentam
sobre a existéncia de um labirinto e muitas vezes uma propagacao natural pode ficar
presa neste labirinto e gerar um novo estimulo para o tecido (S2). E assim como pode ser
visto na pesquisa de Alonso and Bar (2013) regioes fibréticas aumentam a probabilidade

de ocorréncia das reentradas.

2.9.1 Alteracoes nas correntes iomicas e mutacoes genéticas

Pés despolarizagoes atrasadas (PDAs), ou também conhecidas por DAD, do inglés
(delayed afterdepolarizations) ocorrem devido a LCE que acionam a corrente Iycx
Para além dos EADs do inglés (early afterdepolarizations) que ocorrem durante o plato
ou repolarizacao do PA, os PDAs sao despolarizagoes temporarias que ocorrem apdés
repolarizacao completa do sarcolema. Acredita-se que o evento inicial que leva a um
PDA consiste numa LCE a partir do RS. Este aumento no calcio citosélico conduziria
entao a uma subita ativacao da corrente interna trocadora NCX, que despolarizaria
a membrana sarcolemal para um potencial de onde um novo PA espontaneo (PAE)
é acionado. De acordo com esta hipotese, quanto maior a expressao de NCX, mais

facilmente um determinado evento espontaneo de liberacao de calcio se traduzird em
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DAD ou até PAE. De fato, sob condigoes basais, observa-se eventos de LCE em tanto em
cardiomiécitos de camundongos normais (WT) quanto de camundongos trangénicos com
mutacao NCX (NCX-Tg). PAEs sao observados exclusivamente em camundongos com
mutacao NCX. Em cardiomidcitos mutados a hipétese de que a probabilidade da LCE a
partir do RS se traduzir em DADs depende do nivel de expressao NCX. Os dados de Pott
et al. (2012) mostraram que mesmo sem a reducao da corrente de K ou outras alteragoes
observadas em insuficiéncia cardiaca, o aumento da expressao da bomba NCX é suficiente
para aumentar a probabilidade de PDAs. Em seu estudo Pott et al. (2012) mostra que na
presenca de isoproetrenol o nimero de eventos de PDAs aumenta em ambos os gentipos

(cardiomidcitos WT ou NCX-Tg ) como pode ser visto na Figura 2.10.
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Figura 2.10: PCEs, PDA e PAE. Adaptado de (Faber and Rudy, 2007)

2.9.2 Propagacao de PA’s pelo miocdrdio

O nodo sinoatrial tem a funcao de gerar impulsos cardiacos normais sincronizados.
Estes impulsos dao inicio ao processo elétrico de excitacao dos cardiomidcitos e eles geram
o Potencial de Agao (PA). Sabe-se que os meios intra e extracelulares possuem uma
dissociacao ionica de sais. A membrana celular separa os meios intra e extracelulares e
no estado de equilibrio o PA assume valores em torno de -80mV.

Na Figura 2.11 pode-se acompanhar o ciclo que corresponde ao bombeamento
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do sangue pelo coracao. Dividindo o ciclo em partes para compreender o esquema
representado pela Figura 2.11 temos na parte 1: o sangue desoxigenado chega do corpo
pelo atrio direito; parte 2: o sangue recebido pelo atrio direito é bombeado para o
ventriculo direito; parte 3: do ventriculo direito ele é bombeado aos pulmoes para o
processo de oxigenacao; parte 4: o sangue oxigenado oriundo dos pulmoes chega ao atrio
esquerdo; parte 5: do atrio esquerdo o sangue oxigenado é bombeado para o ventriculo
esquerdo; parte 6: do ventriculo esquerdo o sangue é bombeado para aorta com sentido

ao cérebro e todo o restante do corpo.

O sangue oxigenado ,
é bombeado em O sangue é bombeado para os
sentido ao cérebro e pulmdes para oxigenagao

todo o restante do
corpo.

Sangue oxigenado
oriundo dos pulmées

Artérias

Aorta

Nodo
Sinoatrial

(Marcapasso) ~ Valvulas

Artérias
Coronarias

Sangue
desoxigenado
oriundo do corpo

Valvulas

Fibras de Purkinje.

Figura 2.11: Coracao. Adaptado de Magalhaes (2014)

Pode-se caracterizar e dividir as fungoes do coragao por fungoes mecanicas, elétricas
e bioquimicas. O bombeamento do sangue é uma fungao mecanica que também pode ser

dividida por sistoles (contragoes) e didstoles (relaxamentos).

2.9.83 Caracteristicas da Fibrose no tecido cardiaco

Uma regiao do tecido cardiaco com fibrose difusa pode desencadear extrassistoles no
tecido, nas segoes a seguir é possivel compreender alguns detalhes sobre este fenomeno.

De acordo com os experimentos de Shiferaw et al. (2012) com base na imagem fisica,
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a distribuicao de tempo da probabilidade até o primeiro evento de propagacao de
LCE (conhecida por primeira distribuicdo da laténcia) determina como as ondas de
Calcio sao coordenadas entre as células do tecido. Para quantificar essa distribuicao de
probabilidade, a média e a primeira distribuicao da laténcia foi medida por Wasserstrom
et al. (2010). Verificou-se assim que essas quantidades diminuiram com o aumento da
taxa de estimulacao da concentracao externa de Célcio explicando a laténcia reduzida
e o aumento da sincronizagao de LCE em grandes populagoes celulares. A quebra de
onda elétrica de um PA natural ocorre quando a excitagao ectopica se propaga no tecido
cardiaco com uma distribui¢do de um PA nao uniforme (DPA). Em particular, se houver
grandes gradientes em DPA, entdo uma excitagdo desencadeada (aquelas que ocorrem
devido aos eventos de LCIC) pode se propagar em uma regiao onde ocorreu um DPA
curto, enquanto o bloco ocorre em uma regiao refrataria apés um DPA longo. As ondas
desencadeadas podem levar a uma distribuicao heterogénea de DPA, uma vez que ocorrem
durante um PA, e portanto, alteram significativamente o DPA numa fase de batimento
a batimento. Assim, se uma regiao de tecido exibe uma fracdo maior do que a média
de ondas desencadeada numa determinada batida, entao a DPA nesta regiao pode ser
significativamente maior do que nas regioes vizinhas. Outro mecanismo para a formacao
de um substrato de DPA heterogéneo é que, uma vez que o Célcio e a tensao sao acoplados
bidirecionalmente, as ondas desencadeadas desestabilizam a resposta peridodica do DPA.
Este efeito, em seguida, ira alimentar de volta cdlcio para a proxima batida, uma vez que
um maior DPA em uma préxima batida tendera a levar a reducao da corrente que passa
pelo canal de Célcio do tipo L. Além disso uma onda de célcio induzida ira esgotar o RS
e impedir a liberacao do fon na préxima batida.

Desta forma espera-se que uma onda desencadeada interrompa a dinamica de Calcio e
a tensao em condigoes de estimulagao rapida. No ajuste do tecido, isso levara a gradientes
espaciais no DPA, uma vez que diferentes células irao responder de forma diferente o
ritmo rapido, impedindo a sincronizacao espago-temporal da tensao e da resposta do
calcio. Esse mecanismo é semelhante ao alternativo espacialmente discordante de DPA,

onde uma regiao do tecido se alterna em um padrao longo-curto-longo-curto, enquanto
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uma regiao vizinha se alterna de fase (curto-longo-curto-longo). Sendo assim, espera-se
um padrao dinamico ainda mais complexo, uma vez que as ondas desencadeadas irao
perturbar a resposta nao linear da tensao e do ciclo de célcio.

Além disso, Pumir et al. (2005) relata que a geragdo de arritmias ectdpicas esta
associada a uma transicao da atividade ectopica de células individuais para propagacao
lenta de ondas com essas caracteristicas. Estas ondas englobam um grande nimero de

células (de dezenas a centenas), mas permanecem confinadas a érea local de lesao.

2.9.4 Heterogeneidades

Alonso et al. (2016b) afirma que o coragao possui areas nao conectadas, nao condutoras

de estimulos elétricos. A Figura 2.12 a seguir ilustra como seria uma regiao fibrética do

miocardio.

™
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Figura 2.12: A regiao do tecido em vermelho representa as células saudaveis e
condutoras, a regiao em azul representa a fibrose representando as células apoptoticas e
nao condutoras. Adaptado de (Danciu et al., 2014)
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A questao da heterogeneidade é frequentemente discutida no contexto da formacao de
reentrada (Ursell et al.; 1985). Entretanto, seu papel nas arritmias ectépicas permanece
mal compreendido. Pumir et al. (2005) classifica a quantificacdo da heterogeneidade da
rede como um fator na iniciacao de ondas ectopicas. Concluindo que, experimentalmente,
nao é possivel eliminar as diferencas intrinsecas existentes entre os miécitos individuais ou
na forma como eles sao acoplados aos seus vizinhos imediatos. Teoricamente, no entanto,
é possivel.

Pumir et al. (2005) conclui que a heterogeneidade diminui o limiar de automaticidade
e que, em condigoes de acoplamento idénticas, é necessario um aumento muito menor
na automaticidade para gerar atividade de rede. Similarmente, em condigoes de
automaticidade idénticas, uma gama muito mais vasta de valores de acoplamento
estd associada a ondas ectépicas espontaneas. Os estudos de Alonso et al. (2016b)
demonstraram que em simulacoes de modelos discretos bidimensionais de tecido cardiaco,
uma onda ao atravessar uma regiao fibrética e heterogénea pode produzir reentrada e
atividade ectopica transitéria ou persistente desde que a fracao de conexoes condutoras
esteja logo acima do limiar de percolacao. Microfibrose é conhecida devido a escala
microscopica das heterogeneidades (Jacquemet and Henriquez, 2009; Campos et al., 2013).
Segundo (Alonso et al., 2016b), a fibrose aumenta a vulnerabilidade do ritmo acelerado.
Ela entre outras heterogeneidades microestruturais podem facilitar o a formagao e
sustentacao de reentradas, e o mesmo ocorre no caso da fibrilacao. Pode-se concluir
que em simulacoes bidimensionais de células marcapasso, se apenas um unico estimulo é
usado, as interagoes usuais entre ondas subsequentes nao estao presentes. Desta forma é
possivel relacionar a génese das microrentradas dentro da fibrose com a heterogeneidade
especifica do tecido, isto é com a microestrutura em vez de com caracteristicas funcionais

(como as interagoes de ondas).

2.9.5 Espirais

A geracao de atividade espiral em meios excitaveis tem sido estudada extensivamente

por Pumir et al. (1994); Winfree (2001); Chen et al. (1997). A formacao in vivo de
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ondas espirais também foi observada por Allessie et al. (1977); Davidenko et al. (1992);
Efimov et al. (1999). A novidade do estudo de Pumir et al. (2005) é o fato de que
existe atividade espiral na definicao das regioes de espaco onde a mesma pode ser gerada
espontaneamente. Seus estudos numéricos sugeriram, e os experimentos confirmaram, que
as espirais do sistema observado podem ocorrer através de dois mecanismos diferentes
dentro de duas regioes diferentes do espaco funcional uma que é considerada como fontes
ectopicas propagando versus ontes ectdpicas nao-propagando. O tamanho fisico da rede é
considerado um fator essencial. Foi possivel verificar que existem semelhancas e diferencas
importantes entre estes dois casos. As similaridades incluem um evento real que inicia uma
espiral. E um fenomeno, bem descrito no passado, quando uma frente de onda continua
interage com detritos. Na pesquisa realizada por Pumir et al. (2005), a frente de onda vem
do que é chamado de fonte ectépica de propagacao. Os detritos sao: um agrupamento
ectépico nao propagante (caso A) ou uma onda ectépica que esta sendo desligada a medida,
que aumenta o acoplamento celular (caso B). Outra semelhanca entre os casos A e B é a
natureza probabilistica da formacao espiral. Especificamente, embora em ambos os casos
as espirais possam acontecer nestas regioes do espaco de parametros, sua ocorréncia real
dependera de uma distribuicao particular de células heterogéneas. A principal diferenca
entre os casos A e B é que no caso de atividade espiral em B é um resultado de uma
transicao, com a taxa de transicdo desempenhando um papel essencial. A geracdo e o
desdobramento em espiral de acordo com os autores Panfilov and Hogeweg (1993), Karma
(1993), Bér and Eiswirth (1993) e Fenton et al. (2002) tem sido extensivamente estudado
pela modelagem computacional como pode ser visto nos trabalhos de Qu et al. (2006) e
Alonso et al. (2016a). A geracao de uma onda espiral pode resultar do impacto de uma
batida ectépica: um estimulo adicional prematuro (Alonso et al., 2016b) que gera uma
segunda onda que interage com a onda sinusal (Alonso et al., 2009) dando origem a uma
onda espiral (Qu et al., 2006). Um segundo mecanismo comum para a geragao de onda
espiral é a alternancia cardiaca, a alternancia de pulsos curtos e grandes em resposta a

uma estimulagao de alta frequéncia (Alonso et al., 2016a; Pastore et al., 1999).
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2.9.6 Zona Peri-infarto

As extrassistoles podem ser desencadeadas por regites do tecido cardiaco que possuem
uma morfologia mista de um meio de duas fases composto de condutores (midcitos
sauddveis) e materiais ndo condutores (fibrose difusa), conhecida como Zona Peri-infarto
(ZP). A mistura dos meios pode formar labirintos por onde pode ocorrer a propagagao
de PAE’s. A regiao ZP pode ter diferentes topologias de labirintos e circuitos intrincados
podem ser formados permitindo a ativacao sustentada, por meio de reentradas. A
atividade elétrica gerada dentro da ZP pode cruzar esta regiao e propagar para partes
saudaveis do miocardio, de forma continua ou transitoria, gerando batimentos ectopicos.
A regiao isquémica se torna uma fonte anormal de estimulos de ritmo rapido, ou seja, um

marca-passo ectépico (Oliveira et al., 2018a).
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3 Modelagem Matematica

A modelagem matematica a nivel celular precisou de varias adaptacoes para simular
o PAE. As proximas se¢oes foram elaboradas com a finalidade de esclarecer um pouco o

processo da modelagem desenvolvida até chegar na microestrutura do Funil Selado.

