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Resumo

A fracdo do contetido de Ca* do reticulo sarcoplasmatico (RS) liberada a cada contragdo (Fractional
Release — FR) em midbcitos cardiacos é regulada pela corrente de entrada de Ca®* através da
membrana celular pelos canais de Ca* tipo-L (Ica.) e pelo contelido de Ca** do RS ([Ca®**]rs). Em
trabalho anterior foi desenvolvido, no nosso laboratério, um modelo experimental denominado de
modelo do RS funcionalmente isolado (MRSFI). Neste modelo, cardiomiécitos sdao perfundidos em
solucdo sem Na* e sem Ca®, o que torna as suas membranas eletricamente inexcitaveis e inibe o
transporte do fon pelo trocador Na*/Ca?*. As variacdes (transientes) da concentracéo intracelular de
Ca*" ([Ca*]) medidas com o indicador fluorescente Fluo-3 AM (5 pM, 20 min, 24°C) sdo evocadas
por aplicacéo de pulsos rapidos (100 ms) de cafeina (10 mM). No presente trabalho, 0 MRSFI foi
usado para estudo da relagdo entre FR e [Ca*]rs na auséncia do gatilho fisiolégico (lc..) para
liberacao reticular de Ca®*. Apds deplecdo do contetido de Ca®* do RS pela aplicacdo prolongada de
cafeina, foram aplicados diferentes numeros de estimulos elétricos nos midcitos para recarregar a
organela com diferentes [Ca®']gs (de 55,3 + 10,0 a 123,0 + 10,3 pM, p < 0,05). A variacdo total de
Ca?* celular foi calculada pela adicdo da variagéo do Ca?* livre a variacdo do Ca* ligado aos buffers
(ligantes passivos, B) intracelulares (miofilamentos + fluo-3), ou seja, A[Ca®*]; = A[Ca®*]; + A[Ca®*]g. A
A[Ca?**]; evocada pelos pulsos rapidos de cafeina foi dividida pelo [Ca?*]rs, para estimativa da FR,
que variou com [Ca®]zs (de 5,4 + 5,4 a 82,8 + 7,2 %, p < 0,05) de modo nao-linear, similar ao ja
descrito em midcitos cujo gatilho da liberagdo de Ca* foi Ic... Este comportamento foi encontrado
também in silico pelo uso de um modelo da dindmica do Ca** intracelular que simula o MRSFI,
acrescido de descricdes de buffers de Ca®* intrarreticular e citosélico. Associada & relacdo de FR e
[Ca®]rs Obtida pelo modelo matematico, a comparacdo de transientes da [Ca®]; experimental e
simulado indicou que a introducdo dos buffers resultou em simulacbes mais realistas do
comportamento de miécitos cardiacos. Como complemento ao entendimento da liberagdo de Ca**
pelo RS, o MRSFI foi aplicado ao estudo do efeito da tetracaina (20, 50 ou 100 uM), inibidor da
liberacdo de Ca* do RS, sobre a FR. A concentracdo do farmaco que causou 50 % da inibicdo
maxima sobre FR (ICsp) foi de 51,8 + 6,2 uM. Assim, com o uso do MRSFI, pode ser estimado o
efeito da tetracaina sobre a liberacdo de Ca* do RS em células intactas sem alteracdes desta
liberacao decorrentes da agao da droga sobre a excitabilidade da célula.
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Abstract

The fraction of the sarcoplasmic reticulum (SR) Ca?* content released at a twitch (Fractional Release
— FR) in cardiac myocytes is regulated by the transmembrane inward Ca?* current through the L-type
Ca?* channel (Ica.) and by the SR Ca®* content ([Ca®*]sg). In the experimental model of the
functionally isolated SR model (FISRM), previously developed in this laboratory, cardiomyocytes are
perfused with Na*, Ca®-free solution, which makes the cells electrically unexcitable and
thermodynamically inhibits the sarcolemmal Na*/Ca®* exchanger. Variations in the intracellular Ca**
concentration ([Ca®*]) was measured with the Ca?* indicator fluo-3 and Ca®* transients due to SR
release are evoked by pulse-like (100 ms duration) application of 10 mM caffeine. In the present
work, the FISRM was used to study the relationship between FR and [Ca®*sr in the absence of lcay,
the physiological trigger for the release of Ca®** from the SR. After SR Ca** depletion by prolonged
application of caffeine, 1-20 electrical stimuli were applied to reload the organelle with different
[Ca®]sr (from 55.3 + 10.0 to 123.0 + 10.3 pM, p < 0.05). The total [Ca?*] variation during transients
(A[Ca*]r) was estimated from the measured [Ca®*]; and the Ca?* buffering parameters previously
determined, including fluo-3. The A[Ca®*]; evoked by the caffeine pulses was divided by [Ca?**]sg to
estimate FR, which showed a non-linear relationship with [Ca®*‘]sg (ranging from 5.4 + 5.4 to 82.8 +
7.2 %, p < 0.05), as previously described in cardiac myocytes in which SR Ca* released was
induced by lc... This behavior was also observed in silico, with a model of the intracellular Ca**
dynamics which simulates the FISRM, after inclusion of intra-SR and cytosolic Ca®* buffers. It was
possible to observe that the introduction of the buffers resulted in more realistic simulations. In
addition, the FISRM was applied to the study of the effect of tetracaine, a putative SR Ca** release
inhibitor, on FR. The tetracaine concentration that caused 50% inhibition of FR (ICsy) was 51.8 + 6.2
uM. The FISRM may thus be a useful experimental model to investigate in intact cells the selective
effects on SR Ca* release of drugs that may also affect sarcolemmal currents, which is the case of

tetracaine.
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Lista de abreviacoes

Bmax — concentracdo maxima de sitios de ligacao

[Ca®]; — concentragao citosélica de Ca®* livre

A[Ca?*]; — amplitude do transiente da concentracéo citosélica de Ca** livre
[Ca®*]rrsqnic) — CONcentracéo inicial de Ca®* livre no reticulo sarcoplasmatico
[Ca®]rs — contetido de Ca** do reticulo sarcoplasmatico

[Ca®]r — concentracao total de Ca®*

CSQ - calsequestrina

FR — liberac&o fracional de Ca®* pelo reticulo sarcoplasmatico

lcaL — corrente de Ca®* por canais de membrana de Ca®* tipo-L

ICso — concentracao de tetracaina para causar 50% da inibicdo maxima
MRSFI — modelo do reticulo sarcoplasmatico funcionalmente isolado
NCX — trocador Na*-Ca®*

PA — potencial de acéo

RS - reticulo sarcoplasméatico

RyR — receptor de rianodina

SERCA — ATPase de Ca** do reticulo sarcoplasmatico
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XV



Trabalhos publicados pela autora

MONTEIRO, M.C.; BASSANI, R.A.; BASSANI, JW.M. Modelo Matematico do Reticulo
Sarcoplasmatico Funcionalmente Isolado em Miécitos Cardiacos: Influéncia de buffers de Ca?. In:
XXII Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica, 2010, Tiradentes. Anais do XXII Congresso de
Engenharia Biomédica. Rio de Janeiro: Sociedade Brasileira de Engenharia Biomédica, 2010. p.453
— 456.

MONTEIRO, M.C.; BASSANI, R.A.; BASSANI, J.W.M. Fractional Ca®** release in the functionally

isolated sarcoplasmic reticulum. In: XXVI Reunido Anual da Federagdo de Sociedades de Biologia
Experimental, 2011, Rio de Janeiro.

Xvi



Sumario

1. Introducao
2. Objetivos
3. Material e Métodos
3.1. Animais
3.2. Solucdes
3.3. Isolamento dos miécitos ventriculares
3.7. Sistema de troca rapida de solugdes
3.8. Protocolo Experimental
3.8.1. Liberacao fracional de Ca2+ versus contetudo de Ca2+ do RS
3.8.2. Efeito da tetracaina sobre a liberagéo fracional de Ca2+ do RS
3.9. Analise estatistica
3.10. Modelo matematico da dindmica do Ca2+ intracelular
3.10.1. Simulagédo do MRSFI
3.10.2. Implementacao dos buffers de Ca2+ intrarreticulares e citosolicos
3.10.3. Liberagéo fracional versus contetudo de Ca2+ do RS in silico
3.10.4. Integracgéao, software e microcomputador
4. Resultados
4.1. Relacao entre liberagao fracional de Ca2+ e conteudo de Ca2+ do RS
4.2. Efeitos da tetracaina sobre FR
4.3. Simulagéo do MRSFI
4.4. Simulagdo do MRSFI com buffers de Ca2+
4.5. Relacao entre liberagao fracional e contetdo de Ca2+ do RS in silico
5. Discussao
5.1. Regulagéo da liberacéo fracional pelo conteudo de Ca2+ do RS
5.2. Modulagéo da liberacao de Ca2+ do RS pela tetracaina no MRSFI
5.3. Implementacéo de buffers de Ca2+ no MRSFI in silico
6. Conclusoes
7. Referéncias
Anexo — Certificados de aprovacao para experimentacao animal

0 0O 0 N =

15
15
16
17
18
20
21
22
23
24
24
30
35
36
38
44
44
47
49
53
54
62

Xvil



1. Introducao

O fon Ca* é um importante alvo de estudos na busca de um maior entendimento do
funcionamento do coracdo de mamiferos, pois este ion participa de todo processo de excitacao
elétrica e contracdo das células musculares (miécitos) cardiacas. Quando sdo aplicados
estimulos elétricos suficientemente intensos a essas células, ocorrem respostas elétricas,
caracterizadas por rapida despolarizacao da membrana celular (sarcolema), seguida por retorno
ao potencial de repouso, que sdo denominadas potencial de acdo (PA). Durante o PA, ocorre a
abertura de canais de Ca* tipo L, por onde ocorre influxo de Ca?® na célula, a favor do
gradiente eletroquimico do ion. Em condigdes fisioldgicas, esta corrente de entrada de Ca**
(IcaL) pode ativar diretamente os miofilamentos, que s&o a unidade efetora da contragéo celular,
mas ativa principalmente os canais de liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS),
denominados também receptores de rianodina (RyR). Isto ocorre por meio da ligacdo de Ca** a
esses canais, de acordo com o mecanismo descrito por Fabiato (1983). Como o RS é o
principal estoque de Ca** para a contracdo celular, a ativacdo dos RyR promove uma massiva
liberagcdo de Ca* do RS para o citoplasma (Figura 1.1). Consequentemente, a concentracdo
citoplasmatica de Ca** livre ([Ca®"])), que na diastole esta em torno de 100-200 nM, é elevada
para valores préximos a 1 uM. O ion difunde-se pelo citoplasma, liga-se a troponina C dos
miofilamentos e ativa a contragao celular (Bers, 2001).

A elevacdo da [Ca®*]; aumenta, por sua vez, a atividade de transportadores de Ca** do
sarcolema e outras organelas, o que implica na redugédo dessa concentracdo para seus valores
basais. Dessa maneira, Ca®* se dissocia da troponina C, levando ao relaxamento celular. A
variagdo da [Ca*], denominada transiente de [Ca®'], &, portanto, o elemento que acopla a
excitacdo elétrica e a contracdo celular. Quatro principais transportadores que removem Ca?* do
citoplasma foram identificados (Figura 1.1): 1) a ATPase de Ca** do RS (SERCA), que recapta
o fon para o RS, restaurando, assim, o estoque da organela; 2) o trocador Na?-Ca* (NCX),
que, operando em seu modo direto, transporta um ion Ca®* para o exterior da célula em troca
da entrada de trés ions Na*; 3) a ATPase de Ca* de membrana, extrusor de Ca®* da célula; e
4) o uniporter mitocondrial, que transporta Ca?* para o interior da organela. Bassani et al. (1994)
estimaram a participacao relativa desses transportadores em diferentes espécies de mamiferos.
Observou-se que a remogao conjunta de Ca®* pelos dois Ultimos transportadores (sistemas
lentos) em midcitos de ratos e coelhos corresponde a apenas 1-2 % do fluxo total de Ca**
durante a fase de queda da [Ca®]. Foi observado também que a SERCA é o principal



transportador do ion nas duas espécies, uma vez que contribui com 92 e 70 % deste fluxo, em
ratos e coelhos, respectivamente, enquanto a participacdo do NCX corresponde a 7 %, em
ratos, e 28 %, em coelhos. Além da diferenca entre espécies, esta participacdo pode variar ao
longo do desenvolvimento do animal (Bassani & Bassani, 2002) e em condi¢des patoldgicas
(Pogwizd et al., 1999; Piacentino et al., 2003).
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Figura 1.1: Transporte de Ca®* durante excitacdo elétrica e contragdo de midcito cardiaco de mamiferos.
RyR: receptor de rianodina; RS: reticulo sarcoplasmatico; lc..: corrente de Ca®* tipo-L; NCX: trocador
Na'-Ca®"; ATP: ATPase de Ca®". Modificado de Bers, 2002.

Como o transiente de [Ca®*] resulta principalmente da ativacdo dos RyR, alteracdes da
atividade desses canais provocam variacdes da liberagdo de Ca** do RS e, consequentemente,
do transiente de [Ca®]. Diversos trabalhos mostraram que o Ca® intrarreticular (i.e.,
concentracdo de Ca* no interior do RS) modula a atividade dos RyR (Bassani et al., 1995;
Lukyanenko et al., 1996; Shannon et al., 2000a; Laver, 2007; Qin et al., 2008; Eisner et al.,
2009). Foi visto que a sobrecarga de Ca* do RS gera liberagbes espontaneas de Ca*, que
podem dar origem a arritmias (Wier & Blatter, 1991; Williams et al., 1992; Eisner et al., 2009).
Lukyanenko et al. (1996) demonstraram que hd um aumento da probabilidade de abertura dos
RyR incorporados a bicamadas lipidicas em resposta ao aumento da concentracdo de Ca®* no
lado da bicamada correspondente ao interior do RS. Em alguns estudos (Bassani et al., 1995;
Shannon et al., 2000a) foi demonstrado que a fracdo do contetido de Ca?** do RS liberada a



cada contragéo (FR) depende deste conteudo. Primeiramente, FR foi calculada por Bassani et
al. (1993) durante excitacado elétrica de miécitos cardiacos de coelho. Em trabalhos posteriores,
Bassani et al. (1995) e Shannon et al. (2000a) estudaram a relagéo entre FR e o conteludo de
Ca** do RS em mibcitos cardiacos de furdo e de coelho, respectivamente. Em ambos os
estudos, essa relagdo mostrou um comportamento nao-linear, pois, além de nao haver
liberagdo de Ca® pela organela (FR = 0 %) até que fossem atingidos valores consideraveis da
carga de Ca* do RS (préximos a 50 pM), em cargas mais altas, pequenas alteracdes do
conteudo do RS foram acompanhadas por grandes variacdes de FR.