3.1 A implementacao de Magalhaes (2014)

Magalhaes (2014) implementou uma versdo reduzida e simplificada do modelo de
Bondarenko (2014). Considerou todas as 102 Equagoes Diferenciais Ordinarias (EDOs)
associadas a parte da eletrofisiologia, mas manteve as constantes de concentracao de
espécies bioquimicas relevantes, isto é, independentemente do tempo, sem as EDO’s
implementadas por Bondarenko (2014). Portanto, para simular os efeitos da aplicacao
de 1.0 micromolar (M) de ISO assumindo concentragoes de acordo com Bondarenko
(2014) em que as concentragoes correspondentes da subunidade catalitica de PKA na
caveolae (responsavel pela fosforilagao), extracaveolae e compartimentos citosolicos (cyt)
sao ajustados para 0,38 puM, 0,78 uM e 0,3 uM, respectivamente. Uma das proteinas
responsaveis pelo processo de desfosforilagao é a PP1 e ela estd localizada na caveolae(cav)
e extracaveolae (ecav), outra delas é a PP2A que estd localizada na caveolae e no citosol,
as concentragoes utilizadas foram respectivamente: [PP1] cav = 0.1 uM, [PP1] ecav =
0.1 uM [PP2A] cav = 0.1 uM e [PP2A] cyt = 0.0607843 pM. A concentragao total de
fosfatase foi ajustada para [PP] cav = 0.2 uM. Estas proteinas assumem estes valores
na presenca de 1.0 pM de ISO, tal como descrito descrito na Figura 15 do documento

original de Bondarenko (2014).
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Figura 3.1: Variagao das concentracoes das subunidades cataliticas PKA durante o
tempo. A linha fina representa a concentracao: na caveolae, a linha tracejada na
extracaveolar, a linha pontilhada nos compartimentos citosolicos, e a linha sélida em
negrito representa todo o volume da célula. A concentracao foi observada apds a
aplicagao de 1uM de Isoproterenol. Adaptado de Bondarenko (2014)

Apés a adaptacao Magalhaes (2014) realizou uma modelagem baseada em Chen et al.
(2011) para modelar o PAE, detalhes sobre este modelo celular podem ser vistos na se¢ao
de Apéndice A3. O presente estudo reformula algumas partes desta modelagem conforme

a secao a seguir:

3.2 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 matemético russo Andrei Andreyevich Markov. Um Processo
Estocastico é definido como uma cole¢do de varidveis aleatérias X () indexadas por um
parametro t > 0, geralmente este parametro é entendido como tempo. Isto é, para cada
valor ¢t > 0, X () é uma varidvel aleatéria tomando valor em um conjunto £, denominado
de espaco de estados. Geralmente, a varidvel aleatoria representa o estado do sistema de
interesse no instante .

Um processo estocastico X (t) é chamado de Cadeia de Markov se o espago de estados
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E ¢ discreto e satisfaz a seguinte propriedade, denominada propriedade de Markov:

P[X(tk_H) = Xk_,_l‘X(tk) = xk,X<tk_1) = Tk—1, X(tl) = l‘l,X(to) = .CE()] =

P[X(te+1) = 1| X (8) = @], (3.1)

para todo, k € N, tg < t; < ...ty < try1 e estados xg, 21, ..., Txr1 € E. Em relacao ao
tempo, uma cadeia de Markov pode possuir tempo discreto se ¢ é finito ou enumeravel, e
tempo continuo é o caso contrario. Resumindo-se na ideia de que os estados anteriores,
Xg—ny -y Xp_2, Xp_1 sao irrelevantes para a predi¢ao do estado seguinte Xy, 1, desde que
o estado atual X} seja conhecido. Na cinética de canais ionicos, a cadeia de Markov é uma
cadeia de parametro continuos que permite observar um fenémeno durante o tempo de
sua duracao, o espago 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 (propriedade de Markov) (Kochetkov et al., 1999; Rothberg
and Magleby, 1999). A cinética dos canais i6nicos 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 (3.2) mostra um modelo de Markov mais simples para que se possa entender
melhor a modelagem da cinética dos canais i6nicos. No modelo em questao, um canal
i6nico pode estar em um de trés possiveis estados: aberto (O), fechado (C) ou inativo
(I). Uma vez que o canal entrar no estado inativo, o mesmo nao podera retornar para os

estados aberto ou fechado.

Figura 3.2: Cadeia de Markov com 3 estados. Adaptado de Keener and Sneyd (1998).
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Seja i, o e ¢ as proporcgoes de canais ionicos do ion 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

il —(A)e—= (1= A)c+ (B)o

do

= = (Ae—(Bjo—(1=-B)o

di

= = (1— A)c+ (1 — B)o, (3.2)

onde, A, B, (1-A) e (1-B) sao as taxas de transigao 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 nimero muito maior
de estados. Tamanha complexidade demanda o ajuste de uma grande quantidade de

parametros (taxas de transi¢ao), os quais s@o ajustados com dados experimentais.

3.3 Simulacao estocastica de LCEs

Para simular a LCE de forma estocéstica acoplando o modelo de Chen et al. (2011) ao
modelo de Morotti et al. (2014), e a célula foi particionada em 150 sarcomeros. Também
foi criada uma nova variavel Jiperacao, que corresponde ao fluxo extra que o RS libera,
devido a indugao por intermédio de PCEs. Para isto viu-se a necessidade de calcular taxas
de liberacao espontanea e de influéncia do vizinho para que o novo fluxo Jiperacao, €steja
ativo ou inativo na mesma propor¢ao em que os sarcomeros se ativam ou se inativam.

Foi criada uma fungao Espontaneo() que calcula o nimero de sarcomeros abertos ou
ativos nysa naquele dado instante de tempo de acordo com a taxa representada pela
Equagao (3.5). Apéds o calculo de nyga que varia de 0 a 150, o fluxo de Jyuperacaoy €

atualizado de acordo com a seguinte Equacao:

Jiveracaos = (V1 X (Nnsa/150) % ([Calrs — [Cal;)). (3.3)
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onde v; = 0.1565 é um ajuste para amplitude do PAE, [Ca|gs é a concentracao de
Ca** no espago juncional do RS, [Cal; é a concentragdo de C'a®t no subespago do RS.
Esta Equagao foi baseada na Equagao Jyeeqse de Morotti et al. (2014). Apds a atualizagao
de Jiiberacao, €le é acrescentado ao Jyeeqase 00 calculo de [Cal; e subtraido do calculo de

[Ca]gs. E assim

Jliberacao = (Jliberacao + JliberacaOQ)- (34)

A fungao Espontaneo() calcula o valor de nyga de acordo com a varidvel 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(nysa) 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(nysa) X dt o valor
de nyga € incrementado.

Os sarcomeros sao desativados quando nyga for maior do que 0 e se o tempo atual
menos o tempo do inicio da ativagdo dos sarcomeros (tauar — tinicial) > Ta, OU seja, se isto
ocorrer nyga = 0 , onde 74 = 60ms ¢ 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:
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Figura 3.3: Diagrama de estados que representa a ativacao e desativacao dos 150
sarcomeros. A taxa A(nyga) € a taxa de ativagao, calculada pela Equagao (3.5). A taxa
1(150) corresponde a taxa de desativagao dos sarcomeros, que desativam-se todos ao
mesmo tempo. p(150) é igual a % como serd visto posteriormente.

O célculo da taxa A(nyga) foi efetuado com base no diagrama de estados a seguir
Figura (3.3), em termos da modelagem da cadeia de Markov N = N(t),t > 0. A varidvel
N(t) representa o numero de sarcomeros abertos da estrutura celular, e toma valor no
espago de estados £ = {0,1,...,150}, cujas taxas de transicdo sado dadas através do
diagrama Figura (3.3). De acordo com o diagrama a taxa de ativagdo espontanea mais a

taxa de ativagao via influéncia do vizinho é dada por:

/\(nNSA) = (150 — nN,S’A) X FS + (150 - nNSA) X LCE[\/. (35)

A desativacao dos sarcomeros € feita de forma deterministica por enquanto, todos eles sao
fechados de acordo com um tempo médio de duracao do transiente de Ca®" espontaneo.
Para o modelo de Morotti et al. (2014) a taxa correspondente ao tempo médio 7, = 60ms
do PCE foi ajustada para p(150) = T—ld A taxa de abertura espontanea foi escolhida de
acordo com a taxa I'y do modelo de Chen et al. (2011) Equacao (A.1). No modelo de

Chen et al. (2011) a taxa foi escolhida de acordo com dados experimentais de coelhos,
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entretanto como o modelo de Morotti et al. (2014) ¢é para camundongos e foram feitos
ajustes para reproduzir os dados experimentais de Brunello et al. (2013), como pode ser

observado na Equacao 3.6 a seguir:

0 se r < min

I, = (3.6)

6,498 x 107? se x > max,
onde os valores de max = 1700 e min = 1000 foram estipulados para ajuste de
parametros. Para o cdlculo da taxa de influéncia dos vizinhos denominada por, LC' Eyy,

foram realizados os seguintes calculos:
LCE[V =mpnsa X (1/Tw> X p, (37)

onde myg4 € o numero 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 Ca®* 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 (A.2)
e (A.4) respectivamente, conforme Chen et al. (2011). O célculo de myga é realizado de

acordo com a expressao:

2

mp—_ (3.8)

mysaA = (N

nysa corresponde ao nimero de sarcomeros abertos.

A sec@o a seguir explica como foi feita a estimativa da taxa mysa, Equagao (3.14).
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3.4 Estimativa do numero de sarcomeros vizinhos
ativos adjacentes: myga

Para fazer a estimativa para o cdlculo do nimero de sarcomeros vizinhos ativos
(ou abertos) adjacentes de um sarcomero inativo (ou fechado) foi considerada apenas
a segunda hip6tese da modelagem realizada anteriormente por Magalhaes (2014) que serd,
denominada como hipétese de ativacao dos sarcomeros, considerando que se 1 vizinho é
ativado todos os outros tem probabilidade de se ativar por influéncia deste que foi ativado
inicialmente e isso pode ocorrer em blocos. Imagine 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 3.4. Suponha agora que todos os
sarcomeros ativos estao proximos, sendo N o ntmero de sarcomeros e nysa 0 numero de

sarcomeros abertos.

N

Q

i
)
QOO O

Figura 3.4: Representacao do bloco de sarcomeros vizinhos ativos.

Para este caso o cdlculo é bem simples: i) Se x < 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, entado o sarcomero fechado possui dois vizinhos abertos. O nimero
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esperado de vizinhos abertos de um sarcomero fechado escolhido de forma aleatoria é:

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

2 x P(dois vizinhos abertos). (3.9)

Sabe-se que:

(

Ngfg—“f se 0<nysa<N-—-1
P(zero vizinhos abertos) = < e (3.10)

0 Se nNSA:N—l
\

e?
.
2
— se 0<nyga<N—1
P(um vizinho aberto) = Nomvsa (3.11)
0 S€e NysaA = N -1
\
e7
0 se O<nysa<N-—-1
P(dois vizinhos abertos) = (3.12)
1 se nnNsa = N -1
Portanto,
2
— se 0<nysga<N-—-1
mysa = Nonasa (313)
2 S€ NMysaA = N — 1,
Ou melhor:
2 (3.14)
m = — )
NSA (N —iwsn)

em que N = 150, dado que 1 sarcomero foi ativado espontaneamente, ele possui 149
vizinhos a serem ativados.

Substituindo a Equagao 3.14 na Equacao 3.5 tem se:
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2
A(nxsa) = (150 — nyga) x Ty + L. (3.15)

Tw

Sabendo que p é a Equacgao A.4 é a probabilidade da influéncia do vizinho e a Equagao
3.15 é a probabilidade total de ativacao de um sarcomero, levando em conta a ativagao

espontanea e a influéncia dos sarcomeros vizinhos.