Em trabalho anterior neste laboratério (Soriano et al., 2007a), foi desenvolvido um
modelo experimental no qual a funcdo do RS foi isolada (modelo do RS funcionalmente isolado,
MRSFI; Figura 1.2). Neste modelo, miécitos cardiacos de rato foram mantidos em repouso
elétrico em meio sem Na* e sem Ca*, sem haver, portanto, entrada de Ca®* por meio da lcaL,
nem efluxo pelo NCX, principal competidor da SERCA pelo Ca®* citoplasmatico. Os transientes
de [Ca®']; foram evocados pela aplicacdo de pulsos de cafeina. Este composto atravessa
rapidamente o sarcolema e aumenta a probabilidade de abertura dos RyR (Sitsapesan &
Williams, 1990). Quando a concentracao da cafeina na proximidade dos canais atinge cerca de
1 mM (O'Neill et al., 1990), a [Ca®*] diastdlica torna-se suficiente para ativar os RyR e, em
decorréncia da liberacdo massiva de Ca*", ocorre a contragdo celular. Como, neste modelo
experimental, a cafeina é rapidamente lavada, o Ca* liberado através dos RyR retorna ao RS
por meio da captagdo do ion pela SERCA, uma vez que o fluxo de Ca®** mediado por esta
enzima é muito maior do que os fluxos carreados pelos outros transportadores lentos (Bassani
etal., 1992; 1994), que podem ser desconsiderados nestas condi¢cdes.
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Figura 1.2: Modelo experimental do reticulo sarcoplasmatico funcionalmente isolado. Caf: cafeina; RyR:
receptor de rianodina; RS: reticulo sarcoplasmatico; ATP: ATPase de Ca?*. Modificado de Soriano, 2007.

No presente trabalho, o MRSFI, inicialmente desenvolvido para o estudo da captacao de
Ca** pela SERCA, foi aplicado ao estudo da liberacdo do ion pelo RS, mais especificamente
com foco na FR, de modo a complementar o entendimento da fungdo da organela e sua
regulacdo. Por meio deste modelo experimental, buscou-se investigar como o contetido de Ca**
do RS modula a FR na auséncia do gatilho fisioldgico (lcaL) da liberagdo de Ca?* pelos RyR.

A modulacdo da liberacdo de Ca* pelos RyR pode ser provocada também por alguns
compostos exdégenos, como é o caso do anestésico local tetracaina (Antoniu et al., 1985;
Palade, 1987; Xu et al., 1993; Overend et al., 1997; Overend et al., 1998). Em estudos com RS
isolado de musculo esquelético de coelho, observou-se que a tetracaina inibiu a liberacao de
Ca* pela organela (Antoniu et al., 1985; Palade, 1987; Xu et al., 1993). Além disso, foi visto
também que este composto reduziu a frequéncia das liberacdes espontaneas de Ca®* pelo RS
(Overend et al., 1997) e a amplitude dos transientes de [Ca®*] em miécitos cardiacos de ratos
(Overend et al., 1998). No entanto, j& é bem conhecida a inibicdo de correntes de membrana
causada pela tetracaina (Hille, 1977; Carmeliet et al., 1986). Sabe-se que em células neuronais
de sapo e de rato a concentracdo do farmaco que provoca metade da inibicdo maxima (ICso)
sobre canais de Na® de membrana dependentes de tensao elétrica € de 0,7 e 12,5 uM,
respectivamente (Brau et al., 1998; John et al., 2004). Carmeliet et al. (1986) observaram que
correntes de Ca®* do sarcolema também s&o inibidas pelo farmaco, apesar de apresentarem
menor sensibilidade a tetracaina (ICso = 80 uM). Esta faixa da concentracao efetiva do farmaco



sobre as correntes de membrana € menor do que aquela encontrada para os RyR (0,1-1 mM;
Bers, 2001).

Assim, a tetracaina inibe principalmente correntes de membrana, as quais participam da
geracao do PA, e, portanto, reduz a excitabilidade celular. Esta reducao altera ou até mesmo
impede a liberacdo de Ca** pelo RS, caso impeca a geragdo do PA e/ou de Ic,. de magnitude
suficiente para ativar os RyR , o que pode impossibilitar o estudo do efeito da tetracaina
diretamente sobre os RyR em células intactas. No presente trabalho, este estudo foi realizado
por meio do uso do MRSFI, sem as interferéncias resultantes da acdo do farmaco sobre os
fendmenos elétricos de membrana, pois, neste modelo experimental, a liberagdo de Ca**
independe da excitacédo elétrica celular. Dessa maneira, qualquer alteracao do transiente de
[Ca®"]; seria decorrente apenas do efeito da tetracaina sobre os RyR.

Além da experimentagdo com midcitos cardiacos, o modelamento matematico do
transporte e regulacdo de Ca®* nestas células tem sido explorado como ferramenta para o
entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de excitacao e contracao celular (Luo &
Rudy, 1994; Tang & Othmer, 1994; Shannon et al., 2004). Num estudo prévio (Soriano et al.,
2007a), um modelo tedrico simplificado que descreve a dinamica de Ca®* intracelular (Tang &
Othmer, 1994) foi adaptado para simular o MRSFI. Para descrever o transporte de Ca* em
midcitos cardiacos, Tang & Othmer (1994) propuseram um modelo matematico em que os RyR
podem se encontrar em quatro diferentes estados. A transi¢éo entre estes estados é governada
pela ligagdo do Ca* a sitios reguladores desses canais, com diferentes taxas de associacéo e
dissociacéo (Figura 1.3). Segundo este modelo, o aumento de [Ca®*] resulta na ligaco do ion a
sitios reguladores positivos dos RyR (i.e., que promovem a abertura do canal) de baixa
afinidade, porém com alta taxa de associacdo. O aumento de [Ca®']; também leva & ligagdo de
Ca** a sitios reguladores negativos (i.e., que causam fechamento do canal) de alta afinidade.
Contudo, a baixa taxa de associacdo de Ca** a estes sitios faz com que a inibicdo ocorra
posteriormente & ativacdo dos RyR. Durante a fase de declinio do transiente de Ca*', o ion se
desliga primeiramente dos sitios reguladores positivos, o que leva os RyR para o estado
refratario, e, mais lentamente, se desliga dos sitios reguladores negativos, tornando os canais
novamente ativaveis. Neste modelo, os fenémenos elétricos de membrana e a entrada de Ca**
foram descritos apenas como um pulso de Ca** no citoplasma. Além disso, NCX e ATPase de
Ca* do sarcolema foram combinados em um sé transportador. Na simulagdo do MRSFI,
Soriano et al. (2007a) eliminaram os termos referentes aos fluxos de entrada e saida de Ca®**

através do sarcolema e simularam os pulsos de cafeina por meio da alteragédo instantanea das



taxas de associacdo e dissociacdo de Ca®* aos sitios reguladores dos RyR, de modo a

favorecer a permanéncia desses canais no estado aberto.

L1
Ativavel _—* Aberto
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Refratario <«—— Fechado

Figura 1.3: Estados dos canais de liberagdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico, segundo modelo
matematico de Tang & Othmer (1994). L; € a taxa de associacao (para valores positivos de i) ou de
dissociagéo (para valores negativos de i) de Ca®* aos sitios reguladores do canal.

No presente trabalho, buscou-se otimizar a simulacdo do MRSFI por meio do acréscimo
de elementos importantes na dindmica do Ca®* intracelular que n&o foram originalmente
considerados no modelo de Tang & Othmer (1994) ou na sua modificagdo por Soriano et al
(2007a). Sabe-se que o comportamento temporal do transiente de [Ca®*]; depende da presenca
de ligantes passivos (ou buffers) de Ca®* na célula (Berlin et al., 1994; Eisner et al., 2000; Bers,
2001). Estes buffers de Ca**, cujos principais exemplos no citoplasma s&o a troponina C e a
calmodulina, amortecem variacées abruptas da concentracdo do ion: este se liga ao buffer
quando ha aumento de sua concentracao livre, e se dissocia dele quando sua concentragéo
livre é reduzida. No interior do RS, também foram identificados buffers de Ca** (Bers, 2001). Por
amortecer as variagdes da concentracdo do ion na organela, a existéncia da calsequestrina
(CSQ), principal buffer de Ca** do RS (Jorgensen et al., 1985; Scott et al, 1988), esta
relacionada com a alta capacidade da organela em armazenar Ca®* (Jones et al., 1998). Além
disso, ha indicacdes de que a CSQ esteja envolvida na regulacdo da liberagcdo de Ca® pelos
RyR (Gyorke et al., 2004; Qin et al., 2008). Neste trabalho, foram implementadas equacdes que
descrevem estes buffers de Ca®*, com o objetivo de produzir simulagdes mais realistas do
transporte e regulacdo do Ca®* em midcitos cardiacos.



2. Objetivos

Os principais objetivos deste trabalho foram:

a) Estudar a relagdo entre FR e contetido de Ca®* do RS no MRSFI, no qual o gatilho fisiolégico
(Icar) da liberacdo de Ca* pelo RS est4 ausente.

b) Por meio do MRSFI, estudar o efeito direto da tetracaina, modulador dos RyR, sobre a FR

em miocitos intactos.

c) Introduzir descricdes de buffers de Ca®* citosélico e intrarreticular ao modelo matematico que
simula o MRSFI (Soriano et al., 2007a) e aplicar estas alteracdes ao estudo da relagcéo entre FR
e contetido de Ca** do RS in silico.



3. Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido em sua totalidade no Laboratério de Pesquisa
Cardiovascular do Centro de Engenharia Biomédica da UNICAMP.

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (3-8 meses de idade) provenientes do
Centro Multidisciplinar de Investigagdes Bioldgicas (CEMIB-UNICAMP) e do Biotério do Centro
de Engenharia Biomédica (CEB-UNICAMP). Os animais foram alojados em gaiolas coletivas,
onde receberam agua e racado a vontade, sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Os ratos
ndao sofreram nenhuma manipulacdo experimental até o dia de serem sacrificados para o
isolamento das células. O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comisséo de Etica
em experimentacdo Animal (Instituto de Biologia / UNICAMP; certificados No. 1517-1, 1737-1,
2088-1F e 2490-1A).

3.2. Solucoes

Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada, com excec¢ado das solugdes
utilizadas no isolamento dos midcitos cardiacos, que foram preparadas com agua ultrafiltrada
(tipo I, resistividade > 18 MQ.cm). As solucdes apresentaram pH de 7,4 a 23° C. Na composicao
das solucdes abaixo, a concentragdo dos solutos esta expressa em mM.

a) Solucao de Tyrode normal (TyN): NaCl 140; KCI 6; MgCl, 1,5; acido N-2 hidroxietilpiperazina-
N”-2 etano-sulfénico (HEPES) 5; glicose 11; CaCl, 1; pH ajustado com NaOH.

b) Solucdo de Tyrode sem Ca®* e Na* (Tyr00): composicdo semelhante a TyN, exceto pela

substituicdo equimolar de NaCl e CaCl, por LiCl e acido etileno glicol-bis (B-aminoetil eter)- N-
N-N’-N" tetraacético (EGTA), respectivamente. O ajuste do pH foi feito com KOH.

c¢) Solucao Tyr00 com cafeina (Caf00): cafeina foi adicionada como um sélido a solugao Tyr00,

na concentracdo de 10 mM.



e) Solucdo Krebs-Henseleit para Isolamento de Células: NaCl 115; KCI 4,6; KH,PO,4 1,2;
NaHCO; 25; MgSO, 2,4; glicose 11,1.

f) Solucdo cardioplégica (Cpl-P): KH,PO, 10; KCI 30; MgCl, 1; taurina 20; glicose 11; HEPES
10; acido glutdmico 70; aloumina sérica bovina 0,5 mg/mL; pH 7,4 a 23° C ajustado com KOH.

g) Solucédo estoque de fluo-3: 1 mM fluo-3 AM (acetoximetil-éster, Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO).

h) Solucéo fluo-3 para incubacdo de miécitos (TyN-Fluo): 10 uL da solucao estoque de fluo-3

foram adicionados a 10 pL de solugcdo 2% (v/v. em DMSO) de Pluronic (Molecular Probes,
Eugene, Oregon, EUA) e diluidos em 980 uL de TyN. Pluronic € um agente dispersante que
facilita a difusao do fluo-3 para o interior da célula. A solucédo de 10 uM de fluo-3 foi novamente
diluida em TyN para a concentracao final de 5 uM, e esta foi a solucdo usada para o

carregamento do miécito com o indicador.

3.3. Isolamento dos midcitos ventriculares

As células foram isoladas por digestdo enzimatica conforme descrito anteriormente
(Penna & Bassani, 2010). Os ratos foram sacrificados por exsanguinagdo apds concussao
cerebral, com imediata retirada do coragdo. O coracdo foi perfundido com solucdo de Krebs-
Henseleit sem célcio a 37 °C em um sistema de Langendorff por 5 minutos. Em seguida o
coracdo foi perfundido com a mesma solugdo contendo 0,5-1 mg/ml de colagenase tipo |
(Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, New Jersey, EUA) por 15-20 minutos. A
seguir, a enzima foi removida por perfusdo com solugdo de Tyrode sem Ca®* contendo
albumina sérica bovina (0,5 mg/mL) por cerca de 10 minutos. O tecido ventricular esquerdo foi
entdo delicadamente triturado em solucdo cardioplégica para dissociacdo das células. A

solugéo cardioplégica foi usada também para lavagem e armazenamento das células.

3.4. Medicio de [Ca**];

Para realizacdo dos experimentos com os miécitos, foi usada uma camara de perfusao
de acrilico desenvolvida por Gomes (1997; numero da patente: Pl 0302.403 - 2), com 5
entradas de solugdes e uma saida conectada a um sistema de vacuo para retirada do excesso
da solugéo e para estabelecimento de um fluxo aparentemente laminar (Figura 3.1). A camara



apresenta um rasgo de volume aproximado de 280 uL, cuja base é uma laminula de vidro onde
a suspensao de midcitos foi efetivamente depositada.

Regiao de deposicao
dos midcitos

I E

ntrada de solucdes

Figura 3.1: Camara de perfusdo de midcitos (Pl 0302.403-2). Modificado de Soriano, 2007.

Apés lavagem da laminula com alcool e agua deionizada e secagem, foi aplicada uma
fina camada de colageno para fixacdo dos mi6citos na laminula. Ap6s 20 min, a suspensao de
midcitos foi depositada (aproximadamente 100 pL) e esperou-se 20 min até o inicio da perfusao
das células com as diversas solugdes.

Os cardiomidcitos foram estimulados eletricamente (0,5 Hz, pulsos bipolares de tenséo,
com duragao de 3 ms e amplitude 20 % acima do limiar de excitacdo dos midcitos) para indugéao
das contracoes. A estimulacdo foi feita por meio de um par de eletrodos de acgo inoxidavel
conectados a um estimulador elétrico, desenvolvido no CEB-UNICAMP.

Apbs serem depositados na camara de perfusdo, os miocitos foram perfundidos com
TyN e estimulados eletricamente por cerca de 10 min. Em seguida, a estimulagdo e perfusao
foram cessadas e 10 uL de TyN-Fluo foram adicionados a camara. Apdés 20 min de incubagéo,
0s midcitos voltaram a ser perfundidos por TyN por cerca de 20 min para desesterificagdo do
indicador.