3.5 Velocidade de propagacao do Potencial de Acao

Para avancar os estudos partindo do modelo celular para o tecido € preciso dar atencao
a velocidade de propagacao, a condutividade e outras particularidades da simulagao em
mais de uma dimensao. De acordo com Keener and Sneyd (1998) a geracao e propagagao

do potencial de acao foi descrita usando a seguinte equacao diferencial:

ov

Cma

= Lion + Lyyim + DAV (3.16)

onde (), é a capacitancia da membrana, V é o potencial transmembranico, I, é
o potencial externo da corrente transmembranica aplicada, [;,, ¢ a soma de todas as
correntes ionicas transmembrana e D é o coeficiente de difusao. O modelo de Ten Tusscher
and Panfilov (2006) usa D = 0,00154cm?/ms em simulagoes 1D e 2D para obter uma
velocidade de condugao planar méxima (CV) de 68cm/s consistente com as medigoes de
tecido ventricular humano de Taggart et al. (2000). A modelagem realizada neste estudo
foi desenvolvida baseada em camundongos, portanto a velocidade de propagacao do PAE
a principio fica um pouco distante de 68cm/s, a seguir sera possivel verificar os resultados

obtidos.
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4 METODOS USADOS PARA AS
IMPLEMENTACOES E
SIMULACOES

4.1 Implementacao e Ambiente Computacional -
Modelos Celulares

As simulagoes foram executadas em um processador Intel Core i7 (1.6 GHz, 8 GB
RAM). O modelo de Bondarenko (2014) foi implementado 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 da interface
SUNDIALS, que é uma biblioteca especifica para a resolucao de EDOs .

Primeiramente é importante destacar que a implementacao do modelo deterministico
realizada no trabalho de Magalhaes (2014) foi utilizada para dar sequéncia nas
implementacoes posteriores. A seguir é possivel observar o Algoritmo 1 que corresponde
a implementagao da adaptagdo do modelo de Bondarenko (2014) realizada por Magalhaes

(2014).

Algorithm 1 Pseudocddigo Bondarenko Deterministico.
inicializa o dt e o tempofina ;
inicializa parametros e as condigoes iniciais das EDQO's;

enquanto t < tempoyinal faca
calcula o lado direito das EDO’s;

resolve as EDO’s;
t+=dt;

fim
retorna solucao do sistema de EDQO's

E possivel compreender melhor como foi feita a implementacao ao visualizar o



70

pseudocodigo da resolugao do modelo celular, Algoritmo 2, que contém o célculo da

liberacao espontanea de forma estocéstica.

Algorithm 2 Pseudocddigo Bondarenko 1.
inicializa o dt e o tempofina ;
inicializa parametros e as condicoes iniciais das ED(O's;

enquanto t < tempoyinal faca
calcula o lado direito das EDQO’s;

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

atualiza Jiperacao, de acordo com o calculo de nyga;

resolve as EDO’s;

t-+=dt;

fim
retorna solucdo do sistema de EDQO’s

Como ja foi dito anteriormente o calculo estocastico de sarcomero ¢ realizado de acordo

com a func¢do Espontaneo(), a seguir podemos observar o Pseudocédigo (3):

Algorithm 3 Pseudocédigo de Espontaneo ().
calcula p(z) = {tanh[\(x — limiary] + 1}/2;
calcula LCEy = myga X (1/7,) X p;

se x < limiar,
calcula I'y = 5 o
2x107° se x > limiar;

calcula A(nysa) = (150 — nysa) X I's + (150 — nyga) X LCEpy,
calcula ran < célculo aleatério entre [0,1];

calcula A(nyga) X dt < se nygsa < 150 && ran < A(nyga) X dt entao
‘ NNsA+-+;

fim

se nysa > 0 && (tatuar — tinicial) > T4 €entao
‘ nynsa = 0 ;

fim

retorna o valor de nysa

4.2 Implementacao e Ambiente Computacional -

Modelagem do tecido - 2D

A realizacao da simulacoes no tecido cardiaco foram realizadas através do programa

de computador MonoAlg3D. Este programa pode ser utilizado para resolver a equagao
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do Monodominio em até 3 dimensoes, usando o Método dos Volumes Finitos e foi
desenvolvido por Oliveira et al. (2018b). O modelo celular adaptado por Magalhaes (2014)
foi configurado no MonoAlg3D com a finalidade de reproduzir extrassistoles numa regiao
do tecido com fibrose difusa. Nas préximas segoes ha alguns detalhes sobre o MonoAlg3D

e outras caracteristicas das simulacoes no tecido.

4.2.1 MonoAlg3D

Oliveira et al. (2018b) relata em seu trabalho que a onda elétrica propaga no coracao
através de intimeros processos biofisicos e quimicos que matematicamente sao sistemas
nao lineares de alta complexidade. Um fenomeno multiescala que permite compreender
o movimento ionico e conformacao dinamica de proteinas e fendmenos centimétricos, em
nanoescala, associado a contracdo do coragao inteiro (Oliveira et al., 2018b). Quanto
mais préoximo da realidade se deseja chegar mais complexo se torna o modelo matematico
e mais cara é computacao envolvida. As modelagens cardiacas utilizadas atualmente sao
descritas por sistemas néao lineares de equagoes diferenciais parciais (PDE) acoplados a um
conjunto nao linear de equagoes diferenciais ordinérias (ODE), resultando em formulagoes
matematicas com milhoes de variaveis e centenas de parametros (Oliveira et al., 2018b).
Afim de reproduzir simulagoes cardiacas cada vez mais precisas, a computacao paralela
e métodos numéricos sofisticados trabalham juntos. Compreender a combinacao dessas
técnicas € algo extremamente importante para que elas trabalhem sempre a favor do

sucesso das simulacoes.

4.3 ADAPTACAO DA MODELAGEM
ESTOCASTICA PARA Bondarenko (2014)

Wasserstrom et al. (2010) apresenta em seu trabalho dados sobre a LCE com um ritmo
cardiaco de 200 ms (conhecido como BCL, do inglés, basic cycle length) relata sobre a
alta variabilidade de ocorréncias de LCE com este BCL. A laténcia é o tempo em que

o primeiro PCE ocorre. O estudo realizado por Wasserstrom et al. (2010) demonstrou
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que a laténcia para as primeiras ondas de SCR diminui e o DP (desvio padrao), da
primeira laténcia também diminui a medida que a concentragao de calcio extracelular
e a taxa de estimulacao aumentam. De acordo com esses fatores o resultado é que a
LCE, entre muitos midcitos, ocorre mais cedo e por um periodo mais curto de tempo,
também a medida que a concentracao de calcio extracelular aumenta. Isso apresenta um
motivo para reduzir o BCL para 200 ms. Ao longo deste trabalho, os testes realizados
anteriormente foram com um BCL de 1000 ms. A simulagao computacional no tecido
¢ muito cara. Portanto, para que se tornasse possivel observar fenomenos no tecido,
tornou-se extremamente necessario ajustar o modelo celular com um BCL de 200 ms,
para que fosse viavel realizar uma simulacao no tecido de aproximadamente 1000 ms.
A modelagem estocastica usada por Magalhdes (2014) anteriormente, foi aplicada em
Bondarenko (2014) e o préximo passo deve ser a adaptacao do BCL, com uma frequéncia
de 5 Hz. Um conjunto de variagao nos parametros ocorre até mesmo quando se trata do
limiar da concentracao de calcio no Reticulo Sarcoplasmatico. Além dos ajustes apenas
por conta da alteracao do BCL, torna-se de extrema importancia adaptar todas as fungoes
utilizadas de Chen et al. (2011), que foi um modelo desenvolvido para coelhos diferente
da modelagem de Bondarenko (2014) que foi desenvolvida para camundongos. Para fazer
essa adaptacao tornou-se necessario realizar um processo em varias etapas. A primeira
etapa foi o ajuste do modelo celular para o BCL de 200 ms. E possivel comprovar que a
adaptagao realizada mantém as propriedades do modelo original, o que pode ser verificado
no Apéndice A2, que contém a comparacao das curvas das correntes geradas pelo modelo
original e o modelo atual adaptado para 5 Hz. A segunda foi uma série de execugoes do
cédigo afim de verificar se apos a reducao do BCL os dados experimentais de Brunello et al.
(2013) foram realmente reproduzidos e mantidos. Porém, nessa segunda etapa aproveitou-
se também para a verificacao das fungoes estocasticas utilizadas da modelagem de Chen
et al. (2011). Desta maneira foi feita uma andlise de sensibilidade para a verificagao dos
parametros ideais para reproduzir a ocorréncia de Pulsos de calcio Espontaneos em uma
margem de trés por cento a 5 por cento das vezes. Tal andlise de sensibilidade levava em

conta a média e o desvio padrao da frequéncia de ocorréncias dos PCE’s. Além de simular
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aproximadamente 40 vezes 18 tipos de configuracoes diferentes, essas configuracoes foram
esquematizadas para alterar 3 parametros diferentes de maneira combinada. A analise de
sensibilidade sera feita para escolher trés parametros, o primeiro é o limiar da concentracao
de célcio presente no interior do RS, que sera denominado de limiar 1. Chen et al. (2011)
adaptou a Equacao A.1 que varia de 200uM a 2500uM . Esse limiar precisa ser readaptado
para camundongos, uma vez que Chen et al. (2011) é uma modelagem desenvolvida para
coelhos. Além disso tem a reduc¢ao do BCL que implicara na variagdo da concentracao
de calcio do RS. O parametro que corresponde ao limiar da funcao I'y deve ser escolhido
com cuidado e combinado com o limiar da funcao dada pela Equagao A.4 que também
depende do calcio no RS. Pode-se definir como limiar 2, o limiar 1 corresponde a taxa de
ativacao espontanea dos sarcomeros. O limiar 2 corresponde a funcao pc.ssr, Equacao
A4, que representa a probabilidade de ativacao de um sarcomero vizinho. No modelo
de Chen et al. (2011) utiliza-se um limiar de 1000uM, para camundongos serd diferente.

Inclusive essa funcao influencia muito na laténcia também, observe a Figura 4.1

A SCR V¥ Ca SR B SOR, V% Ca ;57

1000 0 ao 0 3000 o 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
CaisR calsr

Figura 4.1: Ajuste da Equagao A.4, em A tem-se o valor da fungao pcqssr versus a
concentracao de célcio no RS de acordo com o ntimero de sarcomeros ativos, usando a
modelagem de Chen et al. (2011). Em B tem-se o valor da funcao adaptada ao limiar da
modelagem de Bondarenko (2014) que varia de 200uM a 1800pM. Em C foi realizada
uma alteragao no limiar, parametro xy, para 750uM. Em D foi realizada uma alteracao
no limiar, parametro z, para 700uM Fonte: Préprio autor(2020).
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A funcao plotada nos graficos da Figura 4.1 é uma funcao sigmoide e pode-se observar
que o valor que ela assume comeca a assumir valores maiores apds uma concentracao de
aproximadamente 700uM. Ao aplicar a mesma fungdo no modelo de Bondarenko (2014)
pode-se perceber que ela comecga a assumir valores mais altos apds o RS estar com uma
concentracao de calcio em torno de 400uM. Apos a realizagao de alguns testes com o
modelo de Bondarenko (2014) ja adaptado para um BCL de 200 ms, verificou-se que
era preciso que a funcao dada pela equacao A.4 assumisse valores mais altos com uma
concentracao de cdlcio menor, isso porque a concentracao de céalcio no RS reduziu muito.
Sendo assim alteramos o parametro xy que corresponde a concentracao de calcio no RS,
o limiar 2 definido neste trabalho. Na Figura 4.1 C e D, é possivel observar como ficou
a curva ao considerar g = 720uM e xq = 320uM. Na Figura 4.1 C a fungao sigmoide
comecou a subir quando a concentracao de cdlcio no RS estava em aproximadamente 400
uM. Ja na Figura 4.1 D a funcao sigmoide comecou a subir quando a concentragao de
calcio estava em aproximadamente 100 M. A Equacao A.1 é uma funcao por partes, que
assume valores diferentes de acordo com a concentragao de calcio do RS. No intervalo em
que comeca a assumir valores diferentes de zero, ela possui uma equacao que corresponde

a uma funcao exponencial:

[, =8x10"Yexp(13,1(x —1))se 1 <z <2,5 (4.1)

A Equagao 4.1 é usada para suavizar a curva, visto que a Equacgao A.1 é uma funcao
degrau. Se usarmos os valores que esta equagao assume para a nova modelagem adaptada,
nao é possivel reproduzir os dados experimentais de Brunello et al. (2013). Para tentar
reproduzi-los, também houve a necessidade de alterar a fungao representada pela Equacao
4.1. A mesma foi substituida por uma fungao constante (retirando a suavizagao da curva).
Esse é o terceiro parametro que esta sendo avaliado na analise de sensibilidade.