A medicao da [Ca®]; foi feita pelo uso de instrumentacdo desenvolvida anteriormente em
nosso laboratério (Soriano et al,, 2007b) que consistiu em 3 sistemas &pticos: Optica de
excitacao do indicador, 6ptica de emissao do indicador e dptica de projecao da imagem (Figura
3.2).
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Na Optica de excitacdo, um LED (light emitting diode) azul de alta poténcia (17,1 W;
OT16-5100-BL, Opto Technology, Wheeling, lllinois, EUA) produziu um feixe de luz que
atravessou um conjunto de lentes, um filiro passa-faixa de excitagdo (460-500 nm) e um
diafragma, e foi refletido por um espelho dicroico para a camara onde os miécitos foram
depositados, apos ser condensado por uma lente objetiva de 40 X proxima a camara.

&Ja

|
| I
I

=
<‘:‘:| 11

Figura 3.2: Instrumentac&o para medicio da [Ca®']; — 1: LED azul de alta poténcia; 2: lentes e filtro passa-
faixa de excitagédo; 3: espelho dicroico; 4: lente objetiva de 40 X; 5: cAmara de perfusdo; 6: LED
vermelho; 7: espelho refletor de vermelho; 8: cadmera CCD (charge coupled device); 9: obturador (shutter)
com fenda retangular; 10: filtro passa-faixa de emissao; 11: tubo fotomultiplicador. Modificado de Soriano
et al., 2007b.

Na 6ptica de emissdo do indicador, a fluorescéncia emitida pelo indicador ligado ao Ca**
foi condensada pela objetiva e atravessou o espelho dicréico e refletor de vermelho, um shutter
e um filtro passa-faixa de emissao (515-560 nm) até atingir um tubo fotomultiplicador (modelo
C6260, Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japao), onde foi produzida uma corrente elétrica
proporcional a intensidade luminosa. Ap6s ser convertido em tensao por um amplificador

operacional, o sinal foi enviado para uma placa de aquisicdo de dados PCl 6229 (National
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Instruments, Austin, Texas, E.U.A) conectada ao computador. A visualizacao e controle deste
sinal foram feitos no momento da realizacao dos experimentos por meio do programa LabVIEW,
versao 7.1, com o qual foi desenvolvida uma interface amigavel, que permitiu o registro do sinal
por meio do acionamento de um botado “Grava”. O sinal foi adquirido com uma freqiéncia de
amostragem de 500 Hz e filtrado por um filtro passa-baixa Butterworth, de 42 ordem, com
frequéncia de corte de 40 Hz.

Na Optica de projegéo da imagem, os midcitos depositados na camara foram iluminados
por um LED vermelho e o feixe de luz atravessou a lente objetiva, o espelho dicrdico e foi
refletido para uma camera CCD (charge coupled device) por um espelho refletor de vermelho. O
sinal foi enviado a um monitor, onde a imagem dos midécitos foi mostrada.

O sinal de fluorescéncia emitida foi convertido para [Ca®*]; de acordo com a expressdo
(Shannon et al., 2002):

+1

onde F é a fluorescéncia medida, Fpack € a fluorescéncia medida em campo sem célula, Fo é a
fluorescéncia diastélica, kyca € a constante de dissociacdo de Ca®** do indicador (1,1 uM,
Harkins et al., 1993) e [Ca*]q é a concentracéo citosdlica de Ca®* diastélica (estimada com o
indicador indo-1 em nosso laboratério, como 0,222 ou 0,213 uM, em meio com ou sem Ca?*,
respectivamente).

A concentracdo total de Ca** ([Ca®']r, i.e., livre + ligado) e o conteido de Ca* do RS
(veja a secdo 3.8.1 para maiores detalhes) foram calculados como a soma da [Ca®*] medida
pelo indicador e a concentracdo de Ca** ligada a sitios passivos (buffers) intracelulares, como o
préprio indicador e buffers endégenos (e.g., troponina C dos miofilamentos e calmodulina).
Assim, [Ca®*]r foi dada por (Bassani & Bers, 1995):

Bf . C 2+ ) Be . C 2+ )
[Ca2+]T=[CCl2+].+ max [ a ]l + max [ a ]l

3.2
" [Ca*t) ke [Ca], + Ky, 62

onde [Ca®**], é a concentragdo de Ca®* livre no citosol medida com indicador, B\ é a
capacidade maxima de ligacao ao ion do fluo-3 (4 uM, Soriano, 2007), kg € a constante de
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dissociacéo aparente do Ca?* do indicador (1,1 pM, Harkins et al., 1993), e B®%nax (300 pM) e Kge
(0,53 uM) sao, respectivamente, a capacidade maxima de ligacao e a constante de dissociacao
aparente do Ca* dos sitios passivos endégenos (Bassani et al., 1998).

3.7. Sistema de troca rapida de solucoes

Para implementacdo do MRSFI, foram feitas aplicagdes rapidas (pulsos) de cafeina,
alternadamente com aplicacdo de Tyr00 através de uma ponta perfusora, posicionada préoximo
ao midcito de interesse por meio de um micromanipulador (Narishige, Tokyo, Japéo; Figura
3.3).

Figura 3.3: Sistema de troca rapida de solugbes — 1: Ponta perfusora; 2: Micromanipulador; 3: Valvula
solenoide; 4: camara de perfusédo

A aplicacao das solugdes Caf00 e Tyr00 pela ponta perfusora foi realizada por meio da
ativacdo de uma valvula solenéide (modelo 075P3MP12-01S, Bio-Chem Fluidics, Boonton, New
Jersey, EUA), com duas entradas e duas saidas de solugdes (Figura 3.3). A solucéo Tyr00 foi
conectada a entrada normalmente aberta e a solugdo Caf00 foi conectada a entrada
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normalmente fechada, de modo que, durante o acionamento da valvula, o fluxo de Tyr0O0 foi
interrompido e o fluxo de Caf00 liberado. O acionamento da valvula foi controlado por um
circuito desenvolvido em nosso laboratério (Soriano, 2007), que possibilitou ndo somente a
aplicagédo prolongada de Caf00 pelo acionamento manual da vélvula por meio de uma chave
como também a aplicacdo dos pulsos de cafeina pelo acionamento automatico da valvula por
meio de um circuito oscilador. A duragéao e freqiiéncia dos pulsos de Caf00 foram ajustados
para 100 ms e 0,07 Hz (14 s de intervalo entre pulsos), respectivamente, pela mudanca da
resisténcia de dois trimpots. A tenséo e corrente aplicadas aos terminais da valvula pelo circuito
corresponderam a 12 V e 41 mA, respectivamente.

A escolha de uma valvula com duas entradas e duas saidas permitiu 0 uso de uma
ponta perfusora com dois lumens, pelos quais foram aplicadas as solugées Caf00 e Tyr00
diretamente sobre a regido da laminula onde estava o mi6cito em observacao (Figura 3.4).
Dessa maneira, o “volume morto” da ponta perfusora, onde haveria mistura das solugdes, foi
eliminado, sem haver, portanto, alteracdo da concentracao de Caf00. Assim, o uso do conjunto
valvula-ponta perfusora possibilitou uma troca mais rapida das solugdes préximo ao midcito de

interesse.

Tyrd0  Cafdo

Caf0o
ponta perfusora

Tyr0

2N

‘ ‘ aminula com midcitos

()

Objetiva objetiva

larminula

Figura 3.4: Esquema do sistema de troca rapida de solugdes — A: Ponta perfusora com dois lumens para
aplicagao de Caf00 e Tyr00 posicionada em regido da laminula préxima a lente objetiva; B: Vista superior
do sistema de troca rapida de solucgdes.

A perfusédo dos miécitos com solucdo TyN e com solugao Tyr0O0 foi feita pelas entradas
da camara de perfusdo quando a ponta perfusora ndo era acionada. Desta maneira,
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perfundindo os miécitos com Tyr00 antes da aplicacédo pela ponta perfusora, tentou-se garantir
a remocao efetiva de Na* e Ca** do meio extracelular por Tyr00 em toda a camara.

3.8. Protocolo Experimental

3.8.1. Liberacao fracional de Ca** versus contetido de Ca* do RS

No protocolo experimental para estudo da relacdo entre FR e contetido de Ca®** do RS
([Ca*rs), primeiramente foi feita uma aplicagdo prolongada de Caf00 (>1 min) até que o RS
fosse depletado de Ca*. Em seguida, apés perfusdo com TyN por 1 min para lavagem da
cafeina e do EGTA, foram aplicados 2, 5, 7, 15 ou 20 estimulos elétricos, na presencga de TyN,
para obtencéo de cinco diferentes valores de [Ca*]rs. Ap6s a deplecdo de Ca** do RS, grande
parte do Ca®* que entra na célula pelos canais de membrana durante cada potencial de agéo é
rapidamente captada pelo RS. Dessa maneira, seu estoque de Ca®* varia com o nimero de
estimulos elétricos aplicados, até atingir a saturagédo (Bassani et al., 1993; Shannon et al.,
2000b; Bassani et al., 2004).

Apé6s a estimulagao elétrica, os miédcitos foram perfundidos por 30 s com TyrO0 para
inibicdo do NCX. A perfusdo dos miécitos com Tyr00 foi seguida pela aplicagdo prolongada de
Caf00 (>1 min) para estimativa de [Ca*]rs (Figura 3.5A), ou por 5 pulsos de Caf00 alternados
com Tyr00 para inducéo de liberacdo de Ca®* do RS e consequente geragao dos transientes de
[Ca®*]; (Figura 3.5B).

A amplitude da variagdo [Ca*]r decorrente da aplicagdo de um dado pulso de Caf00 foi
considerada como a quantidade de Ca®* liberada pela organela. Essa quantidade foi dividida
pelo [Ca*]rs, representado pela amplitude da variacdo da [Ca®*]; decorrente da aplicacdo
prolongada de Caf00 (Bassani & Bers, 1995; Bers, 2001), para, assim, estimar a FR a cada
pulso de cafeina.
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Figura 3.5: Protocolo experimental para estudo de relacdo entre FR e [Ca*lrs: Apods aplicagdo
prolongada de Caf00 (ndo mostrada), foram aplicados diferentes nimeros de estimulos elétricos (estao
mostrados 20 estimulos, tragos verticais na linha inferior), na presenca de TyN. A aplicagdo de Tyr00 por
30 s foi seguida por: A) aplicacao prolongada (>1 min) de Caf00 ou B) pulsos de Caf00 (setas pretas)
alternadamente com Tyr00 pela ponta perfusora. Antes da estimulacao elétrica (EE) dos midcitos, foi feita
perfusao com solugao TyN, por 1 min.

3.8.2. Efeito da tetracaina sobre a liberacio fracional de Ca** do RS

Apbs 3 min de perfusdo com TyN e estimulagdo elétrica, o midcito foi perfundido,
durante 1 min com solucao Tyr00 contendo ou nao tetracaina nas concentra¢des de 20, 50 ou
100 uM. Em seguida, transientes de [Ca®"]; foram evocados por pulsos rapidos de cafeina,
como descrito no procedimento anterior, alternados com Tyr00 (controle; Figura 3.6A) ou com a
solucéo contendo tetracaina (Figura 3.6B). Por fim, a célula foi perfundida com Tyr00 por 2 min
(para completa lavagem de tetracaina, quando presente) e, a seguir, procedeu-se a aplicacao
prolongada de cafeina para medicéo de [Ca*]rs. FR foi estimada como descrito anteriormente.
Para levar em conta a possivel dependéncia de uso para a acédo do farmaco (i.e., requeira
interacdo com RyRs no estado ativado), foi usado apenas o transiente de [Ca® induzido pelo
ultimo dos 5 pulsos de cafeina para estimar o efeito causado pela tetracaina sobre a FR. Este
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efeito foi expresso como a diferenga entre os valores de FR na situacdo controle e na presenca
da droga. A reducéao de FR foi apresentada como porcentagem de FR controle.

A
14 s
—
L N ] Tyr00 | tyro0 | cattoo |
L] EE
— — I | | .
3 min 1 min 2 min >1 min
B
14 s
—
L N Tyr00+TTC | Tyroo | caffoo |
(L EE
— — I | | .
3 min 1 min 2 min >1 min

Figura 3.6: Protocolo experimental para estudo do efeito da tetracaina sobre liberagdo de Ca®* do RS.
Inicialmente, foi feita a aplicacdo de estimulos elétricos (EE: tragos verticais na linha horizontal inferior) e
perfusao dos miécitos com TyN por 3 min. Em seguida, foi feita a aplicacdo de pulsos de cafeina (setas
pretas) alternadamente com: (A) Tyr00 (situacdo controle) ou (B) Tyr00 contendo tetracaina (TTC). Foi
aplicada Tyr00 por 2 min para lavagem da tetracaina antes da aplicacdo prolongada (>1 min) de cafeina.

3.9. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média (SE). Os dados
foram comparados por analise de variancia mono e bifatorial, com posterior comparacao de
médias pelo teste de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados indicativos de
significancia estatistica. As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism,
versao 5.03 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA).
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3.10. Modelo matematico da dinamica do Ca?* intracelular

No modelo matematico de Tang & Othmer (1994), as fracbes de RyR nos estados
ativavel, aberto e fechado, representadas pelas variaveis xi, x> € X3, respectivamente, foram
calculadas pela integragdo numérica do conjunto de equacgdes diferenciais acopladas, que

descrevem a variagao temporal dessas variaveis:

dx 2
d—l =L x,+ L4.[1 —~ Z)cij —(L, +L,)x,.x,
t i=1

&, =-L x,+L,x;+(L.x,—L,x,).x,
it (33)
dx, S
E =—(Ly+L,)x;+(L,.(0—- zxi) +L,.x,)x,
i=1

3
onde 1 — in é a fragdo de canais no estado refratario, x, é a concentragéo citosélica de Ca**

i=1
livre ([Ca®*"]) e L; é a taxa de associagdo ou de dissociacdo de Ca** aos sitios reguladores do

canal (Figura 1.3).
Outros componentes da dindmica de Ca®* intracelular foram descritos neste modelo

(Figura 3.7) de modo simplificado.

Ca
wazamento

T

LELEELEE

Ca
| S— e MF
N .
SL

Figura 3.7: Modelo simplificado dos mecanismos envolvidos na dinamica do transporte de Ca®* no midcito
cardiaco. SLT: conjunto de transportadores transarcolema deste ion; RS: reticulo sarcoplasmatico; MF:
miofilamentos; SL: sarcolema; ATP: ATPase de Ca®* do RS (SERCA); vazamento: fluxos de vazamento
de Ca®" transarcolema e entre RS e citosol. Modificado de Tang & Othmer (1994).
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Os fluxos de Ca* pelos transportadores de membrana (J,m), que causam a extrusio do
ion, e pela SERCA (Jyrs), que transporta o ion do citosol para o lumen do RS, foram descritos de
modo analogo:

2

Ty =P (3.4)
Xy t4q,
p-X;

T s = 21' 42 (3.5)
Xyt Py

onde q; e p; sdo as velocidades maximas de transporte de Ca* pelos transportadores de
membrana e pela SERCA, respectivamente, e g, e p. sdo os valores de [Ca*] para os quais a
velocidade de transporte do ion pelos transportadores de membrana e pela SERCA,
respectivamente, € metade da sua velocidade maxima correspondente.