A terceira etapa de ajustes do modelo esta relacionada com a laténcia do PCE.
Para ela foi necessario escolher os melhores parametros de acordo com outra analise
de sensibilidade. Simulando o modelo em 40 execucoes para 18 tipos de configuragoes

diferentes. Posteriormente foi necessario montar um grafico de bloxplot para escolher os
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parametros ideais para cada cenario no tecido.
A quarta etapa é a simulacao da modelagem celular acoplada ao tecido usando os

parametros selecionados através da andlise de sensibilidade.
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Figura 4.2: Laténcia. Adaptado de Chen et al. (2011)

Tanto Chen et al. (2011) quanto Wasserstrom et al. (2010) fazem analises da laténcia
em seus estudos. Veja na Figura 4.2 anterior a formacao de um PAE. Eo primeiro
que ocorre apds o bloqueio da corrente de estimulo. Os trés primeiros sao estimulados,
o quarto é o PAE e ocorreu em t = 1800 ms aproximadamente que corresponde a sua
laténcia. Ela é um critério de extrema importancia, que deve ser avaliado para o estudo
em questao com muito cuidado. Ao aumentar a probabilidade de falha cardiaca, seja
pela aumento de LCE, pela mutacao NCX, aumento de céalcio intracelular ou extracelular
tem-se uma tendéncia de reducao da laténcia, ou seja a probabilidade que um PCE, ou
PAE ocorra é cada vez maior e é provavel que ocorra o quanto antes. A modelagem
celular com isoproterenol e a mutacao NCX produz uma laténcia curta, o que é o ideal
para a simulacao que deve ser realizada no tecido. Porém, a frequéncia de ocorréncia de
PCE’s e PAE’s resultante da modelagem celular estava maior do que o que se tém de
dados experimentais na bibliografia. Como ja foi comentado anteriormente Brunello et al.
(2013) verificou em seus trabalhos a ocorréncia de PCE’s numa frequéncia que varia de
trés a cinco por cento das vezes. Para comprovar esses dados experimentais, que tem uma
frequéncia de ocorréncias de PCE’s pequena com uma laténcia curta, é imprescindivel
combinar essas duas caracteristicas, o que tornou-se um trabalho extremamente delicado,

pelo fato de ser caracteristicas opostas. Afinal, quando a laténcia é curta a frequéncia
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de ocorréncia de PCE’s tende a aumentar. Quando a frequéncia de PCE’s é pequena a

laténcia tende a ser maior, ou seja, o tempo para ocorrer um PCE é maior.

4.4 Esquema de realizacao da Analise de

Sensibilidade do Modelo celular

4.4.1 Teste das 5 configuracoes

Foram escolhidas 5 configuracoes diferentes, variando os 3 parametros: limiary,
limiary, e I'y para verificar a laténcia e a frequéncia de ocorréncia dos PAE’s. Para
cada uma das 5 configuragoes foi feita uma andlise de sensibilidade com 40 execugoes do
cédigo, um total de 200 execugoes. Foram definidas 40 execugoes como métrica, pois em
testes anteriores observou-se que ao realizar 100 execugoes e comparar com 40 execugoes,
os valores de média e desvio padrao se mantém préximos, desta forma para realizar os
testes em tempo habil, ficou definido como 40 um ntmero de execucoes capaz de contribuir
de forma eficiente para a andlise. A partir disso, foram escolhidas duas configuragoes que
apresentaram menor valor para a média e desvio padrao da laténcia e maior valor para o

numero de ocorréncia de PAE’s com menor desvio padrao.

4.4.2 Teste das 2 configuracoes com reducoes de [

Foram escolhidas as configuragoes C1 e C4 para serem testadas em uma nova analise
de sensibilidade que testa redugoes da corrente [; a metade e a quarta parte. Desta
forma foram realizadas mais 40 execugoes do codigo com a configuracao C1 reduzindo Iy,
a metade e mais 40 execucoes do cédigo reduzindo a quarta parte. E mais 40 execugoes
do cédigo com a configuracao C4 reduzindo [I;; a metade e mais 40 execucoes do cédigo
reduzindo a quarta parte. Um total de 160 execugoes foi realizado para coletar o menor

valor para a laténcia e o maior numero de ocorréncias de PAE’s.
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4.5 Mecanismo do Funil Selado

De acordo com o trabalho de Oliveira et al. (2018a) uma microestrutura celular que
simule um labirinto formado em uma regiao ZP do miocardio pode contribuir para o

entendimento da formacao das extrassistoles. Observe a Figura 4.3:

(a) 40 ms {b] 300 ms

fic} 400 fr e (e} BEO s

Figura 4.3: Visualizagao do potencial transmembrana de uma das simulagoes realizadas
usando o malha biventricular especifica do paciente (para facilitar a visualizagao, apenas
metade dos ventriculos é mostrada na figura). A simulacdo apresenta reentradas
sustentadas com (a) Estimulos multiplos foram aplicados a diferentes regioes
subendocardicas para simular uma ativagao através da rede Purkinje. (b) Ambos os
ventriculos sao totalmente despolarizados. Nenhuma atividade elétrica dentro da
pequena regiao do infarto na regiao superior do VE é encontrada. (c¢) Os ventriculos
comecam a se repolarizar. Dentro as micro-reentradas da grande regiao do infarto levam
a formagao de duas ondas espirais fracionadas. (d) Um batimento ectépico é gerado no
lado direito da grande regiao do infarto e se propaga para o tecido saudavel. (e) parte
da regiao ZP ampliada em que pode ocorrer o PAE, em um determinado caminho de
células sem saida, conhecido como funil selado. (e) Representacao do cabo de 100
células, simulando um labirinto que pode ser formado na regiao ZP. Adaptado de
Oliveira et al. (2018a)

Para isto resolve-se simular o modelo celular acoplado ao MonoAlg3D que serd usado
para simular um cabo com células de 100 M cada, totalizando 1 cm, que sera denominado
por funil selado, um caminho de células ativas numa regiao isolado do tecido. Com base
em testes anteriores ficou definido um cabo de 1 c¢m, porque seria o menor tamanho de

geometria suficiente para verificar a propagacao do PAE e realizar simulacoes dentro do
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menor tempo possivel, com um custo computacional pequeno. O tempo total de cada
simulagao era de 2000 ms, o dt da EDP foi de 0,05ms e o dt da EDP foi de 0,01ms,
os valores utilizados para a condutividade sigma foram de o, = 0,01336uS/um, o, =
0,01336uS/um e o, = 0,01336.S/um. Além disso o cabo foi dividido em fragoes contendo
partes com a modelagem estocastica e o restante com a modelagem deterministica que

pode ser compreendido com a Figura 4.4:

172

Figura 4.4: Esquema de representacao do mecanismo do funil selado, considerando
fragoes do cabo com modelagem estocéstica e o restante do cabo modelagem
deterministica. 4 execugoes do cddigo foram realizados com 1/2 do cabo com a
modelagem estocastica, 4 execugoes do cddigo foram realizados com 1/4 do cabo com a
modelagem estocastica, 4 execugoes do cddigo foram realizados com 1/8 do cabo com a
modelagem estocastica, 4 execugoes do cédigo foram realizados com 1/16 do cabo com a
modelagem estocéstica. Fonte: Préprio Autor (2021)

O mecanismo do funil selado foi testado com as Configuragoes C1 e C4, fazendo
redugoes da corrente [xq a quarta parte e a metade. Variando as fracoes do cabo da
seguinte forma: 4 execugoes do c6digo foram realizados com 1/2 do cabo com a modelagem
estocastica, 4 execugoes do cédigo foram realizados com 1/4 do cabo com a modelagem
estocdstica, 4 execugoes do c6digo foram realizados com 1/8 do cabo com a modelagem
estocastica, 4 execugdes do c6digo foram realizados com 1/16 do cabo com a modelagem
estocéastica. O cabo foi dividido em fragoes para verificar a quantidade de células com
modelagem estocéstica que ird influenciar na propagacao pela parte deterministica, na
intengao de verificar o nimero minimo de células que geraram PAE e foram necessarias

para gerar a extrassistole. Totalizando 64 execugoes do codigo para a verificacao da
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propagacao do PAE e formacao da extrassistole.

4.6 Estrutura do Funil Selado saindo do cabo e
atingindo regioes em duas dimensoes

Posteriormente, resolve-se simular uma regiao que comeca com um cabo
unidimensional de células e expande para regides em 2 dimensoes de forma gradual,

formando a geometria que remete a ideia de um funil de acordo com a Figura 4.5:

6 celulas

0,0625 cm
5 células

5 células

10 células

Figura 4.5: Geometria do Funil Selado estendida para 2 dimensoes de forma gradual. A
geometria é dividida em 4 partes diferentes. A primeira contém 6 células
(aproximadamente 0,625 cm). A segunda parte possui uma regiao em duas dimensoes de
5 células por 3 células. A terceira possui 5 células por 5 células. A quarta e ultima
regiao possui 10 células por 7. Fonte: Préprio Autor (2021)

Com base em testes anteriores foi possivel concluir que esta regiao representaria melhor
a propagacao da onda ectopica numa regiao ZP. A modelagem estocdastica estd apenas
na porc¢ao inicial do cabo, regiao unidimensional. O restante do FS possui modelagem
deterministica. Foram realizadas 2 execucoes do cddigo para o FS com a geometria
correspondente a Figura 4.5. A parte unidimensional do FS corresponde aos 1/16 do
cabo da Figura 4.4. Posteriormente, mais duas execugoes do cédigo foram realizadas
considerando 1/8 do cabo para FS estendido, mais duas execugoes considerando 1/4 do

cabo e mais duas execugoes considerando 1/2 do cabo e mais duas execugbes com 100



células ( 1 cm) iniciais totalizando 10 execugoes do cddigo.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise de sensibilidade do Modelo Celular

A primeira anélise de sensibilidade foi realizada para adaptar as funcoes de Chen et al.
(2011) com a finalidade de reproduzir os dados experimentais de Brunello et al. (2013),
para isso tornou-se necessario fazer a combinacao de 3 parametros diferentes, limiar 1,
limiar 2 e o valor da funcao constante de I'y. O limiar 1 é referente ao parametro da
funcao degrau I'y relacionado a concentracao de Célcio no RS para o calculo da funcao
Iy que assume um determinado valor I'y ou zero, tal equagao é usada para ativar os
sarcomeros de forma espontanea. O limiar 2 é o valor que o parametro da Equacao A .4
em relagao a concentragao limite de Célcio no RS para influenciar a ativagao do sarcomero
via influéncia do vizinho. Através das Figuras 5.1 e 5.2 é possivel observar como € a curva
que representa a probabilidade de influenciar o sarcomero vizinho a se ativar. A Figura
5.1 ilustra a curva da Equagao A.4 de acordo com a concentragao de Céalcio no interior de

RS segundo Chen et al. (2011), em que a concentracao varia de 200uM a 2500uM .
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Probabilidade da Influéncia do vizinho
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Figura 5.1: Curva correspondente & equacao A.4 de acordo com a concentracao de
Calcio no interior do RS segundo Chen et al. (2011), em que a concentragao varia de
200 M a 2500pM

A Figura 5.2 representa o grafico da Equacao A.4 com variacoes para o valor do limiar

2, testando limiary = 320 uM, limiare = 420 uM , limiary = 520 uM e comparando com

o original limiare = 1000 uM observe a seguir:
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Probabilidade da Influéncia do Vizinho
com diferentes limiares de Calcio
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Figura 5.2: Representacao do gréafico da Equacao A.4 com variagoes para o valor do
limiar 2, testando limiary = 320 uM, limiary = 420 uM, limiarey = 520 uM e
comparando com o original limiary = 1000 uM pode-se notar que a curva
correspondente ao limiary = 520 uM atinge o valor de probabilidade igual a 0,0005 com
uma concentracao de Calcio de RS igual a 400 pM. Em contrapartida, a curva
correspondente ao limiary = 320 uM atinge o valor de probabilidade igual a 0,0005 com
uma concentracao de Calcio de RS igual a 200 uM.

Observando os graficos da Figura 5.2, mesmo que a probabilidade seja alta, se nao
tiver Caélcio suficiente no RS nao ocorre a ativagao de todos os sarcomeros, é possivel
concluir isso pois o PCE possui uma amplitude mais baixa. Para a probabilidade assumir
o valor igual a 0,002, observa-se que a velocidade de subida limiary = 520 uM é maior
do que a curva que representa limiary = 420 uM, podendo-se concluir que o limiary =
520 uM ¢é uma funcao mais rapida, gerando uma concentracao de Calcio com maior a
probabilidade de formar um PCE de Célcio com 150 sarcomeros ativos é maior, isso
aumenta a velocidade de ativagao dos sarcomeros via influéncia dos vizinhos, visto que a
velocidade de propagacao da onda de Calcio 7, = 60ms. Portanto, quanto mais Célcio

no RS maior é a probabilidade de ativacao via influéncia do vizinho. Assim, é possivel
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concluir ao avaliar a curva correspondente a Equacao A.4 que quanto menor o limiar 2,
menor a velocidade de aumento da probabilidade. Quanto maior o limiar 2, maior é a
velocidade de aumento da probabilidade de influéncia do vizinho.

Foram escolhidas 5 configuragoes diferentes conforme os boxplots da Figura 5.3,
variando os 3 parametros: limiary, limiary e gamma, para verificar a laténcia e a

frequéncia de ocorréncia dos PAE’s.
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Figura 5.3: Boxplot de representacao das configuragoes para verificacao do menor valor
para a laténcia. O cédigo referente ao modelo celular estocastico foi executado 40 vezes
com as b configuragoes diferentes, cada execucao do cédigo simulando 2 segundos da
modelagem estocastica, cada boxplot representa as estatisticas em relacao a laténcia. A
configuracao 1: corresponde a limiar; = 600 uM / limiary = 320 uM /Gammas =
0,00002. A configuragao 2: limiar, = 600uM / limiary = 420 /| Gammas = 0,00002. A
configuragao 3: limiar, = 700uM / limiary = 520uM | Gammas = 0,00001. A
configuragao 4: limiar; = 600uM / limiary = 520uM /| Gammas = 0,00002. A
configuragao 5: limiary = 600uM / limiar2 = 320 / Gammas = 0,00001. Pode-se
observar que a configuracao 1 possui o menor valor para a laténcia, seguidas da
configuragao 2 e 4
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Além da laténcia é fundamental observar a frequéncia de ocorréncia dos PAE’s, a

Figura 5.4 mostra os detalhes de cada configuracao mencionada anteriormente.
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Figura 5.4: Boxplot de representacao da frequéncia média de ocorréncia dos PAE’s na
modelagem estocdastica. O codigo referente ao modelo celular estocastico foi executado
40 vezes com as b configuragoes diferentes, cada execucao do codigo simulando 2
segundos da modelagem estocdstica, sendo a configuracao 1: corresponde a limiar, =
600 M/ limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002. configuragao 2: limiar; = 600uM /
limiary = 420 / Gammag = 0,00002. configuragao 3: limiar; = 700uM /
limiary = 520uM /| Gammag = 0,00001. configuragao 4: limiar; = 600uM /
limiary = 520uM |/ Gammas = 0,00002. configuracao 5: limiar; = 600uM /
limiar2 = 320 / Gamma,s = 0,00001. Pode-se observar que a configuragao 1, a 2 e a 4
apresentam maiores valores para a frequéncia de ocorréncia dos PAE’s. A confiuracao 4
apresenta a mediana mais proxima de 4 ainda.

O calculo da média e desvio padrao em relacao a frequeéncia de ocorréncia de PAE’s

pode ser avaliado através da Tabela 5.1:



configuracao Média Desvio Padrao

3

Ol W N~
N W N W

0,8
0,9
0,9
0,8
1,1

Tabela 5.1: A tabela apresenta o calculo da média e desvio padrao em relagao a
frequéncia de ocorréncia de PAE’s. As configuragoes 1 e 4 apresentam uma maior
frequéncia de ocorréncia de PAE’s e menores valores para o desvio padrao.
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O célculo da média e desvio padrao em relacao a laténcia dos PAE’s pode ser avaliado

através da Tabela 5.2:

configuracao Média Desvio Padrao

433
437
600
462
795

Ol W N~

279,03
269,3
4211
321,4
447 .4

Tabela 5.2: A tabela apresenta o calculo da média e desvio padrao em relacao a laténcia
dos PAE’s. As configuracoes 1, 2 e 4 apresentam um menor valor para a laténcia dos

PAE’s e menores valores para o desvio padrao.

Para avaliar a configuracao ideal afim de reproduzir a Extrassistole no tecido é

importante fazer o acompanhamento do formato do Potencial de Acao Espontaneo

juntamente com o formato do Caélcio Intracelular, observando a amplitude do PAE e

outras caracteristicas:

A seguir observa-se os Graficos do PAE’s e dos TCE’s de todas as configuragoes

mencionadas anteriormente. A Figura 5.5 mostra os graficos do PAE’s e dos TCE’s

da configuragao 1 em que limiar; = 600 pM/ limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002:
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Figura 5.5: Graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 1, limiar; = 600 uM /
limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002. O grafico da esquerda corresponde ao
Potencial de A¢ao espontaneo possuindo amplitude acima de 20 mV. O grafico da
direita representa o TCE, Calcio Intracelular associado ao PAE.

A Figura 5.6 apresenta os graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 2, limiar; =
600uM / limiary = 420 / Gammas = 0,00002:
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Figura 5.6: Gréficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 2, limiar; = 600uM /
limiarg = 420 /| Gammas = 0,00002. O gréfico da esquerda corresponde ao Potencial de
Acgao espontaneo possuindo amplitude acima de 20 mV. O gréafico da direita representa o

TCE, Célcio Intracelular associado ao PAE.

A Figura 5.7 apresenta graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 3, limiar; =
700uM / limiary = 520uM /| Gammas = 0,00001:
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Figura 5.7: Gréaficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 3, limiar; = 700uM /
limiarg = 520uM | Gammas = 0,00001. O grafico da esquerda corresponde ao
Potencial de Acao espontaneo possuindo amplitude acima de 20 mV. O grafico da
direita representa o TCE, Célcio Intracelular associado ao PAE.

A Figura 5.8 mostra os graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 4, limiar; =
600uM / limiary = 520uM | Gammas = 0,00002:
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Figura 5.8: Gréaficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 4, limiar; = 600uM /
limiarg = 520uM /| Gammas = 0,00002. O grafico da esquerda corresponde ao
Potencial de Acao espontaneo possuindo amplitude acima de 20 mV. O grafico da
direita representa o TCE, Célcio Intracelular associado ao PAE.

A Figura 5.9 apresenta os graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 5, limiar, =
600uM / limiar2 = 320 / Gammas = 0,00001:
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Figura 5.9: Gréficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 5, limiar; = 600uM /
limiary = 320 / Gammas = 0,00001. O gréfico da esquerda corresponde ao Potencial de
Acao espontaneo possuindo amplitude acima de 20 mV. O grafico da direita representa o

TCE, Célcio Intracelular associado ao PAE.

Nos estudos realizados por Campos et al. (2013) verifica-se a importancia de alterar a
corrente I para simular a extrassistole no tecido, que foi reduzida a metade. No presente
estudo, antes de iniciar os testes no tecido realizou-se outra analise de sensibilidade
variando a corrente Ix;. Para isto foram escolhidas as Configuracoes C1 e C4, que
apresentaram menor tempo de laténcia e maior ocorréncia de PAE’s na secao seguinte

tem-se uma nova andalise de sensibilidade com a reducao da corrente [x .

5.2 Analise de Sensibilidade para as configuracoes C1
e C4 variando a corrente [x:

De acordo com a secao anterior, as Tabelas 5.3 e 5.4 apresentam as estatisticas, média
e desvio padrao, em relacao a frequéncia de ocorréncia e a laténcia dos PAE’s no modelo
celular, de acordo com as redugoes de Ik no modelo celular:

A Figura 5.10 contém os graficos dos PAE’s e dos TCE’s da configuracao 1, limiar,
= 600 pM/ limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002, reduzindo Ik & metade:



Tabela 5.3: A tabela apresenta o calculo da média e desvio padrao em relagao a
frequéncia de ocorréncia dos PAE’s de acordo com as reducoes de Ix1 nos testes

Configuracao Fracao de reducao da corrente [x

Média Desvio Padrao

1
1
4
4

1/2
1/4
1/2
1/4

4

4
4
3

1,1
1,5
0,9
0,9

realizados com o modelo celular.

Configuragao Fracao de redugao da corrente Ik

Média Desvio Padrao

1

1
4
4

1/2
1/4
1/2
1/4

376
492
385
386

289,5
339,9
223,5
221,1
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Tabela 5.4: A tabela apresenta o calculo da média e desvio padrao em relagao a laténcia
dos PAE’s de acordo com as reducoes de I nos testes realizados com o modelo celular.
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Figura 5.10: Gréficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 1, limiar; = 600 uM /
limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002, reduzindo Ix; a metade. O grafico da
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esquerda corresponde aos PAE’s, em que pode-se observar uma variacao da amplitude,
em alguns instantes menor do que 20 mV. O grafico da direita representa o TCE, célcio
intracelular associado ao PAE.

Como ja foi comentado anteriormente é sempre importante avaliar os graficos dos

PAE’s e dos TCE’s, portanto segue os graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao

1, limiary = 600 pM/ limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002, reduzindo Ix; & quarta

parte, veja a Figura 5.11:
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Figura 5.11: Graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 1, limiar; = 600 M/
limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002, reduzindo Ik, & quarta parte. O gréafico da
esquerda corresponde aos PAE’s, observando um variacao da amplitude, em alguns
instantes bem menor do que 20 mV. A partir deste grafico assume-se que a amplitude
maxima de um PAE serd -10mV. O grafico da direita representa o TCE, célcio
intracelular associado ao PAE.

E importante continuar a andlise de sensibilidade para avaliar como as reducgoes da
corrente i, influenciam na laténcia e frequéncia, para isso foram realizadas mais 40
execugoes do codigo referente ao modelo celular com a configuragao C1, variando g
conforme o grafico da Figura 5.12 que faz uma avaliagao da laténcia com diferentes
configuragoes para a corrente [ posteriormente tem-se os respectivos graficos se referindo

a frequeéncia de ocorréncia de PAE’s:
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Figura 5.12: Representacao da laténcia em relagao a configuracgao 1, limiar; = 600 uM/
limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002. O boxplot azul representa a redugao da
corrente Ix; a quarta parte, o boxplot na cor terra representa a reducao da corrente g
a metade, o boxplot verde representa a corrente em seu estado normal. Observa-se que
ao reduzir Ix; a laténcia aumenta e a mediana fica em 500 ms para o boxplot azul que
corresponde a reducao da corrente [, a quarta parte.

A Figura 5.13 ilustra a frequéncia de ocorréncia de PAE’s:
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Figura 5.13: Representacao da frequéncia de ocorréncia de PAE’s em relagao a
configuragao 1, limiar; = 600 M/ limiary = 320 uM /Gammas = 0,00002. O boxplot
azul representa a reducao da corrente Ix; a quarta parte, o boxplot na cor terra
representa a reducao da corrente [x; a metade, o boxplot verde representa a corrente em
seu estado normal. Observa-se que ao reduzir I a frequéncia de ocorréncia dos pulsos
também aumenta e a mediana fica em torno de 4 para o boxplot azul que corresponde a
reducao da corrente i a quarta parte.

O aumento da frequéncia da ocorréncia de PAE’s é positivo para os testes que serao
realizados no tecido.

A Figura 5.14 contém os graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 4, limiar; =
600uM / limiary = 520uM | Gammas = 0,00002, reduzindo Ix; a metade:
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Figura 5.14: Gréaficos do PAE’s e dos TCE’s da configuracao 4, limiar; = 600uM /
limiary = 520uM |/ Gammas = 0,00002, reduzindo Ik a metade. O grafico da
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esquerda corresponde ao Potencial de Acao espontaneo possuindo amplitude acima de
20 mV, comparado aos graficos antes da redugao de Ix;. O grafico da direita representa
o TCE, Calcio Intracelular associado ao PAE.

A Figura 5.15 apresenta os graficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 4, limiar; =

600uM / limiary = 520uM | Gammas = 0,00002, reduzindo Ik & quarta parte:
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Figura 5.15: Gréficos do PAE’s e dos TCE’s da configuragao 4, limiar, = 600uM /
limiary = 520puM |/ Gammas = 0,00002, reduzindo Ik a quarta parte. O gréfico da
esquerda corresponde aos PAE’s; observando uma variacao da amplitude, em alguns
instantes bem menor do que 20 mV. A partir deste grafico assume-se que a amplitude

maxima de um PAE serd -10mV. O grafico da direita representa o TCE, Calcio
Intracelular associado ao PAE.

Novamente para testar a configuracao C4 foram realizadas mais 40 execugoes do codigo
referente ao modelo celular com a configuracao C4, variando I, conforme a Figura 5.16

que apresenta o grafico da laténcia:
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Figura 5.16: Representacao da laténcia em relacao a configuragao 4, limiary = 600uM /
limiary = 520puM |/ Gamma, = 0,00002. O boxplot azul representa a redugao da
corrente Ix; a quarta parte, o boxplot na cor terra representa a reducao da corrente g
a metade, o boxplot verde representa a corrente em seu estado normal. Observa-se que
ao reduzir Ix; a laténcia aumenta e a mediana fica em 500 ms para o boxplot azul que
corresponde a reducao da corrente [, a quarta parte.

Na Figura 5.17 pode-se observar o grafico correspondente a frequéncia de ocorréncia

de PAE’s:
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Figura 5.17: Representacao da frequéncia de ocorréncia de PAE’ em relagao a
configuragao 4, limiary = 600uM / limiary = 520uM | Gammas = 0,00002. O boxplot
azul representa a reducao da corrente Ix; a quarta parte, o boxplot na cor terra
representa a reducao da corrente [x; a metade, o boxplot verde representa a corrente em
seu estado normal. Observa-se que ao reduzir I a frequéncia de ocorréncia dos pulsos
também aumenta e a mediana fica em torno de 3,5 para o boxplot azul que corresponde
a reducao da corrente I, a quarta parte.