O fluxo de entrada de Ca** através do sarcolema decorrente da estimulagdo elétrica foi
dado por:

J(0)=(H @)~ H,)A, (3.6)
onde H(t) é uma funcdo degrau do tempo e A, é a amplitude do fluxo de entrada de Ca?** no
intervalo entre o inicio (t,n) € o fim (.x) da despolarizagéo do sarcolema.

O fluxo de liberagdo de Ca* através dos RyR é proporcional a fracdo de canais no
estado aberto e ao gradiente da concentragdo de Ca** através da membrana do RS:

Jep =Chxy (x5 —x,) (3.7)
onde Ch & o coeficiente de liberacdo do canal e xs é a concentragdo de Ca®* do RS.

Os fluxos de vazamento de Ca®** do meio extracelular (J.n) e do RS (Jis) para o
citoplasma sao proporcionais aos gradientes da concentracao do ion através, respectivamente,
do sarcolema e da membrana do RS, como descrito:

J,, =8,(C,—x,) (3.8)

J.. =8,(xs—x,) (3.9)
onde g1 € g» sdo coeficientes de vazamento através do sarcolema e da membrana do RS,
respectivamente, e C, é a concentragdo extracelular de Ca?*.

As concentragdes citosélica e intrarreticular de Ca®* foram calculadas pela integracdo
das equacobes diferenciais:

L S Sy NS S Sy 1
rY Lrs Lm pm r ch

prs

dt (3.10)
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dx;

= _‘]Lrs + ‘]prs - ‘]ch

dt

onde v, é a razao entre o volume do RS e do citosol.

3.10.1. Simulacao do MRSFI

Seguindo as modificagdes propostas por Soriano et al. (2007a) para simulagdo do

MRSFI, neste trabalho, os fluxos de Ca** através da membrana celular (J(t), Jun € Jpm) foram

anulados assim como a concentracdo extracelular de Ca* (Cy). As taxas de dissociacdo e

associacdo dos sitios reguladores dos RyR ao Ca** foram alteradas, de modo a favorecer a

permanéncia dos canais no estado aberto para simulagdo do efeito dos pulsos rapidos de

cafeina (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Valores usados por Soriano et al (2007a) para as taxas de dissociacdo e associacdo dos
sitios reguladores dos RyR ao Ca®* na auséncia e presenca de cafeina. As taxas foram alteradas de

modo a favorecer a permanéncia dos RyR no estado aberto para simulagdo do pulso de cafeina.

Parametro Auséncia de Cafeina Presenca de Cafeina
L [s".uM] 13,5 70

L [s] 7,2 1
Lo [s7.uM] 0,8 0,1

Lo[s™] 0,84 4
Ls[s™.uM] 13,5 30

Ls[s] 7,2 1
Ls[s™.uM] 0,8 1,6

La[s™] 0,84 0,1

Na Tabela 3.2, sdo mostrados os valores dos demais parametros do modelo de Tang &

Othmer (1994), com as alteragdes necessarias para simulacdo do MRSFI sugeridas por Soriano

(2007).
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Tabela 3.2: Valores dos parametros do modelo matematico usados por Tang & Othmer (1994) e por
Soriano (2007) para simulacao do MRSFI

Parametro [unidade] Tang & Othmer (1994) Soriano (2007)
Ch[s™] 80 80
p1[s.uM] 1,038 . 10° 1,038 . 10°
P2 [UM] 0,12 0,12
g:[s”. uM] 19 0
gz [uM] 0,06 0,06
Co [UM] 1500 0
Vi 0,185 0,035*
g1[s] 0,4 0,4
g2 [s] 1,063. 10 0

* O valor de v, usado neste trabalho foi baseado em valor encontrado por Page et al. (1971).

3.10.2. Implementacéo dos buffers de Ca** intrarreticulares e citosolicos

Neste trabalho, além das modificacdes dos valores das taxas L; e de alguns parametros
do modelo de Tang & Othmer (1994) para simulacdo do MRSFI descritas na secao anterior
(Tabelas 3.1 e 3.2), foram introduzidas formulacdes referentes aos buffers de Ca®*
intrarreticulares e citoplasméaticos, baseadas no modelo de Shannon et al. (2004):

d[Ca.L

[ dt - Kon:

onde kon € koif S80, respectivamente, as taxas de associacao e dissociacdo de Ca®* ao buffer, e

[Ca* 1.(B,,, ~[Ca.Ll)~k,, .[CaLl (3.11)

Bmax @ capacidade maxima de ligacdo do buffer. [Ca®**] e [Ca.L] s&o, respectivamente, as
concentracdes de Ca®* livre e ligado ao buffer. Inicialmente, foi inserida a formulacéo referente
ao buffer intrarreticular, mais especificamente a calsequestrina (principal ligante de Ca®** no RS;
Bers, 2001). Os valores dos parametros utilizados (Tabela 3.3) foram ajustados por tentativa e
erro a partir dos valores de Ky € Bnax sugeridos por Shannon et al. (2004). A funcéo referente
ao buffer citosélico foi, entdo, introduzida ao modelo, e os parametros escolhidos foram os que
melhor se ajustaram (Tabela 3.3), partindo dos valores relatados por Bassani et al. (1998) para

midcitos ventriculares de ratos adultos.
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Tabela 3.3: Valores dos parametros das formulagdes dos buffers intrarreticular e citosdlico utilizados
Buffer Kon (UM .5 Kot (57) Bmax (LM)
Intrarreticular 0,55 650 1800
Citosdlico 1 0,8 3

Com a introducéo das formulacdes dos buffers ao modelo matematico, as concentracdes
de Ca® livre no RS (xs) e no citoplasma (x,) variaram nao s6 com os fluxos preditos no modelo
para simulacdo do MRSFI, mas também com as variagdes temporais de Ca?* ligado aos buffers

intrarreticular (xg) e citosolico (x7), respectivamente, conforme descrito a seguir:

dx dx
_d: =v,.J,, tv,.(Jg — Jm - _dt7 (3.12)
dx dx

d; = (_JLrs + Jﬁrs - JCh ) - d: (31 3)

3.10.3. Liberacao fracional versus contetido de Ca** do RS in silico

Na simulagcdo do MRSFI, com o modelo matematico acrescido das equagbes dos
buffers, a FR foi estimada segundo a expressao:

_ [Ca]RS_repouso _[Ca]RS_caf x
[Ca]

100 (3.14)

RS _ repouso

onde [Calrs repouso € @ concentragdo intrarreticular total de Ca®* no repouso e [Calgs car
corresponde ao valor minimo dessa concentragdo durante a simulagéo do pulso de cafeina (i.e.,
ap6s inducdo de liberacdo de Ca®*). Ou seja, FR (dada em porcentagem) é a razdo entre a
reducdo maxima do contelido de Ca®* do RS causada pela simulagdo do pulso de cafeina e o
contetido de Ca* do RS no repouso. Este contetido corresponde a soma da concentracdo do
ion livre (xs) e concentragcao do ion ligado (xs) a buffer na organela.

As diferentes cargas de Ca®* do RS foram obtidas pela alteracdo da concentracao inicial
de Ca* livre na organela, dada como condic&o inicial para integracdo numérica do conjunto de
equacdes que descrevem o modelo. O valor de FR foi estimado para cada carga.
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3.10.4. Integragao, software e microcomputador

O conjunto de equagbes que descrevem o modelo matematico que simula o MRSFI,
acrescido das descricoes dos buffers citosélico e intrarreticulares, foi integrado numericamente
por meio do método de Runge-Kutta de quarta ordem. O algoritmo foi desenvolvido no software
Matlab, versdo 7.1 e a simulacao foi implementada em um microprocessador Pentium Dual-
Core, 3 GHz.
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4. Resultados

4.1. Relacéo entre liberacio fracional de Ca** e conteudo de Ca** do RS

Na Figura 4.1, é mostrado o tracado de [Ca®] durante o procedimento experimental
descrito na secdo 3.8.1, para estudo da relacdo entre FR e [Ca*]rs. S40 mostrados os
transientes de [Ca®']; gerados pela aplicacdo dos estimulos elétricos (neste caso, 20 estimulos),
apos deplecdo de Ca* do RS, seguidos dos transientes gerados pela aplicagdo prolongada
(Figura 4.1A) ou por pulsos (Figura 4.1B) de cafeina em meio sem Na* e sem Ca*.

A
1.50-
1.25-
ii 1.00- EE
= 0.75-
“® H
O 0.50
0.25 oy
| |1 Il
0.00- TyN Tyr00  Cafoo
20 s
B
1.50-
1.25-
S 1.00-
= 1.
E Py
= 0.75
“®
O 0.50
0.25- MMMM .LU_U..
0.00- TyN Tyr00
20 s

Figura 4.1: Transientes de [Ca®*]; gerados por estimulagéo elétrica (EE; 20 estimulos) em TyN, seguidos
por: (A) transiente gerado por aplicacdo prolongada de cafeina ou (B) transientes evocados por pulsos de
cafeina (setas) em Tyr0Q0.
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O procedimento foi realizado aplicando-se 2, 5, 7, 15 ou 20 estimulos elétricos aos
miécitos. De acordo com o nimero de estimulos, foram obtidos diferentes valores de [Ca*]rs
(Tabela 4.1 e Figura 4.2). O contetdo de Ca®* do RS obtido apés 2 estimulos elétricos
correspondeu a aproximadamente metade do conteudo méximo (obtido com 20 estimulos),
observacdo similar & de Bassani et al. (2004). Além disso, os valores de [Ca*]rs apds a
aplicacao de 5 ou mais estimulos elétricos, apesar de apresentarem uma tendéncia de aumento
com o numero de estimulos, ndo foram significativamente diferentes do valor apés 20 estimulos
(p > 0,05). Este comportamento também foi observado em outros trabalhos em midcitos de
coelho (Bassani et al., 1993; Shannon et al., 2000b) e rato (Bassani et al., 2004).

Tabela 4.1: Média + erro padrdo da média dos contetidos de Ca®* do RS ([Ca®*]ss; em pM) estimados
como funco do niimero de estimulos elétricos (NEE) aplicados apos deplegao de Ca?* do RS. n: nlimero
de células usadas; p: obtido por analise de varidncia monofatorial.

NEE 2 5 7 15 20 p
[Ca™]rs 55,3+10,0° 929+11,7 107+95 108+136 123+10,3 <0,05
n 9 10 14 6 8

Teste de Bonferroni: p < 0,05 vs. aplicacdo de 20 estimulos elétricos.
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Figura 4.2: Média + erro padrdo da média dos contetidos de Ca®*do RS ([Ca*]rs) estimados como fungéo
do niimero de estimulos elétricos aplicados apés deplecdo de Ca®* do RS. Uma fungédo exponencial foi
ajustada aos pontos com k= 0,318 £ 0,078 e platé = 118 £ 8,54 uM.

Na Figura 4.3, é mostrado o tragado de [Ca®"]; durante a aplicacdo de pulsos de cafeina
apoés carregamento do RS com 7 estimulos elétricos. Pode ser visto neste exemplo que nem
todos os 5 pulsos de cafeina aplicados geraram transientes de [Ca®]. Na Tabela 4.2 e Figura
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4.4, é mostrada a relacdo entre o numero de estimulos elétricos aplicados e o nimero de
transientes de [Ca®*] gerados pelos 5 pulsos de cafeina. Foi visto que a ocorréncia destes
transientes aumenta com o nimero de estimulos elétricos (p < 0,05). E intrigante o fato de que
essa ocorréncia € menor quando é feita aplicacdo de 5 ou 7 estimulos elétricos em comparagao
a situacdo em que o midcito foi estimulado 15 ou 20 vezes, pois as cargas de Ca®* do RS
obtidas em cada uma dessas situagdes ndo foram diferentes significativamente (Tabela 4.1). Na
Figura 4.4, pode ser observado que, ap6s 5-15 estimulos elétricos, mesmo para valores de
[Ca®]rs préximos do maximo, a efetividade dos pulsos de cafeina em gerar transientes de

[Ca?*]; foi submaxima.

Py b

EE

0.00- TyN Tyr00 -
20 s

Figura 4.3: Transientes de [Ca®"], gerados por estimulagdo elétrica (EE) com 7 estimulos durante
perfusao com TyN seguidos por 3 transientes gerados pela aplicagao de 5 pulsos de cafeina (setas) em
Tyr00.

Tabela 4.2: Média + erro padrdo da média do nimero de transientes de [Ca®*]; (NTr) evocados por 5
pulsos de cafeina de acordo com o ndmero de estimulos elétricos (NEE) aplicados apos deplecao de
Ca®* do RS. p: obtido por andlise de variancia monofatorial. Foram usadas mesmas células da Tabela
4.1.

NEE 2 5 7 15 20 p
NTr 0,33 +0,33 15+06 24+044 38+048 44+026 <0,05

Teste de Bonferroni: p < 0,05 vs. aplicacdo de 20 estimulos elétricos.
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Figura 4.4: Média £ erro padrao da média do nimero de transientes gerados pelos 5 pulsos de cafeina e
do contetido de Ca®* do RS ([Ca®*Jrs), seguindo a aplicacdo de diferentes niimeros de estimulos elétricos
apos deplecdo de Ca®* do RS. A funcdo exponencial ajustada ao némero de transientes gerados
apresentou: k = 0,115 £ 0,061 e platé = 4,95 £+ 1,09

Também a amplitude dos transientes de [Ca®]; (A[Ca®*]) gerados pelos pulsos de
cafeina (Figura 4.1B) variou com o nimero de estimulos elétricos aplicados e apresentou um
crescimento (p< 0,05), cujo comportamento foi diferente daquele de [Ca®]rs (Figura 4.5, Tabela
4.3). De modo semelhante, a amplitude dos transientes evocados pela estimulacao elétrica
aumentou (p< 0,05) a medida que mais estimulos elétricos foram aplicados (Figuras 4.1 e 4.5,
Tabela 4.4), porém de modo n&o paralelo ao aumento de [Ca*]rs, como também observado por
Bassani et al. (2004).

Tabela 4.3: Média + erro padrdo da média da amplitude dos transientes de [Ca®]; (A[Ca®*];; em pM)
gerados pelos gulsos de cafeina em fungdo do numero de estimulos elétricos (NEE) aplicados ap6s
deplecdo de Ca™ do RS. Foram usadas mesmas células da Tabela 4.1.

NEE 2 5 7 15 20 P

A[Ca**]; 0,03+0,03 0,24+0,11 0,40+0,09 0,42+0,11 0,74+0,15 <0,05

Teste posterior de Bonferroni: p < 0,05 vs. aplicacéo de 20 estimulos elétricos.

Tabela 4.4: Média + erro padrdo da média da amplitude dos transientes de [Ca®]; (A[Ca®*];; em pM)
gerados pela aplicagido de diferentes nimeros de estimulos elétricos (NEE) apds deplecdo de Ca®* do
RS. Foram usadas mesmas células da Tabela 4.1.