5.3 Analise de sensibilidade da simulacao de um cabo
de células cardiacas - configuracao C1 + reducao

de /51 a metade

Mais experimentos foram realizados em um cabo de células de 1 cm, cada célula
contendo 100 pm. O tempo de cada simulagao foi de 2 s. Com a configuracao Cl1

e redugao de Iy, a metade foram realizados 16 execugoes do codigo, divididas numa
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variacao da fracao do cabo que seriam experimentadas com a modelagem estocastica,
enquanto o restante da fracao do cabo seria simulada com a modelagem nao estocastica.
Sendo assim, para a fracao de 1—16 do cabo com a modelagem estocastica realizou-se 4
execucoes do codigo, para a fracao de % do cabo mais 4 execucoes do codigo, para a fracao
de i do cabo mais 4 execugoes do codigo, e mais 4 execugoes para a fracao de % do cabo.

Ao testar qualquer configuracao mencionada anteriormente verifica-se que nao ha
formacao de PAE’s, nem PDA’s no cabo de células. A Figura 5.18 comprova que nao

ha formacao de PAE, o teste a seguir é referente a modelagem estocastica de % do cabo

do cabo e reducao de Ix; a metade.
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Tempo: 0 ms
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Figura 5.18: Instantes de tempo de um teste realizado com a configuracao 1 referente a
modelagem estocastica de % do cabo e reducao de Ik, a metade. O tamanho do cabo
para esta simulacao foi de 1 cm e o tempo de duracao foi 2 segundos. A imagem
comprova que nao hé propagacao de PAE nem DAD em quatro instantes de tempo
diferentes, t = 282 ms, t = 1139 ms, t = 1593 ms e t = 1995 ms.

E importante verificar, se houve PDA’s ou PAE’s, numa célula isolada do cabo, assim

como também o formato e a amplitude do PAE que esta sendo gerado no cabo de células,
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a Figura 5.19 ilustra estes detalhes.
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Figura 5.19: Numa simulagao de 2000 ms a célula selecionada nao reproduz PAE nem
PDA’s.

5.4 Analise de sensibilidade da simulacao de um cabo
de células cardiacas - configuracao C1 + reducao
de Ix; a quarta parte

Os experimentos a seguir foram realizados em um cabo de células de 1 cm, cada célula
contendo 100 pum. O tempo de cada simulacao foi de 2 s. Com a configuracao C1 e
reducao de Ik a quarta parte foram realizados 16 execucoes do cddigo, divididas numa
variacao da fragao do cabo iria rodar com a modelagem estocastica, enquanto o restante
da fracao do cabo seria simulada com a modelagem nao estocastica. Sendo assim, para
a fracao de %6 do cabo com a modelagem estocastica realizou-se 4 execugoes do codigo,
para a fracao de % do cabo mais 4 execucoes do codigo, para a fracao de i do cabo mais
4 execugoes do cddigo, e mais 4 execugoes para a fragao de % do cabo.

A Tabela 5.5 contém algumas estatisticas dessas simulagoes realizadas no cabo, sendo

que para cada fracao do cabo foram realizadas 4 execugoes do cédigo para os testes no

cabo de células:
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Fragao do cabo com modelagem estocastica Inicio do cabo Fracoes do cabo

1/16 (0, 0625 cm) 3 0
1/8 (0, 125 cm ) 4 0
1/4 (0, 250 cm) 1 3
1/2 (0, 5 cm)) 3 1

Tabela 5.5: Estatisticas de propagacao do PAE corresponde a configuragao C1 com
reducao da corrente Ix & quarta parte. As simulacoes foram realizadas em um cabo de
células totalizando 1 c¢m, cada célula do cabo contendo 100um durante o tempo de 2 ms.

Na primeira coluna do quadro observa-se a variacao da porcao do cabo que é simulada
com a modelagem estocastica. A segunda coluna contabiliza quantas simulagoes do

cabos reproduziram a primeira propagacao do PAE iniciando da ponta do cabo. A

terceira coluna contabiliza quantas simulacoes do cabos reproduziram a primeira
propagagao do PAE iniciando a partir de meados (fragdes) do cabo.

A Figura 5.20 ilustra o momento da propagacao de um PAE pelo cabo de células,
registrando a formacgao de uma extrassistole, tendo o inicio da propagacao surgindo na

fracao de aproximadamente % do cabo.
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Figura 5.20: Momento da propagacao de um PAE pelo cabo de células que totaliza 1 cm
de comprimento em uma simulacao de 2s, ou seja, instantes da formacao da
extrassistole. No tempo igual 422 ms na fragao de aproximadamente % do cabo tem-se o
inicio da propagagao de um PAE. No tempo igual a 427 ms o PAE vai expandindo e
propagando pelo restante do cabo, mantendo na fragdo do cabo com modelagem
estocastica. Instantes depois o PAE divide-se em dois, como pode ser visto no tempo
440 ms, sendo que a parte correspondente a direita da propagacao expande para a fragao
do cabo que possui a modelagem deterministica da modelagem. No tempo igual a 467
ms observa-se que ocorre a formacao da extrassistole, a partir do momento que o PAE
propaga do meio do cabo até a diregao e sentido do final do cabo. Em 492 ms a parte da
propagacao da direita expande até o final da parte direita do cabo. No tempo acima 492
ms nao ha mais propagacao deste PAE que percorreu o cabo por aproximadamente 70
ms, resultando em uma velocidade de 14,29 c¢m/s.

E importante verificar o formato e a amplitude do PAE que esta sendo gerado no cabo

de células, conforme a Figura 5.21.
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Figura 5.21: PAE de uma célula do cabo para verificar a amplitude e formato. Numa
simulacao de 2000 ms a célula selecionada no cabo reproduziu 3 PAE’s com amplitude
em torno de aproximadamente -20 mV e 2 DAD’s

5.5 Analise de sensibilidade da simulacao de um cabo
de células cardiacas - configuracao C4 + reducao
de /51 & metade

Os experimentos a seguir foram realizados em um cabo de células que possui 1 cm
de extensao, cada célula contendo 100 pm. O tempo de cada simulacao foi de 2 s. Com
a configuracao C4 e reducao de Ix; a metade foram realizados 16 execucoes do cddigo,
divididas numa variacao da fracao do cabo que foi rodada com a modelagem estocastica,

enquanto o restante da fracao do cabo foi simulada com a modelagem nao estocastica.

1

Sendo assim, para a fragao de 1z

do cabo com a modelagem estocastica realizou-se 4
execucoes do codigo, para a fracao de % do cabo mais 4 execucoes do codigo, para a fracao
de % do cabo mais 4 execugoes do cddigo, e mais 4 execugoes para a fracao de % do cabo.

A Figura 5.22 comprova que nao héa formagao de PAE, ao testar qualquer configuragao

citada anteriormente, a simulacao abaixo é referente a modelagem estocastica de % do
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cabo do cabo e reducao de Ix; a metade.

Bondarenko Estocastico Bondarenko
Tempo: 0 ms

———————————————————

Tempo: 500 ms

e

Tempo: 1000 ms

e

Tempo: 1500 ms

ﬁ—

Tempo: 2000 ms

—‘—
FJ"‘"

L -40

EscalamV

— -60

L -7.7e+01

Figura 5.22: Instantes de tempo de um teste realizado com a configuracao 4 referente a
modelagem estocéstica de % do cabo do cabo e reducao de Ik, a metade. O tamanho do
cabo para esta simulacao foi de 1 cm e o tempo de duracgao foi 2 segundos. A imagem
comprova que nao hé propagagao de PAE nem DAD em quatro instantes de tempo
diferentes, t = 0 ms, t = 500 ms, t = 1000 ms t = 1500 ms e t = 2000 ms.

E importante verificar, se houve PDA’s ou PAE’s, numa célula isolada do cabo, assim
como também o formato e a amplitude do PAE que esta sendo gerado no cabo de células,

conforme a Figura 5.23:
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Figura 5.23: Numa simulagao de 2000 ms a célula selecionada nao reproduz PAE nem

PDA’s.

5.6 Analise de sensibilidade da simulacao de um cabo
de células cardiacas: configuracao C4 4+ reducao
de Ix; a quarta parte

Os experimentos a seguir foram realizados em um cabo de células totalizando 1 cm de
extensao, cada célula contendo 100 um. O tempo de cada simulacao foi de 2 s. Com a
configuracao C4 e redugao de I, a quarta parte foram realizados 16 execugoes do codigo,
divididas numa variagao da fracao do cabo que rodaram com a modelagem estocastica,
enquanto o restante da fracao do cabo foi simulada com a modelagem nao estocastica.
Sendo assim, para a fracao de 1—16 do cabo com a modelagem estocastica realizou-se 4
execucoes do codigo, para a fragao de % do cabo mais 4 execucoes do codigo, para a fracao
de % do cabo mais 4 execugoes do codigo, e mais 4 execugoes para a fracao de % do cabo.

A Figura 5.25 apresenta o surgimento de um PAE na ponta esquerda do cabo que

propaga na direcao da ponta direita do cabo.
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Fragao do cabo com modelagem estocastica Inicio do cabo Fracoes do cabo

1/16 (0, 0625 cm) 2 0
1/8 (0, 125 cm) 4 0
1/4 (0, 250 cm) 2 2
1/2 (0,5 cm) 3 1

Tabela 5.6: Estatisticas de propagacao do PAE corresponde a configuragao C4 com
reducao da corrente x| a quarta parte. As simulacoes foram realizadas em um cabo de
células com 1 cm, cada célula do cabo contendo 100um por 2 ms. Na primeira coluna da

tabela observa-se a variagao da porgao do cabo que ¢é simulada com a modelagem
estocastica. A segunda coluna da Tabela contabiliza quantas simulacoes do cabos
reproduziram a primeira propagacao do PAE iniciando da ponta do cabo. A terceira
coluna contabiliza quantas simulagoes do cabos reproduziram a primeira propagacao do
PAE iniciando a partir de meados (fragoes) do cabo.
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Figura 5.24: Momento da propagacao de um PAE pelo cabo de células de 1 cm de
extensao em uma simulagao de 2s, ou seja, instantes da formacao da extrassistole. No
tempo igual 477 ms na parte inicial esquerda do cabo tem-se o inicio da propagacao de
um PAE. No tempo igual a 482 ms o PAE vai expandindo e propagando pelo restante do
cabo, mantendo na fracao do cabo com modelagem estocastica. No tempo igual a 497
ms a propagacao se mantém ainda na fracao do cabo que esta sendo executada a
modelagem estocastica. No tempo igual a 524 ms o PAE propaga para a fragao do cabo
que esta com a modelagem deterministica, instante da formacao da extrassistole. No
tempo igual a 578 ms ocorre o final desta propagacao pelo cabo. A onda ectépica
propaga pelo cabo numa velocidade de 10,2 cm/s.
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E importante verificar o formato e a amplitude do PAE que estd sendo gerado no cabo

de células, para isso pode-se observar a seguinte Figura 5.25.
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Figura 5.25: PAE de uma célula do cabo para verificar a amplitude e formato. Numa
simulagao de 2000 ms a célula selecionada no cabo reproduziu 3 PAE’s com a amplitude
em torno de aproximadamente 10 mV e no t = 1700 ms um DAD.

5.7 Resultados da Geometria do Funil Selado
estendido para 2 dimensoes

Os experimentos realizados de acordo com a Figura 4.5 mostraram que foi possivel
reproduzir a extrassistole com a geometria escolhida. Simulando o comportamento da
onda ectdpica em uma regiao PZ, iniciando em um cabo de células e expandindo para
regioes maiores do tecido, a parte unidimensional da geometria escolhida representa o
labirinto de células, onde o pulso ectopico inicia e propaga para a parte que se estende
numa regiao retangular de 5 células por 3 células, correspondendo a areas maiores da

regiao PZ. Ao testar a geometria da Figura 4.5 contendo apenas 6 células na parte
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unidimensional, 0,0625 cm, nao foi possivel observar a propagacao da extrassistole. A
parte unidimensional com 6 células corresponde a 1/16 avos do cabo. Desta forma,
outros testes foram realizados aumentando o nimero de células do cabo. Com 12 células,
aproximadamente 0,125 cm, 1/8 do cabo, em que foi possivel observar a formagao da

extrassistole conforme a Figura 5.26 a seguir.
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Figura 5.26: Instantes da propagacao do PAE pelo cabo de células até a estrutura que se
estende para 2 dimensoes. No tempo igual a 0 ms a geometria do FS se mantém no
estado de repouso. No tempo igual a aproximadamente 1204 ms surge um PAE no

comeco do cabo que propaga da esquerda para a direita. No tempo igual a 1215 ms o
PAE sai da parte estocéstica e propaga para a regiao 2D (parte deterministica) do FS,
ocorrendo a extrassistole. Do instante 1215 ms até 1249 ocorre a propagacao do PAE
pela geometria do FS que estd com a modelagem deterministica. A onda ectopica
propaga pelo F'S em uma velocidade de 7, 22 cm/s.

Posteriormente, o nimero de células do cabo foi aumentado para 25, aproximadamente
0,250 c¢m, o que corresponde a 1/4 do cabo. Nestes experimentos também foi possivel

observar a formagao do PAE e a propagacgao pela geometria do FS conforme a Figura
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5.27.
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Figura 5.27: Instantes da propagacao do PAE pelo cabo de células até a estrutura que se
estende para 2 dimensoes. No tempo igual a 0 ms a geometria do FS se mantém no
estado de repouso. No tempo igual a aproximadamente 1328 ms surge um PAE no

comego do cabo que propaga da esquerda para a direita. No tempo igual a 1352 ms o
PAE sai da parte estocéstica e propaga para a regiao 2D (parte deterministica) do FS,
ocorrendo a extrassistole. Do instante 1364 ms até 1386 ms ocorre a propagacao do PAE
pela geometria do FS que estd com a modelagem deterministica. A onda ectépica
propaga pelo FS em uma velocidade de 7,76 cm/s.

Novamente o nimero de células do cabo foi aumentado para 50, aproximadamente
0,5 cm, o que corresponde a 1/2 do cabo. Nestes testes também foi possivel observar a

formacao do PAE e a propagacao pela geometria do FS conforme a Figura 5.28.
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Figura 5.28: Instantes da propagacao do PAE pelo cabo de células até a estrutura que se
estende para 2 dimensoes. No tempo igual a 0 ms a geometria do FS se mantém no
estado de repouso. No tempo igual a aproximadamente 417 ms surge um PAE no comeco
do cabo que propaga da esquerda para a direita. No tempo igual a 436 ms o PAE se
divide em dois e uma parte propaga para a esquerda e a outra parte propaga para a
direita. No tempo igual a 450 ms o PAE sai da parte estocdstica e propaga para a regiao
2D (parte deterministica) do F'S, ocorrendo a extrassistole. Do instante 450 ms até 480
ms ocorre a propagacao do PAE pela geometria do FS que estda com a modelagem
deterministica. A onda ectépica propaga pelo F'S em uma velocidade de 11, 11 cm/s.

E por tdltimo, o nimero de células do cabo foi aumentado para 100, aproximadamente
1 cm, o que corresponde ao cabo de 100 células. Nestes testes também foi possivel observar

a formacao do PAE e a propagacao pela geometria do FS conforme a Figura 5.29.
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Figura 5.29: Instantes da propagacao do PAE pelo cabo de células até a estrutura que se
estende para 2 dimensoes. No tempo igual a 0 ms a geometria do F'S se mantém no
estado de repouso. No tempo igual a aproximadamente 376 ms surge um PAE no comego
do cabo que propaga da esquerda para a direita. No tempo igual a 404 ms o PAE se
divide em dois e uma parte propaga para a esquerda e a outra parte propaga para a
direita. No tempo igual a 444 ms o PAE sai da parte estocastica e propaga para a regiao
2D (parte deterministica) do F'S, ocorrendo a extrassistole. Do instante 444 ms até 467
ms ocorre a propagacao do PAE pela geometria do F'S que esta com a modelagem
deterministica. A onda ectdpica propaga pelo FS em uma velocidade de 13, 19 cm/s.

A tabela 5.7 possui as estatisticas de quantos PAE’s comecaram da ponta do cabo e
quantos comecaram de fragoes do cabo. Foram apenas 10 simulagoes, mas ja foi possivel

perceber que ha uma variagao da localizagao em que o PAE se inicia.
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Tamanho inicial do cabo PAE surge do inicio

PAE surge de fragoes

Nao houve PAE

0,0625 cm
0,1250 cm
0,2500 cm
0,5000 cm
1,0000 cm

0
2
1
0
1

0
0
1
2
1

o o o o

Tabela 5.7: Estatisticas da quantidade de simulagoes da propagacao do PAE
correspondente as simulagoes realizadas com a geometria do Funil Selado. A primeira
coluna da Tabela informa o tamanho inicial do cabo com modelagem estocéastica. A
segunda coluna contabiliza quantas simulacoes do F'S reproduziram a primeira
propagacao do PAE iniciando a partir do inicio do cabo. A terceira coluna contabiliza
quantas simulacoes do F'S reproduziram a primeira propagacao do PAE iniciando a
partir de meados (fra¢oes) do cabo. A quarta coluna informa quantas simulagoes nao

geraram PAE.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A modelagem estocéstica resultante do acoplamento dos modelos de Chen et al. (2011)
ao modelo de Bondarenko (2014) adaptada por Magalhaes (2014) passou por muito
ajustes, sendo que o primeiro deles se concentrou na ideia de reproduzir os PCEs na
presenca de isoproterenol sem a mutagao em média 3% das vezes validando a modelagem
de acordo com os dados experimentais de Brunello et al. (2013).

A pesquisa relacionada a compreensao dos fendmenos eletrofisiolégicos relacionados
ao coracao e suas cardiopatias ja existe ha muitos anos. A modelagem de fendmenos
como a propagacao elétrica do coragao e mecanismos afim de aperfeicoar a compreensao
das patologias cardiacas, do comportamento elétrico e bioquimico estao em constante
evolucao. Para garantir a homeostase celular do tecido cardiaco toda a eletrofisiologia
e bioquimica celular deve funcionar de forma saudéavel, sincrona. O surgimento de uma
extrassistole pode desencadear batidas ectépicas e arritmias capazes de levar um individuo
ao 6bito.

Um novo mecanismo associado ao modelo matematico adaptado por Magalhaes (2014)
foi desenvolvido para melhor descrever todas as caracteristicas da extrassistole ventricular,
conhecido como funil selado. Para isso, inicialmente é preciso compreender toda a
complexidade da formagao de um Pulso de Célcio Espontaneo e de um Potencial de
Agao Espontaneo que ocorrem devido a Liberacao Espontanea de Célcio pelo Reticulo
Sarcoplasmaético a nivel de uma tnica célula. Simular a LCE nao é algo simples, um evento
estocéstico conta também com uma modelagem desenvolvida através do acoplamento de
dois modelos celulares, o modelo de Bondarenko (2014) e o modelo de Chen et al. (2011).
Outra tarefa bastante complexa foi ajustar a modelagem afim de conseguir reproduzir
os PAE’s, que sé foram observados em resposta a um estimulo beta-adrenérgico e em
condigoes que se fizeram necessarias, o ajuste de parametros, capazes de reproduzir as
patologias associadas ao aumento da expressao da corrente trocadora Iycyx. No capitulo

de resultados é possivel acompanhar os testes e as intimeras execucoes do coédigo que
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possibilitaram a escolha das configuracoes C1 e C4, permitindo um avanco nos estudos
em relagao a extrassistole, avancgo este que se da também na escala de estudos, saindo do
nivel celular para o nivel de tecido. Deu-se inicio a outra tarefa complexa: estabelecer as
condicgoes necessarias para simular a propagacao de um PAE pelo tecido cardiaco e de fato
gerar uma extrassistole. O mecanismo chamado funil selado foi desenvolvido considerando
a principio um conjunto de 100 células, contendo 100 M cada, ou seja um cabo de 1 cm.
Outra andlise de sensibilidade tornou-se necesséria e a propagacao do potencial de acao
s6 ocorreu quando a excitabilidade celular foi aumentada, por exemplo via diminuicao da
expressao de canais ionicos do tipo Ik, os testes realizados consideraram a arquitetura
do cabo de células dividida em respetivas fragoes, 1/16 (0,0625 cm), 1/8 (0,125 cm),
1/4 (0,250 cm) e 1/2 (0,5 cm) com a modelagem estocastica e fragdes do cabo com a
modelagem deterministica. Os ultimos testes realizados mostraram que sé foi possivel
simular a extrassistole utilizando as configuragoes C1 e C4, reduzindo [x; a quarta
parte. A extrassistole foi observada em todas as divisoes de fracées do cabo, inclusive
nos testes em que apenas 0,0625 cm do cabo estava com a modelagem estocastica. Um
PAE ocorre na fracao do cabo que estd com a modelagem estocdstica e no momento
em que ele propaga para a regiao deterministica tem-se a extrassistole. Desta forma,
a fracao do cabo que possui a modelagem estocastica simula a regiao do funil selado,
regiao que simula um labirinto formado na regiao ZP e a outra fracao do cabo, com
a modelagem deterministica simula a parte saudavel do tecido. Maiores detalhes das
simulagoes podem ser observados na se¢ao de resultados. A regiao escolhida denominada
funil selado proporcionou o sucesso das simulacoes em duas dimensoes, desde que o PAE
comece em uma regiao unidimensional e expanda para regices em duas dimensoes de forma
gradual, assim como foi determinado na se¢cao dos Métodos. Uma das maiores dificuldades
encontradas para simular a extrassistole foi a geometria ideal para a propagacgao, pois
em testes realizados anteriormente, com geometrias regulares nao era possivel simular a
extrassistole, nao havia propagacao. O tecido funcionava como um sumidouro e o pulso
ectopico iniciado por uma unica célula era absorvido pelas demais que estavam tentando

manter a homeostase celular. O mecanismo do funil selado foi a geometria ideal que
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permitiu simular a extrassistole propagando pelo tecido que representa uma regiao ZP.
As geometria do funil selado foi a microestrutura ideal para simular a extrassistole com a
modelagem adaptada. E possivel observar nos testes iniciais, na secao de Resultados, que
quanto maior o comprimento do cabo com modelagem estocastica, maior é a velocidade
de propagacao do PAE. Mais estudos precisam ser realizados para aproximar a velocidade
de propagacao do modelo, da velocidade para humanos, que segundo Taggart et al. (2000)
é de 68cm/s desta forma, os dados ficarao fisiologicamente ajustados. A conclusao deste
trabalho se da pela comprovacao de que a propagacao do PAE no tecido em condicoes
particulares, sé ocorre quando células ativas estao cercadas pelo tecido nao condutivo
presente nas regioes ZP. Finalmente, todas essas condi¢oes para a geracao de uma
extrassistole podem ser satisfeitas em cardiopatias bem descritas e conhecidas, como no
do infarto e da cardiomiopatia hipertréfica, em particular nas bordas de regioes fibréticas
ou necréticas. Portanto, o presente estudo contribui para uma melhor compreensao dos
complexos mecanismos que estao relacionados a génesis de arritmias fatais e responde a
questao cientifica sobre apenas 1 cardiomidcito influenciar todo o tecido, os resultados
mostraram que precisa-se de mais cardiomiécitos, com TCE bem sincronizados para
simular a propagacao da onda pelo tecido. A nivel de tecido o mecanismo de funil selado
mostrou que ondas ectopicas surgem a partir de células isoladas em regioes PZ, iniciando
em um cabo (“labirinto”) e propagando para extensoes maiores do tecido, funcionando

como uma fonte, dando inicio as extrassistoles associadas a patologias.

6.1 Trabalhos Futuros

Apresenta-se, a seguir, uma relacao dos desenvolvimentos previstos para a continuidade
da pesquisa. Entre os principais desenvolvimentos destacam-se:

Fazer uma nova analise de sensibilidade afim de verificar exatamente quantas células
do cabo estao gerando o PAE. Quantificar as células do cabo e verificar quantas estao
contribuindo para o sincronismo.

Explorar as condutividades do tecido em um campo mais aleatério, visto que as

condutividades utilizadas foram iguais em todas as direcoes como pode ser visto na secao
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de Métodos. A heterogeneidade das condutividades ird dificultar a propagacao do PAE,
verificar como isso influéncia na propagacao pelo tecido.

Testar novas configuragoes do tecido, além do cabo e funil. Adaptar a velocidade
de propagacao para ficar fisiologicamente consistente, validando os resultados. Ajustar a

velocidade de propagacao e comparar com os dados de humanos apresentados por Taggart

et al. (2000).