NEE 2 5 7 15 20 P

A[Ca®™], 0,15+0,05 0,22+0,06 0,27+0,08 0,43+009 047+0,11 <0,05
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Figura 4.5: Média + erro padrao da média das amplitudes dos transientes de [Ca®"]; (A[Ca®']) gerados por
estimulacao elétrica (quadrados brancos) e por pulsos de cafeina (quadrados pretos) em fungcdo dos
nimeros de estimulos elétricos aplicados apds deplecdo de Ca** do RS. Circulos pretos: contetido de
Ca®* do RS ([Ca*']rs). Exponenciais foram ajustadas as A[Ca®"] obtidos pela estimulacdo elétrica (k =
0,114 + 0,066 € platé = 0,525 + 0,14 uM) e pelos pulsos de cafeina (k = 0,113 + 0,090 e platé = 0,757
0,252 uM).

Caso a aplicacao de diferentes nimeros de estimulos elétricos apds a deplecéo de Ca?*
do RS altere a concentracdo diastélica de Ca®** no citosol, poderia ocorrer reducdo da
sensibilidade dos RyR a cafeina, resultando em menor liberacdo de Ca?* pelo RS. Isto poderia
justificar as diferengas encontradas entre os comportamentos dos transientes evocados pelos
pulsos de cafeina e de [Ca*]rs (Figura 4.2). Assim, foram realizados experimentos para
medicdo de [Ca®'] diastdlica, apbs estimulacio elétrica dos miécitos com mesmos nimeros de
estimulos usados no procedimento descrito na secéo 3.8.1. Para medicdo da [Ca*] diastélica,
foi usado o indicador de Ca®* indo-1 (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA), que apresenta
maior afinidade por Ca®* do que o fluo-3 e permite a determinacdo confiavel dos valores
diastélico. O indicador indo-1 é excitado em 365 nm e emite em dois comprimentos distintos:
410 e 485 nm, o que exigiu o uso de um sistema de medigdo de fluorescéncia contendo dois
tubos fotomultiplicadores (modelo RatioMaster, Photon Technology International, Monmouth
Junction, New Jersey, EUA), disponivel em nosso laboratério. Apés a subtracdo da
fluorescéncia de fundo (i.e., fluorescéncia medida em campo sem célula) em cada comprimento
de onda, a razdo entre os dois comprimentos de emissao foi calculada e convertida em [Ca®'];,
com o valor de kg de 0,844 uM e outros valores dos parametros de calibracao determinados
com a prépria instrumentacdo usada. Na Figura 4.6 e na Tabela 4.5, pode ser observado que
ndo houve diferenca entre [Ca®']; diastdlica medidas apds aplicacdo de 2, 5, 7, 15 e 20
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estimulos elétricos (p = 0,66). Este resultado descarta a possibilidade de que [Ca?*]; diastdlica
possa ser a causa da divergéncia entre o comportamento dos transientes e de [Ca*']gs.

Tabela 4.5: Média + erro padrdo da média da concentracdo diastdlica de Ca® no citosol ([Ca®*]q; em pM)
medida apds aplicacdo de diferentes nimeros de estimulos elétricos (NEE) posteriores a deplecao de
Ca*" do RS. p: obtido por analise de variancia monofatorial para amostras pareadas (n = 10).

NEE 2 5 7 15 20 p

[Ca®]ly 0,21 0,01 0,22 +0,01 0,21+0,001 0,210,001 0,22+0,01 0,66

0.24-
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Figura 4.6: Média + erro padrdao da média da concentragdo diastdlica de Ca®** no citosol ([Ca®"]q) em
resposta a aplicacao de diferentes nimeros de estimulos elétricos ap6s deplecéao do RS.

Na Tabela 4.6, sdo mostrados os valores de FR estimados como a razdo entre a
variacdo de [Ca*]r decorrente da aplicacdo dos pulsos de cafeina e [Ca**]ss. Em seguida, na
Figura 4.7, é mostrada a relacéo entre FR e [Ca®*]rs. Pode ser visto um aumento nao-linear da
FR com o aumento de [Ca*]rs. Para cargas do RS proximas a 50 pM (obtidas por aplicagdo de
2 estimulos), a FR estimada foi quase nula e, em cargas préximas a 100 uM (obtidas por
aplicacdo de 5 a 20 estimulos), pequenos incrementos de [Ca®*]gs (de 93 a cerca de 123 pM)
resultaram em grandes aumentos da FR (de 37 para 83%). E importante observar que, em
outros trabalhos, nos quais o gatilho para liberacdo de Ca* foi lcaL , € ndo cafeina (Figura 4.7;
Bassani et al., 1995; Shannon et al., 2000a), foi observado um comportamento nao-linear da

relagdo entre FR e [Ca?*]rs muito semelhante ao encontrado neste trabalho.
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Tabela 4.6: Média + erro padrdo da média da liberagéo fracional de Ca?* pelo RS (FR) em fungdo do
nimero de estimulos elétricos (NEE) aplicados ap6s deplecdo de Ca®* do RS. Foram usadas mesmas
células da Tabela 4.1.

NEE 2 5 7 15 20 p

FR (%) 5,44 +5,44 36,8+145 56,1+9,11 66,3+6,00 828+7,24 <0,05

Teste posterior de Bonferroni: p < 0,05 vs. aplicacéo de 20 estimulos elétricos.
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Figura 4.7: Média + erro padrio da liberagdo fracional de Ca** (FR) versus média + erro padrao do
contetido de Ca®** do RS ([Ca®]rs) calculados neste trabalho (circulos brancos). Mostrados também FR
ativada por corrente de Ca®" tipo-L encontradas por Bassani et al. (1995; quadrados pretos) e por
Shannon et al. (2000a; tridngulos cinzas). Funcdes sigmdides foram ajustadas aos pontos obtidos neste
trabalho (linha continua; EC50 = 103 £ 7,8 uM e Hill slope = 0,027) e por Shannon et al. (2000a; linha
tracejada; EC50 = 105,3 + 0,05 uM e Hill slope = 0,025).

4.2. Efeitos da tetracaina sobre FR

O efeito inibitério da tetracaina sobre os RyR expressos em musculo estriado
esquelético e cardiaco ja foi observado em diversos trabalhos (Antoniu et al.,1985; Palade,
1987; Overend et al., 1998; Laver & Helden, 2011). No entanto, é dificil estudar seu efeito sobre
os RyR em midcitos intactos, sob estimulacao elétrica, uma vez que a droga age também sobre
correntes de membrana e inibe a geragdo do potencial de acdo, impedindo a ativacdo da
liberagdo de Ca* do RS por lc... Na Figura 4.8, é mostrado o tracado de [Ca®*] durante
execucao do procedimento experimental para estudo do efeito da tetracaina sobre a FR em
células intactas, com o uso do MRSFI, como descrito na secdo 3.8.2. Sd0 mostrados os
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transientes de [Ca®']; gerados pela estimulagdo elétrica dos miécitos em TyN, seguidos pelos

transientes gerados pelos 5 pulsos de cafeina em Tyr00 (controle; Figura 4.8A) ou em Tyr00

contendo 20 pM de tetracaina (Figura 4.8B). Na sequéncia, é mostrado o transiente de [Ca®*]

evocado pela aplicagdo prolongada de cafeina, usado para estimativa de [Ca®*]gs.
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Figura 4.8: Transientes de Ca®* gerados por estimulagio elétrica (EE) seguidos por transientes evocados
por pulsos de cafeina (setas) alternados com: (A) Tyr00 ou (B) TyrO0 contendo 20 uM de tetracaina
(TTC). Em seguida, é mostrado transiente de [Ca®]; gerado pela aplicacdo prolongada de cafeina em
meio sem tetracaina.
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De acordo com o protocolo experimental, os midcitos foram perfundidos também com 50
e 100 uM de tetracaina diluida em Tyr00. Inicialmente, estimou-se FR, calculada como descrito
anteriormente, em cada um dos 5 pulsos de cafeina para cada concentracdo da droga, sendo a
situacédo controle aquela na auséncia de tetracaina (Tabela 4.7). A andlise de variancia bifatorial
indicou que esses valores de FR variaram ndo apenas com a concentracao de tetracaina, mas
também com o numero de pulsos aplicados (p< 0,05), com progressiva reducao a medida que
os pulsos se sucediam. O teste de Bonferroni indicou que esta reducdo foi significativa apenas
na presenca de tetracaina, sugerindo um efeito dependente do uso do canal (i.e., que requer
ativagao prévia do RyR para se desenvolver). Na concentragdo de 20 uM de tetracaina, a
estabilizacdo de FR ocorreu no quarto pulso de cafeina, enquanto, nas concentracdes de 50 e
100 uM, esta estabilizacdo ocorreu no terceiro e no segundo pulsos de cafeina,
respectivamente. Por isso, o valor de FR durante o quinto pulso de cafeina, no qual FR ja se
estabilizara, foi usado para analisar o efeito que a droga exerce sobre a liberagédo de Ca* pelo
RS. Na Figura 4.9, é ilustrada a inibicdo da FR dependente da concentracao de tetracaina.

Tabela 4.7: Média + erro padrdo da média da liberacéo fracional de Ca®* em cada pulso de cafeina (FR 1
puiso & FR 50 puiso; €M %) em diferentes concentragdes de tetracaina ([TTC]). n: numero de células usadas

[TTC] (M) 0 20 50 100
FR 12 puiso 99,3 +3,2 105,2+8,7 101,2£4,0 437 +256
FR 2 puiso 91,2 4,0 101,4 £6,4 91,7 £3,2 17,4 17,4
FR 32 puiso 90,5+4,4 91,3+7,6 61,4 +15,9% o*

FR 4 puiso 839+38  780+137 59,6 + 15,6" o
FR 50 puiso 80,0 +4,4 78,3 +10,7* 441 +16,1* o
n 10 9 7 4

Teste de Bonferroni: * p < 0,05 vs. 12 pulso.
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Figura 4.9: Média + erro padrdo da média da liberacdo fracional de Ca®* (FR) durante a aplicagéo do 5°
pulso de cafeina na presenga de diferentes concentragées de tetracaina ([TTC]).

No entanto, como mostrado na secédo 4.1, FR é modulada por [Ca**]gs. Diante disso, foi
investigada a possibilidade de que as alteragées de FR encontradas estivessem relacionadas
com mudancas de [Ca®]zs. Na Tabela 4.8 e Figura 4.10, pode ser observado que [Ca*]rs,
medido apds aplicagao dos pulsos de cafeina, ndo variou com a concentragao de tetracaina (p=
0,998).

Tabela 4.8: Média + erro padrao da média do contetido de Ca®* do RS ([Ca®*rs) apds pulsos de cafeina
alternados com solugcdes contendo diferentes concentracées de tetracaina ([TTC]). Foram usadas
mesmas células da Tabela 4.7.

[TTC] [uM] 0 20 50 100 p

[Ca**]rs [UM] 81,8 £10,5 81,6 £8,6 79,1+£9,4 81,3 £23,8 0,998
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Figura 4.10: Média + erro padrdo da média do contetido de Ca®* do RS ([Ca*]as) apds pulsos de cafeina
em diferentes concentragdes de tetracaina ([TTC]).

A reducdo de FR, calculada como a diferenca entre FR na situagdo controle e na
presenca de tetracaina, foi expressa como porcentagem de FR controle para estimativa da
inibicao relativa causada pela droga (Tabela 4.9 e Figura 4.11). De acordo com a analise de
variancia, houve uma inibicdo parcial de FR pela perfusdo dos mi6citos com 50 uM de
tetracaina (p < 0,05) e inibicdo total com 100 uM da droga (p < 0,05). A perfusdo com 20 uM de
tetracaina provocou pequena inibicdo de FR, porém, nado significativa. Com o ajuste de uma
funcéo sigmdide aos pontos, pode ser estimado que a concentragdo da droga que causa 50 %
da inibicdo maxima (ICs) foi de 51,83 + 0,13 pM.

Tabela 4.9: Média + erro padrdo da média da inibicdo da liberacdo fracional de Ca?* causada pela
perfusdo dos miécitos com diferentes concentracdes de tetracaina ([TTC]). p: obtido por andlise de
variancia monofatorial.

[TTC] [uM] 0 20 50 100 p

Inibicao [%] 0,0+£0,0 2,6 £13,6 445+20,2° 100,0+0,0 < 0,05

Teste de Bonferroni: p < 0,05 vs. 0 uM de tetracaina
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Figura 4.11: Média * erro padrao da média da inibigdo da liberagao fracional de Ca®*, calculada como a
diferenca entre liberacdo fracional na situacdo controle (FRy) e liberacao fracional na presenca de
tetracaina (FRrc) dividida por FRy:, em funcdo da concentracao de tetracaina ([TTC]). Funcao sigméide
ajustada aos pontos: coeficiente de Hill = 0,05 e IC5 = 51,83 £ 013 uM

4.3. Simulacao do MRSFI

O modelamento matematico tem sido explorado como forma de ampliar o entendimento
da regulacdo e transporte de Ca®* intracelular (Tang & Othmer, 1994; Shannon et al., 2004; Lee
& Keener, 2008). Seguindo as adaptacdes feitas por Soriano et al. (2007a), neste trabalho, o
modelo matematico da dinamica do Ca?* intracelular de Tang & Othmer (1994) foi modificado
para simulagdo do MRSFI. Como descrito na se¢ao 3.10, os valores das taxas de associagao e
dissociacdo de Ca** dos RyR foram alterados, de modo a favorecer a permanéncia dos RyR no
estado aberto, simulando o efeito dos pulsos de cafeina. Além disso, assim como o vazamento
transarcolema, a extrusdo celular de Ca?* foi inibida ao tornar os transportadores de Ca** de
membrana inoperantes. Dessa maneira, o MRSFI foi simulado e, de fato, foram gerados
transientes de [Ca®] (Figura 4.12A) com comportamento semelhante ao transiente
experimental (Figura 4.12B). Contudo, algumas diferengas podem ser notadas, como a subida

mais abrupta e queda mais lenta do transiente simulado em relagdo ao experimental.
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Figura 4.12: A) Transientes de [Ca®']; gerados por simulagdo de MRSFI de acordo com modificagées de
modelo matematico de Tang & Othmer (1994) sugeridas por Soriano et al. (2007a); B) Transiente de
[Ca®*]; simulado em escala temporal ampliada sobreposto ao transiente obtido por MRSFI experimental.

4.4. Simulacao do MRSFI com buffers de Ca**

O modelo de Tang & Othmer (1994) é um modelo simplificado da dinamica do Ca?*
intracelular, no qual elementos importantes que participam da regulacédo dessa dindmica nao
foram considerados. No presente trabalho, ao modelo matematico adaptado por Soriano et al.
(2007a) para simulagédo do MRSFI, foram acrescentadas formulacdes referentes a ligantes
passivos de Ca®* intrarreticulares e citosolicos, na tentativa de otimizar este modelo.

Como descrito na secéao 3.10.2, o primeiro passo desta fase do trabalho foi adicionar a
formulacdo referente ao buffer de Ca* intrarreticular. Ajustes dos parametros dessa equacao
foram feitos a partir de valores sugeridos por Shannon et al. (2004) para o principal buffer
intrarreticular de Ca®*, a calsequestrina. Na Figura 4.13, sdo mostrados transientes obtidos pela
simulacdo do modelo matematico, sobrepostos ao transiente obtido experimentalmente. Na
Figura 4.13A, pode ser observado principalmente que o acréscimo do buffer de Ca?
intrarreticular aumentou muito a amplitude do transiente. Além disso, na Figura 4.13B, onde sao
mostrados os transientes sobrepostos e normalizados por seus valores de pico, nota-se que
este transiente apresentou variagbes menos abruptas, com tempo de subida até o pico do
transiente (ts) maior do que no modelo sem adicao de buffers. Contudo, o tempo de queda do
pico até metade da amplitude do transiente (t12) foi consideravelmente maior do que encontrado
no transiente experimental (Tabela 4.10 e Figura 4.13B).
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Tabela 4.10: Valores de amplitude, tempo de queda do pico até metade da amplitude (t1.) e tempo de
subida (ts) do transiente de [Ca®]; experimental e simulado por modelo sem buffers, somente com buffer

de Ca®* do RS e com os dois buffers (RS e citosolico)

Amplitude [uM] ti2 [S] ts [s]
Experimental (n = 6) 0,537 £ 0,06 0,129 + 0,01 0,326 + 0,02
Sem buffers 0,679 0,247 0,083
Buffer RS 1,42 0,304 0,198
Buffers RS + citosolico 1,01 0,163 0,136

200 ms

A[Ca?*]; (normalizado)
o
g

200 ms

— experimental

— sem buffers

== Buffer RS

= Buffers RS + citosolico

Figura 4.13: Transientes de [Ca®']; experimental e simulados foram sobrepostos (A e B) e normalizados

para comparagao temporal (B).

A descricdo do buffer de Ca** citosélico, cujos parametros foram ajustados a partir de
valores sugeridos por Bassani et al. (1998), foi adicionada em seguida. O aumento do transiente
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de [Ca*] causado pela introducdo do buffer intrarreticular foi amortecido, reduzindo, dessa
maneira, a amplitude do transiente simulado para um valor mais préximo ao do transiente
experimental (Tabela 4.10 e Figura 4.13A). Somado a isso, a adicao do buffer citosélico reduziu
o ti2 quando comparado aos transientes gerados pelo modelo sem buffers e acrescido apenas
da formulacao do buffer intrarreticular. Entretanto, seu ts foi reduzido, apesar de ainda ser mais
semelhante ao experimental do que o transiente resultante do modelo sem buffers (Tabela 4.10
e Figura 4.13B).

4.5. Relacéo entre liberacio fracional e conteido de Ca** do RS in silico

No presente trabalho, foi analisada a regulagdo da liberacdo de Ca®* do RS exercida
pela organela no MRSFI simulado. Para isso, FR foi calculada em diferentes contetidos de Ca**
do RS. Para alterar este conteudo, foram assumidos diferentes valores da concentragao inicial
de Ca*" livre no RS ([Ca**]rrsinc), que, no modelo sem buffers, corresponde ao proprio
contetdo inicial de Ca®* da organela. Estes valores foram dados como uma das condicdes
iniciais antes da integracao do conjunto de equacdées que descrevem o modelo. Na Tabela 4.11
e Figura 4.14, sdo mostrados [Ca?*]rs obtidos pelos modelos contendo ou nédo as formulacdes
referentes aos buffers de Ca?* intrarreticular e citosélico. No modelo sem buffers, [Ca*]rs
cresceu com [Ca**]rrs(nic) até saturagdo em torno de 40 uM. Com o acréscimo dos buffers,
[Ca®]rs nd0 s6 partiu de valores cerca de 6 vezes maiores do que no modelo sem buffers,
como também atingiu valores proximos a 100 pM, que se situam na faixa de [Ca®lrs
tipicamente encontrada em midcitos ventriculares isolados (Bers, 2001).
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Tabela 4.11: Conteudos de Ca* do RS ([Ca®*]ss) no modelo matematlco contendo ou nao as descricdes
dos buffers de Ca®* para diferentes concentragdes iniciais de Ca®" livre no RS ([Ca®']r. Rs(inicy)- NO modelo
contendo os buffers, foram testados 3 valores de Bpaxrs: 1400, 1800 e 2000 uM.

ca?* Sem buffers Com buffers de Ca**
fea [ms('"'c) de Ca® [ Bars=1400 UM | Brmacrs=1800 UM | Bmacrs=2000 UM
[Ca™*]rs [UM]
4 8,3 493 50,1 50,4
10 13,9 54,5 55,5 55,8
20 23,3 63 64,3 64,8
40 40,4 78,9 81,3 82,2
50 37,1 85,4 89,3 90,5
60 38,3 91,7 96,5 98,3
70 40,41 - 101,1 105,1

150- -8—- sem buffers
- Bmax—RS = 1400 HM

— —k— Bmax—RS = 1800 HM
E& 100{ - B, as= 2000 uM

)

o
-
“®  50-
2 /W‘

c ] ) ] 1
0 20 40 60 80

[C32+]F-R5(inic) [uM]

Flgura 4.14: Contelido de Ca®* do RS ([Ca®']rs) em funcdo da concentragao inicial de Ca®* livre no RS
([Ca®*]r- Rs(inicy) N0 modelo sem e com as descri¢gdes dos buffers de Ca®* para diferentes valores de Braxrs.

O continuo aumento de [Ca®gs por meio da alteragéo de [Ca**]rrsinc Para valores
além dessa faixa tornou instavel o modelo acrescido dos buffers, com o surgimento de
oscilacdes de [Ca®*], como mostrado na Figura 4.15. A concentracdo da CSQ no RS foi
aumentada por meio da alteragdo dos valores de Bmacrs, Na tentativa de aumentar o
armazenamento de Ca®* na organela sem que houvesse a instabilidade do modelo. Apesar de

[Ca®]rs N80 ter aumentado de maneira significativa, com seu valor minimo mantido em valores
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préximos a 50 uM para qualquer concentragéo do buffer (Tabela 4.11 e Figura 4.14), o limiar
de instabilidade do modelo apresentou pequenas alteragcdes. Para uma menor concentragao de
CSQ (Bmaxrs = 1400 pM), o modelo tornou-se muito instavel para valores de [Ca®*]rrsiinic)
maiores que 60 uM, enquanto, para maiores concentragées do buffer (1800 e 2000 uM), esta
instabilidade ocorreu em valores de [Ca*]rmsiic UM pouco maiores (75 e 80 pM,

respectivamente).

2.0 * * * *

1.5

[Ca®*]; [uM]
5

10 s

Figura 4.15: Transientes evocados pelos pulsos de cafeina (setas) e oscilagdes espontaneas de [Ca®']
em modelo contendo buffers para [Ca2+]F.Rs(inic) =75 UM (Braxrs = 1800 uM).

No modelo matematico, a liberacéo fracional de Ca** pelo RS foi estimada como a razéo
entre a reducdo do [Ca®]gs durante simulagdo do pulso de cafeina e [Ca®*]rs em repouso

(Figura 4.1 6), em cada [Caz*]F.Rs(mic).
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Figura 4.16: Simulacdo do contetido de Ca®* do RS ([Ca®*]ss) no modelo contendo buffers de Ca
interior do RS e no citoplasma (parédmetros do buffer mtrarretlcular Bmax = 1800 uM kon =0,55 pM’'s™ k
= 650 s'; parametros do buffer Citosolico: Bmax = 3 UM; kon = 1 pM's™; kot = 0,8 ™ [Ca "IF-Rs(inic) = 60 uM
leeragao fracional de Ca®* (FR) foi equivalente a razao entre redugao maxima de [Ca*gs durante pulso
de cafeina (B) e [Ca**as no repouso (A).

Na Tabela 4.12 e Figura 4.17, sdo mostradas as relagdes entre FR e [Ca®*]rs obtidas in
silico. Como j& descrito (Figura 4.14), no modelo sem buffers, os valores de [Ca*']rs estdo
abaixo da faixa encontrada em midcitos isolados. A tentativa (sem éxito) de aumentar este
contetido pelo aumento de [Ca*rrsinc N0 provocou oscilacdes de [Ca®*], mas gerou um
comportamento instavel da regulacéo exercida pelo contetido de Ca®** do RS sobre o processo
de liberagdo de Ca®. FR, que foi nula apenas na condicdo em que RS estava vazio, cresceu
subitamente a partir de cargas préximas a 25 uM até atingir seu valor maximo (48 %) em 40,4
uM. Contudo, nesta carga de Ca®* do RS, FR assumiu mais de um valor, que dependeu apenas
do valor de [Ca®*"]rrs(nic) Usado (40 ou 70 uM). Além disso, aumentando-se [Ca**]rasinicy de 50
para 60 uM, observou-se um aumento muito pequeno da carga do RS (de 37,1 para 38,3 uM),
no entanto, acompanhado por reducao de FR (de cerca de 41 para 35 %, respectivamente), um
comportamento bem diferente daquele encontrado in vitro.

A adicdo dos buffers de Ca?*, além de aumentar [Ca®‘]zs para valores mais proximos
daqueles encontrados experimentalmente, estabilizou a relagdo FR-[Ca®]zs (Tabela 4.12 e
Figura 4.17). O aumento da carga de Ca** do RS foi acompanhado por um aumento nao linear
de FR, sem dependéncia dos valores iniciais da carga. A sensibilidade de FR a [Ca*']gs foi
testada em diferentes concentragdes de CSQ no RS. Na Tabela 4.12 e Figura 4.17, pode ser
visto que o aumento do buffer (Bmaxrs de 1400 a 2000 puM) reduziu o valor de FR em um

mesmo [Ca?']rs, reduzindo, assim, a sensibilidade de FR & carga de Ca** do RS.
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Tabela 4.12: Conteldo de Ca2+ do RS ([Ca® ]Rs, em uM) e liberacdo fracional de Ca®* (FR, em %) em
fungao da concentragdo de Ca?* livre no RS ([Ca®*]r rsiinicy) Obtidos pelo modelo sem e com os buffers de
Ca*. Neste caso, foram testados 3 valores de Bmaxrs: 1400, 1800 e 2000 pM.

Com buffers de Ca**
2 Sem buffers de
[Ca™]r-rs(inic) Cal* Bmaxrs
[uM] 1400 uM 1800 uM 2000 pM
[Ca**]rs FR [Ca**]rs FR [Ca®*lss FR [Ca**]ss FR
4 8,3 5 493 4.7 50,1 3,6 50,4
10 13,9 5,9 545 5,8 55,5 41 55,8
20 23,3 8,9 63 9,4 64,3 5,4 64,8
40 40,4 48 78,9 33,3 81,3 18,9 82,2 11
50 37,1 40,7 85,4 42 1 89,3 33,0 90,5 24
60 38,3 35,5 91,7 48,6 96,5 411 98,3 35
70 40,41 33,2 - - 101,1 45 105,1 41
100 O sem buffer
80 ~A Bpaxrs = 1400 uM
—®- B ars= 1800 uM
-o\—o- 60- ~4- Bax.rs = 2000 uM
T 404
204
0_

! !
25 50 75 100 125
2
[Ca™]rs [UM]

Figura 4.17: Liberagao fracional de Ca®* (FR) em funcéo do contetido de Ca®* do RS ([Ca?®*]rs) no MRSFI
simulado pelo modelo sem e com os buffers de Ca®**, para 3 valores de Bmaxrs: 1400, 1800 e 2000 pM.
Sigmoéides ajustada aos pontos obtidos pelo modelo com buffers de Ca?* para valores de Bpaxrs de 1400,
1800 e 2000 pM apresentaram Hill slope de 0,046, 0,040 e 0,042, respectivamente, e nivel de
estabilizacao de FR de 58,7, 60,0 € 56,2 %, respectivamente.

O ajuste de uma fungao sigmdide aos pontos obtidos com as 3 concentracdes de CSQ
indicou que ha uma saturacao de FR em niveis que dependeram do valor de Bnars (Tabela
4.13), mas que, em todos o0s casos, ocorreu hum valor abaixo do valor maximo de FR obtido
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experimentalmente (83 %, com 20 estimulos, Tabela 4.6). A relacdo entre FR e [Ca®*]rs obtida
in silico para o valor de Bnawrs de 1800 uM é mostrada na Figura 4.18, juntamente com a
relagdo obtida in vitro. Pode ser observado que no MRSFI simulado, assim como in vitro, a
liberagao de Ca* foi interrompida em [Ca®*]rs proxima a 50 uM. Além disso, FR variou de modo
nao linear com o contetido de Ca®* do RS. Assim, 0 modelo contendo as descricdes dos buffers
de Ca* mostrou-se capaz de simular a regulacdo intrinseca da FR (i.e., dependente da

[Ca®]rs) muito semelhante & determinada experimentalmente.

Tabela 4.13: Valores de niveis de saturagdo da liberagdo fracional de Ca** (FR, em %) para diferentes
Bmax-RS-

Bmax-rs [MM] 1400 1800 2000
Saturacao de FR [%] 58,9 60,0 56,2
100
80- -O- in vitro
-o— jn silico
< 60-
404
20-
0-

1 1
50 75 100 125
2
[Ca™]rs [1M]

Figura 4.18: Comparagao das relagées entre liberacio fracional de Ca®* (FR) e contetdo de Ca** do RS
([Ca®*]rs) in vitro e in silico (Bmaxrs = 1800 pM). As funcdes sigmdides ajustadas aos pontos in vitro e in
silico apresentaram Hill slope de 0,027 e 0,040, respectivamente, e nivel de saturacdo de FR de 107,4 %
e 60,0 %, respectivamente.
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5. Discussao

O modelo do reticulo sarcoplasmatico funcionalmente isolado foi inicialmente
desenvolvido neste laboratério para o estudo da captacdo de Ca** pelo RS (Soriano, 2007).
Neste trabalho, de maneira complementar, este modelo experimental foi aplicado a analise da
liberagdo de Ca®* por esta organela, buscando melhorar o entendimento da fungéo e regulacdo
do RS em midcitos cardiacos.

5.1. Regulacéo da liberacdo fracional pelo contetido de Ca** do RS

No estudo da regulagdo exercida pelo conteido de Ca®** do RS sobre a liberacéo
fracional, diferentes cargas de Ca* da organela foram obtidas variando-se o nimero de
estimulos elétricos aplicados apds deplecdo do estoque de Ca* do RS. Assim como
encontrado em trabalho anterior (Bassani et al., 2004), a aplicacdo de apenas 2 estimulos
elétricos resultou em preenchimento do RS com uma carga de Ca** de cerca de 50 % daquela
obtida em regime permanente (ap6s 20 estimulos). O RS foi completamente recarregado com
aplicacao de 5 estimulos, dado semelhante ao encontrado por Bassani et al. (1993) e Shannon
et al. (2000b), em midcitos de coelho, e por Bassani et al. (2004), em ratos. Apesar de terem
usado uma técnica diferente, mantendo os miécitos em voltage-clamp na auséncia de Na*,
Shannon et al. (2000b) também viram que a aplicacdo de mais estimulos (até 20 pulsos de
tensdo) nédo resultou em aumento da carga do RS.

Sabe-se que a taxa de captacdo de Ca* pela SERCA depende ndo apenas da
concentracdo citosdlica de Ca?* (seu substrato), mas também do gradiente da concentracdo de
Ca* livre entre citosol e RS, que estabelece a barreira energética para a enzima (Ginsburg et
al., 1998). Assim, quando a concentragdo de Ca** livre no RS é baixa, esta barreira é menore a
enzima capta eficientemente o Ca®* que adentra a célula via lc.; € 0 estoque de Ca** da
organela é refeito apds aplicacdo de apenas 5 estimulos elétricos. Nesta condi¢do, a medida
que mais Ca®* é recaptado para o RS, a continua interagdo do ion com a calsequestrina,
principal buffer de Ca®* do RS (Jorgensen et al., 1985; Scott et al., 1988), leva provavelmente
ao inicio da saturacéo deste buffer. Dessa maneira, como ha uma reducéo da ligagéo de Ca** a
CSQ, a concentragdo de Ca** livre no RS tende a aumentar. Isto provoca ndo s6 a reducédo da
captacdo de Ca** pela SERCA, como também o aumento do vazamento de Ca** pelos RyR,
que também sdo estimulados pelo aumento da concentracdo de Ca?* intra-reticular (Shannon et
al., 2002). Esses dois efeitos limitariam a carga de Ca** do RS, dificultando seu aumento, como
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pode ser inferido neste trabalho, da observacdo que a aplicagdo de mais de 5 estimulos
elétricos ndo causa aumento significativo da carga do RS.

No presente trabalho, foi visto que o numero de estimulos elétricos aplicados aos
midcitos apdés o esvaziamento do RS afetou ndo s6 a [Ca®‘]rs, mas também a ocorréncia e
amplitude de transientes de [Ca®*] evocados pelos pulsos de cafeina, e a amplitude de
transientes evocados por estimulos elétricos. No entanto, a recuperacdo da amplitude desses
transientes mostrou-se incompleta apés um nuamero de estimulos elétricos suficiente para
restaurar a [Ca®]rs. Buscou-se investigar algum fator que pudesse explicar este
comportamento. Um possivel candidato foi a concentracdo diastélica de Ca®* no citoplasma,
que poderia modificar a atividade dos RyR, porém nao foi encontrada alteracdo em seu valor
depois da aplicacédo de diferentes numeros de estimulos elétricos apds esvaziamento do RS.
Shannon et al. (2000b) observaram um aumento desta concentracdo a medida que mais
estimulos foram aplicados. Contudo, diferentemente do presente trabalho, no qual as células
foram estimuladas durante perfusdo com TyN, a estimulagdo dos midcitos ocorreu em meio
sem Na'. Isto provavelmente favoreceu a entrada de Ca®* na célula via NCX operando em seu
modo reverso e provocou 0 acumulo do ion no citoplasma apds os consecutivos estimulos
elétricos observado por Shannon et al. (2000b). Na auséncia de variacdo da [Ca*] diastélica,
uma possibilidade para explicar o fendmeno seria a baixa concentragcdo de Ca* livre no RS
apds a aplicacao de um pequeno numero de estimulos. Isto ndo poderia ser detectado pela
estimativa de [Ca®]rs, pois esta inclui as concentracées de Ca®* livre + ligado, e esta Gltima
seria muito maior que a primeira, em virtude da grande capacidade de ligacdo de Ca** a4 CSQ
(MacLennan & Wong, 1971). No entanto, é a concentragdo de Ca®* livre intra-reticular, e néo a
ligada, que é detectada pelos RyR, e modula sua sensibilidade ao efeito estimulatério do Ca**
(Bassani et al., 1995; Shannon et al., 2000a), e da cafeina (Porta et al., 2011). Assim, enquanto
a concentragdo de Ca®* livre dentro do RS estivesse baixa, a liberagao seria subnormal, mas,
apdés muitos estimulos, ocorreria saturacado parcial da CSQ, esta concentragao se elevaria e
facilitaria o processo de liberagao induzida.

Neste trabalho, buscou-se estudar a regulacdo da concentracdo intrarreticular de Ca?*
sobre FR sem que houvesse ativacdo dos transientes de [Ca®']; pela lca.. Até onde sabemos,
trata-se de um estudo inédito, realizado em células vivas e intactas. Foi observado que existe
uma relacdo nao-linear entre FR e o contetido de Ca®** do RS. Este comportamento da FR foi
muito semelhante ao encontrado em trabalhos anteriores (Bassani et al., 1995; Shannon et al.,
2000a). Nestes trabalhos, lc,.. foi 0 gatilho da liberagao do ion, enquanto no presente trabalho,
as liberagdes foram evocadas pela aplicacéo de pulsos de cafeina. Sabe-se que este composto
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aumenta a probabilidade de abertura dos RyR, podendo causar ndo s6 arritmias, em
concentracdes baixas (como encontradas no plasma sanguineo apds ingestdo de algumas
xicaras de café; O’Connell & Zurzola, 1984), como também a liberagdo massiva de Ca** do RS,
em altas concentracdes (O’Neill et al., 1990). Os mecanismos envolvidos na sensibilizagdo dos
RyR pela cafeina ainda nao foram totalmente elucidados. Acredita-se que a cafeina aumenta a
sensibilidade dos RyR ao Ca** citosdlico (Sitsapesan & Williams, 1990) e, ao atingir uma
concentracio citoplasmatica de 1 mM, reduz o limiar de ativagao dos canais pelo Ca** citosélico
para niveis diastolicos (O’Neill et al., 1990). Por outro lado, Kong et al. (2008) sugerem que a
cafeina modula a fungdo do RyR por meio da reducédo do limiar de ativacao dos canais pelo
Ca** intrarreticular, enquanto Porta et al. (2011) sugerem que a acdo do composto sobre os
RyR depende da concentragdo de Ca* livre tanto no citoplasma quanto no interior do RS.
Domeier et al. (2009) afirmaram que a presenca da cafeina reduziu o nivel da carga de Ca** de
RS no qual a liberagao, espontanea ou ativada por lc,,, € interrompida. Observaram também
que houve um aumento de FR na presenca de cafeina (250 uM) e concluiram que este efeito
seria causado pela reducao, pela cafeina, do nivel da carga de Ca** de RS no qual a liberagao
€ cessada.

No presente trabalho, cujo gatilho para liberagdo de Ca®** do RS foram pulsos de cafeina
em alta concentragdo (10 mM), o valor de FR variou com a carga de Ca®* do RS de modo muito
similar ao observado quando a ativacao da liberacao se deu pela lc... (Bassani et al.,, 1995 e
Shannon et al., 2000a). Diante desses resultados, a reducéo do nivel da carga do RS que cessa
a liberagdo de Ca®* nao deve ser o Gnico mecanismo causador do aumento de FR observado
por Domeier et al. (2009). Caso este mecanismo fosse o0 Unico, se esperaria que, numa dada
carga, o valor de FR seria maior em resposta aos pulsos de cafeina do que quando a liberagéao
fosse induzida por lca.. , 0 que ndo ocorreu.

Rousseau et al. (1989) mostraram que o aumento da concentracdo de Ca®* (de 0,06
para 2,5 uM) e a presenga de cafeina (6 mM) no compartimento "citsélico" provocam efeitos
muito parecidos sobre a atividade de RyR isolado em bicamada lipidica: um aumento
semelhante tanto da freqiéncia, como da duracdo dos eventos de abertura do canal. Este
resultado, associado com o comportamento muito similar da relacdo entre FR e conteudo de
Ca?* do RS para pulsos de cafeina (como feito neste trabalho) e para Ic.. (Bassani et al., 1995;
Shannon et al., 2000a) reforcam a idéia de que a cafeina modula a sensibilidade dos RyR ao
Ca?* citosélico, simulando o efeito do aumento da [Ca?*]; citosélica.

Apesar de intensivos estudos (Bassani et al., 1995; Shannon et al., 2000a; Gyodrke et al.,
2004; Qin et al., 2008; Qin et al., 2009), os mecanismos envolvidos na regulacao exercida pelo
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contetido de Ca* do RS sobre a liberacdo do ion pelos RyR ainda ndo foram totalmente
elucidados. Neste trabalho, juntamente com trabalhos em que I, foi 0 gatilho para a liberacao
de Ca* do RS (Bassani et al., 1995; Shannon et al., 2000a), foi visto que ha interrupcdo desta
liberacdo (FR = 0 %) em cargas do RS maiores que zero (50 uM). Zima et al. (2008)
encontraram que, durante um spark de Ca®* (eventos elementares de liberagcdo de Ca?* pelos
RyR), ha liberagdo do ion até que a concentragdo de Ca** livre no RS atinja cerca de 60 %
desta concentragdo no repouso, em miécitos cardiacos de coelhos. Assim, esses resultados
indicam haver um mecanismo intra-luminal que interrompe a liberacdo de Ca* pelos canais
mesmo quando o RS ainda contém uma carga de Ca?* consideravel. Além disso, no presente
trabalho foi observado que FR aumenta com o contelido de Ca®** do RS, indicando que este
mecanismo deva depender da concentracdo intrarreticular de Ca®*. Qin et al. (2008)
observaram que RyR isolados possuem sensibilidade ao Ca* intrarreticular somente quando
associados a CSQ. Curiosamente, a modulagdo positiva dos RyR ocorreu apenas em
concentracdo de Ca®* luminal maiores que 50 pM.

Como visto no presente trabalho, em altas cargas de Ca** do RS, pequenas variagdes
deste conteudo sdo acompanhadas por grandes alteracdes nos valores de FR. Segundo
Gyobrke & Terentyev (2008), a CSQ, associada a outras proteinas (triadina e junctina), inibe os
RyR em baixas cargas de Ca®* do RS e esta inibicdo é reduzida & medida que o estoque de
Ca?* do RS aumenta. Além desta modulacéo pela CSQ, Laver (2007) sugere que a ativagdo
dos RyR pelo Ca®" intrarreticular se d& direta e indiretamente, ou seja, pela interagdo do Ca**
luminal com sitios ndo s6 intrarreticulares, mas também citosélicos dos canais. Assim, em altas
cargas do RS, a maior concentracdo de Ca®* livre na organela provocaria tanto a reducédo da
inibicdo provocada pela CSQ (associada a triadina e junctina), quanto o aumento do fluxo de
Ca?* para o citoplasma, onde haveria a ativacéo pela face citosélica dos RyR. Dessa maneira, a
modulagdo da funcdo dos RyR pelo Ca®* luminal via CSQ e ativagdo citosélica poderiam
explicar o comportamento nao-linear da relacao de dependéncia de FR em relacdo ao conteudo
de Ca® do RS, encontrado neste e em outros trabalhos anteriores (Bassani et al., 1995;
Shannon et al., 2000a). No entanto, mais estudos ainda sdo necessarios para que a regulacao
dos RyR pelo Ca* intrarreticular possa ser completamente compreendida.

5.2. Modulacio da liberagdo de Ca** do RS pela tetracaina no MRSFI

No MRSFI, a liberacdo de Ca* pelo RS independe da excitagdo elétrica da célula.
Nestas condicbes, torna-se possivel estudar na célula intacta, por exemplo, a acao de farmacos

47



que atuam diretamente sobre outros canais, além dos RyR, sem a interferéncia dos efeitos
desses agentes sobre correntes ibnicas de sarcolema. Neste trabalho, a agdo da tetracaina
(inibidor de correntes de membrana; Hille, 1977; Carmeliet et al., 1986) sobre a FR foi estudada
para estimativa da poténcia inibitéria sobre os RyR em midcitos intactos. Foi observado que o
aumento da concentracéo do farmaco reduziu a liberacéo fracional de Ca** do RS. Overend et
al. (1998), no entanto, observaram que a tetracaina provocou apenas uma reducao transitéria
da amplitude das liberacdes de Ca* pelo RS induzidas por lca., seguida de seu
restabelecimento ainda na presenca do farmaco, em miécitos de ratos submetidos a técnica de
voltage-clamp. Esta recuperacdo da amplitude dos transientes de [Ca®']; foi atribuida ao
aumento da carga de Ca®* do RS durante ac&o da tetracaina, observado nestes trabalhos. Este
aumento, contudo, nédo foi encontrado no MRSFI. No trabalho anterior, diferentemente do
presente trabalho, a aplicacéo da tetracaina foi feita na presenca de Ca®* no meio extracelular e
foi observado que a reducao instantanea da amplitude dos transientes causada pela tetracaina
foi acompanhada pela reducdo da extrusdo de Ca®* via NCX. Assim, na presenca de Ca**
extracelular, isto causa um desbalanceamento entre os fluxos de entrada e saida de Ca®**
através do sarcolema, favorecendo a entrada de Ca*, o que gerou, provavelmente, o acimulo
do ion na célula e, consequentemente, 0 aumento da carga do RS. Isto pode justificar as
auséncias de alteracdo da carga de Ca®* do RS e, portanto, do restabelecimento das
amplitudes dos transientes de [Ca®*]; evocados pelos pulsos de cafeina na presenca da
tetracaina no MRSFI, j4 que os experimentos foram realizados em meio sem Ca®. Sem
alteragbes da carga de Ca* do RS, moduladora da FR (como j& mostrado), no MRSFI, as
alteragbes observadas na liberagcdo de Ca®* parecem ter sido causadas apenas pela acéo do
farmaco sobre os RyR durante a aplicagao dos pulsos de cafeina.

Pela funcao sigmdide ajustada aos dados obtidos, a ICs, da tetracaina sobre a liberagao
de Ca® foi estimada em 52 pM. Segundo Bers (2001), a faixa da concentragdo efetiva para
acao da tetracaina sobre os RyR é de 0,1 a 1 mM, portanto maior do que a ICso obtida no
presente trabalho. Esta divergéncia pode estar relacionada com as diferentes técnicas
utilizadas. Sabe-se que a tetracaina inibe principalmente a corrente de Na* de membrana (ICs
de 0,7-12,5 uM; Brau et al,, 1998; John et al., 2004) e com menor poténcia a lc, (80 puM,;
Carmeliet et al.,, 1986) e, assim, reduz a excitabilidade celular. Dessa maneira, em alguns
estudos (Gyoérke et al., 1997; Xu et al, 1998; Laver & Helden, 2011), escolheu-se como
preparacao RyR isolados e incorporados a bicamadas lipidicas. A tetracaina, assim como
outros anestésicos locais da mesma classe, parece interagir com a matriz lipidica da

membrana, o que poderia contribuir para seu efeito final sobre a atividade de canais i6nicos
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(Roth, 1980). Foi observado que o efeito do farmaco pode ser alterado por modificagcdes da
composicao da membrana na qual o canal esta inserido (Shibata et al., 1995). Assim, o uso de
bicamadas lipidicas com diferentes composicdes daquela encontrada na membrana do RS,
poderia contribuir para modificar a sensibilidade dos RyR ao farmaco e, portanto, resultar em
valores de ICso mais altos (0,2-2 mM; Xu et al.,, 1998; Laver & Helden, 2011) do que aqueles
obtidos no presente trabalho (52 pM).

A técnica de voltage-clamp tem sido bastante usada para estudo do efeito da tetracaina
sobre RyR. Neste caso, lca. atua como o gatilho da liberacdo de Ca** pelo RS. Mas sabe-se
que a amplitude desta corrente é reduzida na presenca de tetracaina, em concentracées do
farmaco inferiores a faixa efetiva para inibicdo dos RyR (80 uM; Carmeliet et al., 1986).
Reducdo do pico de lca, implica em redugdo da quantidade e fracdo do contetdo de Ca?*
liberada pelo RS (Bassani et al., 1995), independentemente da acdo da tetracaina sobre os
RyR. Além disso, em preparagbes com o0 uso desta técnica, a aplicacdo de tetracaina na
presenca de Ca* no meio extracelular provocou o aumento da carga de Ca®* do RS (Gyérke et
al., 1997; Overend et al., 1997; Overend et al., 1998). Sabe-se que este aumento causa, por
sua vez, 0 aumento da liberagao fracional de Ca®*, como mostrado neste e em outros trabalhos
(Bassani et al., 1995; Shannon et al., 2000a). Assim, o estudo da acao direta do farmaco sobre
a liberagdo de Ca* do RS é dificultado pelas alteragbes da fungdo dos canais decorrentes da
acdo da tetracaina sobre outros moduladores dos RyR (lca. € [Ca®*']rs). Estas interferéncias
podem estar relacionadas com o uso de maiores concentragcdes da tetracaina neste tipo de
preparacao (0,1-1,5 mM; Gyoérke et al., 1997; Overend et al., 1998) do que no MRSFI (20-100
uM).

Sabe-se que a tetracaina e a cafeina causam efeitos opostos sobre o RyR (Eisner et al.,
1998; Eisner et al., 2000). No entanto, ndo héa informacdes sobre a localizagéo e identidade dos
sitios de interagdo de cada um desses compostos com o0 RyR. No MRSFI estes dois farmacos
foram usados concomitantemente. Caso a cafeina e a tetracaina ajam sobre 0 mesmo sitio nos
RyRs, ou um destes compostos afete a sensibilidade dos RyRs ao outro farmaco, poderia haver
interferéncia na capacidade da cafeina produzir liberacdo de Ca®* e/ou modificacdo da afinidade
dos RyR pela tetracaina.

5.3. Implementacdo de buffers de Ca** no MRSFI in silico

O modelamento matematico, com base em evidéncias experimentais, tem contribuido

para o entendimento de mecanismos envolvidos no transporte e regulagéo do Ca®* intracelular
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em miocitos cardiacos (Luo & Rudy, 1994; Shannon et al., 2004; Laver, 2007; Lee & Keener,
2008). No presente trabalho, a simulacdo do modelo experimental do reticulo sarcoplasmatico
funcionalmente isolado, por meio das alteracées do modelo de Tang & Othmer (1994) sugeridas
por Soriano et al. (2007a), gerou transientes de [Ca®*];, porém, com caracteristicas ainda
diferentes dos transientes obtidos experimentalmente. A introducdo de buffers de Ca®** no
modelo proposto por Soriano et al. (2007a) buscou levar o modelo para uma condicdo mais
proxima da fisiolégica, considerando-se a presenca de sitios que ligam Ca?* passivamente no
interior de um midcito cardiaco (Bassani et al., 1998; Bers, 2001).

E sabido que a presenca de calsequestrina na luz do RS, proteina com capacidade de
ligar até 35 jons Ca®* por molécula (Mitchell et al, 1988) e assim amortecer as variacdes
intrarreticulares do ion (Kubalova et al., 2004), esta diretamente relacionada com a capacidade
da organela de armazenar Ca?* (Jones et al., 1998; Gyérke et al., 2009). No presente trabalho,
a introducdo da calsequestrina produziu um aumento da carga de Ca** do RS de 40 para até
100 pM, ou seja, mais proxima da encontrada em midcitos cardiacos in vitro (Bassani & Bers,
1995; Trafford et al, 1997; Bers, 2001). Além disso, a introdugdo do buffer intrarreticular
implicou em maior liberacdo de Ca®*, comportamento aparentemente compativel com o
aumento da carga do RS.

O acréscimo do buffer citosélico, por sua vez, atenuou o0 aumento da variagdo da [Ca®'];
decorrente da maior liberagdo do ion, de acordo com a acéo de ligantes passivos em células
(Bers, 2001). Quanto ao curso temporal do transiente de [Ca®‘];, a introducdo do buffer do RS
aumentou o tempo de subida do transiente. Isto se deve ao fato de que, com o acréscimo deste
buffer, a velocidade da liberacdo de Ca** passa a depender da gradual dissociagdo entre o ion
e o buffer intrarreticular em resposta & reducgdo da concentracdo de Ca* livre na organela a
medida que Ca** é liberado, o que tornaria o processo de liberacdo mais lento. O tempo de
queda deste transiente também foi prolongado e se tornou muito maior do que observado no
transiente experimental. Com a introdugao do buffer citosoélico, esta queda foi acelerada, ja que
parte do Ca®" liberado pelo RS se ligaria aos sitios de buffer. Desse modo, o transiente obtido in
silico tornou-se mais semelhante aquele obtido experimentalmente. Entretanto, no modelo
matematico, a adicdo de uma provavel modulagdo da calsequestrina sobre os RyR poderia
tornar os transientes ainda mais realistas.

No MRSFI simulado, foi estudada também a relacdo entre FR e contetido de Ca?** do
RS. Variou-se a concentracdo inicial de Ca* livre na organela para obtencdo de diferentes
cargas de Ca** do RS e, como feito experimentalmente, FR foi calculada em cada uma dessas
cargas. No modelo sem as descricdes dos buffers de Ca®, a carga maxima obtida foi de 40 pM.
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Com o acréscimo dos buffers, a carga atingiu valores préximos a 100 uM, acima dos quais o
modelo tornou-se instavel, apresentando oscilacdes espontaneas de [Ca®*]. Foi observado que,
em condicdes de sobrecarga de Ca* no RS, sdo geradas liberagdes espontaneas de Ca® pela
organela (Wier & Blatter, 1991; Williams et al., 1992), as quais podem estar relacionadas com o
surgimento das oscilagbes obtidas no modelo. O aumento da concentracdo do buffer
intrarreticular aumentou o limiar da carga no qual essas oscilagdes ocorrem e possibilitou que
cargas de Ca®* do RS um pouco maiores fossem atingidas sem que houvesse a instabilidade do
modelo. Este comportamento foi semelhante ao encontrado por Kubalova et al. (2004), que
viram que a reducao da expressao de CSQ em midcitos cardiacos de rato facilitou o surgimento
de oscilagbes da concentracéo citosélica de Ca*. No modelo sem os buffers de Ca**, contudo,
este comportamento oscilatério ndo foi observado. Assim, deve-se considerar que as
simplificagbes adotadas neste modelo para descrever a dinamica do Ca** intracelular,
fendbmeno de grande complexidade, requerem cautela na interpretacdo dessas instabilidades,
apesar da semelhanca com resultados obtidos in vitro.

Na simulagéo do MRSFI, FR variou de modo n&o-linear com o contetido de Ca** do RS,
como observado experimentalmente. No entanto, no modelo sem buffers, além da faixa deste
conteudo estar bem abaixo daquela encontrada experimentalmente, ocorreram instabilidades
na regulacéo da carga de Ca** do RS sobre sua liberacdo. Para valores da concentracao inicial
de Ca* livre no RS maiores do que a carga maxima obtida (40 pM), os valores de FR foram
reduzidos, apesar de haver pouca ou nenhuma alteracdo do conteddo do RS. Com o acréscimo
das descricbes dos buffers de Ca*, esta regulacdo foi normalizada, ou seja, as condicdes
iniciais do modelo ndo mais influenciaram como o valor de FR respondeu a uma dada carga de
Ca* do RS. As alteracdes das concentragdes do buffer intrarreticular provocaram mudancas na
sensibilidade de FR ao contelido de Ca®** da organela. Em maiores concentracdes do buffer,
houve reducéo dos valores de FR. Isso pode ser explicado pela diminuicdo do Ca?* disponivel
para liberagdo (e/ou modulacéo positiva dos RyR), ja que mais Ca** estaria ligado ao buffer na
organela, indicando haver um controle da FR pelo Ca** livre no RS.

Embora FR tenha mostrado saturacdo em niveis abaixo daquele encontrado in vitro, a
relacdo de FR e [Ca*']gs in silico teve comportamento muito semelhante ao observado
experimentalmente. Similar ao dado obtido in vitro, FR tornou-se muito sensivel as variagées do
Ca? intrarreticular em altas cargas do RS (entre 80 e 100 pM). Além disso, é interessante notar
que no MRSFI simulado a liberacdo de Ca®* foi interrompida em cargas proximas a 50 uM,

como encontrado no modelo experimental.
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A semelhanca tanto do comportamento dos transientes de [Ca®*]; quanto da relacdo FR-
[Ca®*]rs Obtidos na simulagdo do MRSFI, em comparacdo ao dado obtido experimentalmente, é
um relativo sucesso quando se considera a simplicidade do modelo matematico utilizado. Ha,
contudo, diferengas, principalmente, do ponto de vista quantitativo, como os valores dos
parametros de buffers usados, que foram discrepantes dos valores encontrados em células
(Bassani et al., 1998; Shannon et al., 2000b). Provavelmente relacionado a essas divergéncias,
neste modelo, o surgimento das instabilidades impediu que FR fosse calculada em altas cargas
de Ca®* do RS. Isto dificultou a analise da regulacéo da liberacdo de Ca®* pelo RS em cargas
préximas ou maiores do que aquelas encontradas em regime permanente (maiores que 100
uM). Talvez estas diferencas possam ser reduzidas pela alteracdo dos valores dos parametros
dos fluxos de Ca** originalmente estabelecidos por Tang & Othmer (1994), divergentes dos
valores encontrados na literatura (Bassani et al., 1994; Bers, 2001). Somado a isso, a
introducdo de uma regulacéo direta da CSQ sobre a liberagdo de Ca?* poderia aproximar ainda

mais os resultados simulados e experimentais.
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6. Conclusoes

No presente trabalho, foi realizado o estudo da relacdo entre a liberacdo fracional e o
conteido de Ca** do RS no modelo do reticulo sarcoplasmatico funcionalmente isolado, no qual
pulsos de cafeina, ao invés de lc.. evocaram liberacdo de Ca®* pela organela. Os resultados
deste estudo indicam que esta relagcdo € determinada, pelo menos parcialmente, por um
mecanismo intrinseco do RS, que pode estar relacionado com a modulacéo da funcao dos RyR
pela calsequestrina e pelo contetido de Ca?* livre no interior do RS. Esta regulacdo foi muito
semelhante aquela encontrada em condicdes em que a liberacdo é ativada pelo gatilho
fisiolégico (lcar)-

Além da regulacdo pelo conteido de Ca* do RS, foi investigada neste trabalho a
modulacdo da liberacdo de Ca** pelo anestésico local tetracaina, utilizando-se o MRSFI, no
qual sdo eliminados os efeitos do farmaco sobre correntes de membrana. Com base no
presente trabalho, conclui-se que este modelo experimental mostrou-se adequado para o
estudo do efeito direto de farmacos como a tetracaina sobre a liberagdo de Ca** pelo RS.

Para auxiliar o entendimento da dindmica do Ca*" celular, um modelo teérico simples
que simula o MRSFI foi modificado por meio da introducéo de descricbes de buffers de Ca**
intrarreticular e citosélico. Esta modificacdo foi bem-sucedida no sentido de aproximar, nos
aspectos qualitativos e quantitativos, tanto os transientes de [Ca®*];, quanto a relagdo entre FR e
[Ca®]rs obtidos pela versao in silico do MRSF| aos dados experimentais, apresentando assim
uma simulagdo mais realista dos midcitos cardiacos. Contudo, devido a simplicidade deste
modelo matematico, ainda ha diferengas entre estes resultados que podem ser minoradas por
meio do estudo aprofundado de elementos que participam do transporte e regulagdo do Ca®*

intracelular em paralelo ao uso da experimentagdo com midcitos cardiacos.
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Anexo — Certificados de aprovacao para experimentacao animal

Comissdo de Etica na Experimentagao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1517-1, sobre "Isolamento de preparacdes
miocardicas de ratos adultos"”, =ob a responsabilidade de Profa. Dra. Rosana

A. Bassani / Prof. Dr. José W. M. Bassani, estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
na Experimentacac Animal — CEEA/Unicamp em 28 de abril de 2008

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1517-1, entited “Isolation of myocardial

preparations from adult rats”, is in agreement with the Ethical Principles for

Animal Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation
{COBEA), This project was approved by the institutional Committee for Ethics in
Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on April 28, 2008.

Campinas, 28 de abril de 2008.
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Profa. Dra Ana Aparecida Guaraldo Fatima Alonso

Presidents Secretaria Executiva

CEEA — Unicamp Tedefone (10) 3521-6350
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Comissao de Etica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1737-1, scbre "lsolamento de preparactes
miocardicas de rato adulto”, sob a responsabilidade de Resana A. Bassani /
José W. M. Bassani // Rafael A. Ricardo / Abinoam Marques [ Alexandra V. S.
Fonseca | Elizangela S. Oliveira / Elaine Belassiano / Marina Monteiro |
Everaldo Queiroz /| Jodo Guilherme V. Frontio, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentag#o Animal adotadas pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacic Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Elica
na Experimentacao Animal — CEEA/Unicamp em 13 de margo de 2009

CERTIFICATE

We cerify thal the protocol n® 1737-1, entitled “Isolation of myocardial

preparations from adult rats", is in agreement with the Ethical Principles for

Animal Research established by the Brazilian College for Amimal Experimentation
{COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in
Animal Research (State University of Campinas - Unicarmp) on Mareh 13, 2009

Campinas, 13 de margo de 2008,
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos gque ¢ Protocolo n® 2088-1, sobre “Isolamento de preparacdes

miccardiacas de ratos adultos”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. José W.
M. Bassanl / Or. Eduarde T. Costa | Dra, Rosana Bassani /| Rafael A. Ricardo |

Elaine Belassiano / Marina C. Monteiro ! Abincam Marques ! Everalde
Queiroz | Elizdngela Souto Oliveira | Ana Laticia F, Moraes [ Paula T,

Mancilla, estd de acorde com os Princlpios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sida
aprovado pela Comissao de Efica no Uso de Animais = CEUA/Unicamp em 24 de

fevereiro 2000,

CERTIFICATE

We ocertify that the protocol n® 2088-1, entited “isolation of myocardial

preparations from adult rats", i3 in agreement with the Ethical Principles for

Ammal Research established by the Brazilian College for Amimal Experimentation
(COBEA), This project was approved by the institutional Committee far Ethics in
Animal Research {State University of Campinas - Unicamp} on February 24,
2010
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Comissdo de Etica no Usa de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeta "Isolamento de preparagdes miocardicas de
ratos adultos: Analise da funcio do reticulo sarcoplasmatico em midcitos

ventriculares isclados  de rato” (prolocolo  n@ 24901 (A}), sob a
responsabilidade de José Wilson Magalhies Bassani / Rosana Almada
Bassanl ! Marina Monteiro, estd de acordo com os Principios Eficos na
Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animaig de Laboratério (SBECAL) e com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, € o DECRETO N® 6,899, DE 15 DE JULHO DE 2009

O projete foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAME - em 15 de agosto de

2011,
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Campinas, 15 de agosto de 2011
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