6.2 Publicacoes
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APENDICE A - Modelos Celulares

Modelos matematicos para eletrofisiologia celular sao um componente chave na
modelagem cardiaca. Eles servem tanto como ferramentas de investigacao independentes,
para verificar o comportamento de midcitos cardiacos individuais, quanto como um
componente essencial da simulagao 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.1 O modelo de Bondarenko (2014)

O modelo de Bondarenko (2014) simula o comportamento bioquimico das proteinas
que compdem os canais ionicos acoplado ao comportamento eletrofisiolégico. A parte
bioquimica foi separada da seguinte forma: receptor [-adrenérgico, adenilil ciclase
(AC), Phosphodiesterase, adenosinamonofosfato ciclico (cAMP) dependente da proteina
kinase A (PKA) (cAMP-PKA), proteinas phosphatases e inibidor-1, dinamica cAMP e
dinamica PKA. Além disso, a parte que simula a eletrofisiologia foi atualizada para incluir
compartimentos funcionais subcelulares principais (caveolae, extracaveolae e citosol).
Em particular, o modelo inclui duas subpopulacoes dos canais de Ca do tipo L, em
compartimentos como a caveolae e a extracaveolae, trabalha com as seguintes correntes:
Icar, [pCa, Inacas INa, Lcab, INab, INak, [Ktof; Ii, Ikurs Iiss, kv, Lcica © Istim cOMO

pode ser observado na Figura A.1.
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Caveolae

Cytosol

lCab lNab

Figura A.1: Representagao esquematica do sistema de sinalizagdo [-adrenérgica em
midcitos ventriculares de camundongos. As correntes transmembranares sao: a corrente
de Na rapida (Iyaca), 0s dois componentes da corrente de Ca do tipo L nos
compartimentos caveolae e extracaveolae (Ica.,, € Ical..,,respectivamente), a bomba de
Ca sarcolemmal (/pc,), o permutador Na/Ca (Iyecq 0u Incx), a corrente K transitéria
para fora rapidamente recuperavel (Ix¢r), a corrente de K retificadora retardada (I, ),
a corrente de ativagao ultrarapida (/.. ), a corrente de tensao de K nao ativada no
estado estaciondrio (Ikss), a corrente K independente do tempo (Ix1), a bomba Na/K (
Inak é regulada por fosfolemam, PLM), as correntes de fundo de Célcio e S6dio (Ioqp €
Ingy). Os fluxos de Ca que s@o a captagao de Ca do citosol para o RS da rede (NSR)
(Jup) pela bomba SERCA e Liberacao de Ca do reticulo sarcoplasmético juncional
(JSR) (J,el) através dos receptores rianodina (RRs). Existem trés compartimentos
intracelulares no sistema de sinalizacao S-adrenérgico: caveolae, extracaveolae e citosol.
O volume subespago (V) estd localizado no dominio da extracaveolae. Os componentes
do sistema de sinalizacao S-adrenérgico sao os receptores [-adrenérgicos (S-AR), a
subunidade a da proteina G estimulante (G,), a (Gb.), as adenilil-ciclases de tipo 5/6
ou4/7 (AC5 / 6 ou AC4 / 7, respectivamente), as fosfodiesterases de tipo 2, 3, Ou 4
(PDE2, PDE3 ou PDEA4, respectivamente), as subunidades ciclicas AMP (cAMP),
reguladoras (R) e cataliticas (C) da holoenzima da proteina quinase A, a proteina
Quinase A (PKA), a quinase de receptor acoplada a proteina G de tipo 2 (GRK2), as
proteinas fosfatases de tipo 1 ou 2A (PP1 ou PP2A, respectivamente) O inibidor-1 (I-1).
As proteinas citosélicas que sao os substratos do sistema de sinalizacao [-adrenérgico sao
o fosfolambano (PLB) e a troponina I (TnlI). As ligagoes estimuladoras sao mostradas
por setas pretas e as ligacoes inibitérias sao mostradas por linhas tracejadas vermelhas
com bolas. [Ca*);, [Na™];, e [KT]; sao as concentragoes intracelulares de Célcio, Sédio
e Potdssio na caveolae, extracaveolae e citosol, respevtivamente; [Ca?*],, [Na™],, e
[K], sao os grupos Ca, Na e K extracelulares. Adaptado de Bondarenko (2014)
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O sistema de sinalizacao S-adrenérgica altera cinco dessas correntes: Icqr, Ina, IKktof
Irur € Ig1. Em termos de dinamica de Calcio, os RRs, phospholamban e troponina
também sao afetados pela aplica¢ao de isoproterenol (ISO). Uma das maiores modificagoes
do modelo de Bondarenko (2014) foram realizadas nas cadeias de Markov de Icar, Ing
e RRs. Varias outras modificagoes foram feitas no recente modelo. Detalhes adicionais
podem ser encontrados no trabalho original de Bondarenko (2014). Bondarenko (2014)
descreve tanto as vias bioquimicas como o acoplamento eletrofisiolégico envolvido na

estimulacao S-AR.

A.2 Detalhes sobre a implementacao do modelo
adaptado por Magalhaes (2014) em uma
frequéncia de 5Hz

Para comprovar a implementacao é fundamental comparar as curvas das correntes do
modelo original de Bondarenko (2014) com as curvas da implementagao realizada por
Magalhaes (2014). Além disso, no presente trabalho a frequéncia foi aumentada de 1 Hz
para 5 Hz, a seguir as Figuras A.2 e A.3 mostram que as curvas do modelo adaptado
batem com as curvas do modelo original.

Apés comprovar que a implementacao de Magalhaes (2014) corresponde a modelagem
desenvolvida por Bondarenko (2014) a pesquisa pode ser continuada, permitindo que
implementagao fosse utilizada no presente trabalho.

Sabe-se que os sistemas de EDOs sao altamente stiff e o método de integragao BDF
foi utilizado por Magalhaes (2014) através da biblioteca CVODE, que atende a tantos
usuarios e foi langada como software de dominio publico. O pacote possui cinco programas
de problema-exemplo. Trés deles estao tendidos como modelos para aplicativos do usuario,
usando o métodos denso, em faixas e SPGMR, respectivamente. A versao PostScript do
guia do usudrio estd incluida. Maiores detalhes sobre como baixar e aplicar a biblioteca

podem ser encontrados em Cohen et al. (1996).
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Figura A.2: Em A observa-se as correntes plotadas por Bondarenko (2014) apds aplicar
1uM de Isoproterenol. O PA correspondente a estas curvas estava a uma frequéncia de 5
Hz. Em B e C estao plotadas as curvas da implementacao de Magalhaes (2014). A

corrente de sédio, Iy, foi plotada a parte pois a sua escala esta diferente.
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Figura A.3: Em A observa-se as correntes plotadas por Bondarenko (2014) apds aplicar
1uM de Isoproterenol. O PA correspondente a estas curvas estava a uma frequéncia de 5

Hz. Em B estao plotadas as curvas da implementagao de Magalhaes (2014).
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A.3 O modelo de Chen et al. (2011)

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). Chen et al. (2011) fizeram
implementagoes para estudar e reproduzir a formagao da batida ectépica em um cabo
unidimensional de cardiomiécitos, simulando LCE e PDAs. Além disto, o modelo reproduz
o instante de maior probabilidade dos PCE’s e as propriedades de propagacgao das ondas
de Ca**. O modelo fenomenolégico de LCE de Chen et al. (2011) simula caracteristicas
observadas experimentalmente em Wasserstrom et al. (2010).

Em Chen et al. (2011), o cardiomidcito é representado como uma cole¢ao de
compartimentos subcelulares distribuidos espacialmente, contendo elementos chave do
ciclo de C'a** como podemos observar na Figura (A.4) a seguir. Estes compartimentos
subcelulares sao denominados como unidades de liberacao de Ca?*™ (ULCs). Cada
ULC consiste em: 1) juncao diadica, 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 porcao do RS que é préxima 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 A.4: Ilustracao de distribuicao espacial dos canais ionicos e compartimentos
envolvidos no ciclo de Ca?*. A concentracao de Ca®* na juncao diddica, o espaco

submembranar, a regiao citoplasmatica, o espaco juncional do reticulo sarcoplasmatico e

o espaco correspondente a rede do reticulo sarcoplasmatico, sao denotadas como c';, cr,

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

19 Yjsr
unidade de liberagao do Ca**. Adaptado de Chen et al. (2011).

Chen et al. (2011) desenvolveram um modelo estocdstico para simular LCE
considerando os detalhes do esquema representado na Figura (A.4). A principal limitagao
do modelo estocastico, espacialmente distribuido, é que ele é muito exigente em termos
computacionais. Isso porque uma simulacdo de uma unica ULC envolve a simulacao
estocastica exata de cerca de 100 canais de RRs independentes. No entanto, um miécito
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 i6nicos, o que pode ser computacionalmente intratdvel. Assim, viu-
se a necessidade de simplificar a distribuicao espacial das ULCs na célula. A partir de
estudos microscopicos da estrutura cardiaca, sabe-se que a célula pode ser dividida em
varias secoes de aproximadamente 1-2 pym de largura e um diametro de 20 - 50 pm,
estas se¢oes 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?*.

Para o desenvolvimento deste modelo foi utilizada a geometria da célula particionada
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em secoes, como uma matriz linear de sarcomeros acoplados. Utilizando a descricao
simplificada da célula foi possivel modelar LCE especificando a taxa espontanea de PCE’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 LCE, 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
Iy =48 x 10 %ap(13,1(z — 1)) se 1<z<2,5 (A.1)
2,73 se T >2,5,

\

onde, I'y é dado em unidades de (pulsos de Ca?*")/ms, x é a concentragao de Ca?**
no RS em unidade mM, o valor escolhido para a primeira condicao de I'y foi x < 1mM,
pois LCE ¢é rara em concentracoes menores do que 1 mM. Para modelar a propagacao
de ondas de C'a®* na direcao longitudinal, o modelo da estrutura celular deve reproduzir
a velocidade de onda de Ca*' 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 esta no estado 0 pode desencadear a transigao

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

ds
w — y A2
Tw = (A.2)




136

onde, d; = 1uM é aproximadamente a distancia entre os centros dos sarcomeros adjacentes

e voq ¢ a velocidade de propagaciao da onda de Ca?™:

vealz) = eaplalz — b)) +c. (A.3)

onde a = 3,2mM ', b = 0,6mM, e c = 112um/s. Desta forma, pode-se garantir que a
velocidade de propagagao de uma unidade da estrutura celular particionada corresponda
com a velocidade longitudinal da onda de C'a®™ medida experimentalmente.

Neste modelo a probabilidade de que um transiente de Ca®>t espontaneo aconteca
em uma ULC e ative uma vizinha ¢é fortemente dependente da concentracao de Ca?*t
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 Ca?* no
RS, de modo que a baixa concentracao de Ca®* impede que a onda se propague, enquanto
que em altas concentracoes de Ca®* a onda pode propagar a uma distancia substancial
na célula. Os dados experimentais foram modelados levando em conta que a propagagao
de Ca®T 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 concentragao de [Ca*"], = 4mM, que no atual modelo corresponde & concentracio de
Ca*" no RS que é igual a 1,4mM . Para este modelo foi escolhido o valor de x, = 1,0mM,

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

p(x) = {tanh[Nx — x¢)] + 1}/2, (A4)

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 C'a®* espontaneo é 7, = 30ms.
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Este modelo reproduz varios efeitos da LCE como PDAs e PAEs, os detalhes podem ser

encontrados em Chen et al. (2011).
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APENDICE B - Propagacio Elétrica

no tecido

Este capitulo apresenta detalhes essenciais para compreender como a onda elétrica
propaga pelo tecido cardiaco. Posteriormente, sao mostradas as modelagens matematicas

necessarias para realizar simulagoes a nivel de tecido.

B.1 Caracteristicas do tecido cardiaco

Os cardiomiocitos sao células que possuem formato aproximadamente cilindrico, tém
em média 100 gm de comprimento e 15 um de diametro. Na composicao do tecidos os
cardiomiécitos sao dispostos em um formato de parede que é cercada pelo meio extracelular
(Keener and Sneyd, 1998).

Segundo Keener and Sneyd (1998) as jungdes comunicantes conhecidas como gap
Junctions sao pequenos canais nao seletivos (com diametros de cerca de 1,2 nm) que
formam conexoes intercelulares diretas através das quais fons ou outras moléculas
pequenas podem fluir. Sao conhecidas por sinapses elétricas e esses canais intercelulares
formados pelas juncoes de gap tém cerca de 20 A de diametro e sio classificados como
"baixa resisténcia’porque a resisténcia efetiva é consideravelmente menor no caso de

analisar duas membranas celulares juntas.

B.2 Modelo do Monodominio

De acordo com Campos et al. (2016) por questoes de custo computacional tornou-se
necessario simplificar o modelo bidominio. Desprezando a influéncia do meio extracelular
o monodominio, no interior da célula, a corrente que flui e pode ser descrita pela lei de
Ohm. Os cardiomiocitos estao interconenctados e permitem a passagem da corrente pelas

gap junctions. Segundo Campos (2015), V. = 0 seguindo esta consideracao, o modelo
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monodominio pode ser obtido por uma reducao do modelo bidominio e e inteiramente
escrito em termos do potencial transmembranico. Considere que as taxas de anisotropia
nos dois dominios sao iguais, ou seja, o0, = Ao; onde A e uma constante. Entao, o, pode

ser eliminado das equagoes do modelo, resultando em:

ov

V(O'lvv)) + V.(O’Z’V’Ue) = X(Cma + [ion) (Bl)
V.(o:Vv))+ (1 + A)V.(0;Vv,) =0 (B.2)
Da equagao B.2 chega-se em:
1
V.(0;Vv.) = ———V(0,Vv)) (B.3)

1+A

e substituindo esta equacao em B.1 e rearranjando os termos chega-se a formulagao
padrao do modelo do monodominio:
1 v

5 V() = X(Cu

Iion B4
14+ A + ) (B.4)

O monodominio possui vantagens em relacao ao custo da solugao numérica, mas
possui limitacoes como a hipdtese de anisotropias iguais. Além disso, é dificil especificar
o valor de \ de maneira a reproduzir o comportamento fisiologico. O problema completo

do monodomuinio é dado por:

(

X(Cn% + Lion) = V.(6VV)),

n.ocVuv =0, (B.5)

U(:U70) = 00(45)777(3770) = 770<$)7

\

onde v ¢ a variavel de interesse e representa o potencial transmembranico, y é a razao

da superficie- volume das células cardiacas, C,, é a capacitancia da membrana, [;,, é a
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densidade total da corrente ionica que é fungao de v em um de variaveis de estado n, que é
descrito para controlar as variaveis de estado 7. Nesse trabalho, assumimos que o tecido é
isolado em suas fronteiras, isto é, condi¢oes de contorno de fluxo nulo sao impostas sobre

v ao longo de todas as superficies do miocardio.



