v

S
UNICAME UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computacéao

FERNANDA BARBOSA DE GOUVEIA

PAPEL DOS TRANSPORTADORES DE CALCIO NO RELAXAMENTO DE
CARDIOMIOCITOS DERIVADOS DE CELULAS-TRONCO DE PLURIPOTENCIA
INDUZIDA HUMANAS (hiPSC)

CAMPINAS

2020



FERNANDA BARBOSA DE GOUVEIA

PAPEL DOS TRANSPORTADORES DE CALCIO NO RELAXAMENTO DE
CARDIOMIOCITOS DERIVADOS DE CELULAS-TRONCO DE PLURIPOTENCIA
INDUZIDA HUMANAS (hiPSC)

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Engenharia Elétrica e de Computacdo da
Universidade Estadual de Campinas como parte
dos requisitos exigidos para a obtengao do titulo
de Mestra em Engenharia Elétrica, na area de
Engenharia Biomédica.

Orientador: JOSE WILSON MAGALHAES BASSANI
Coorientadora: ROSANA ALMADA BASSANI

Este trabalho corresponde a versao final da
dissertacdo defendida pela aluna Fernanda
Barbosa de Gouveia, orientada pelo Prof. Dr. José
Wilson Magalhdes Bassani e coorientada pela
Profa. Dra. Rosana Almada Bassani.

CAMPINAS

2020



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura
Rose Meire da Silva - CRB 8/5974

Barbosa de Gouveia, Fernanda, 1994-

G745p Papel dos transportadores de calcio no relaxamento de cardiomioditos
derivados de células-tronco de pluripoténcia induzida humanas (hiPSC) /
Fernanda Barbosa de Gouveia. — Campinas, SP : [s.n.], 2020.

Orientador: José Wilson Magalhdes Bassani.

Coorientador: Rosana Almada Bassani.

Dissertagédo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Engenharia Elétrica e de Computacao.

1. Movimentacgdo de calcio. 2. Midcitos cardiacos. 3. Células-tronco
pluripotentes induzidas. |. Bassani, José Wilson Magalh&es, 1953-. |Il. Bassani,
Rosana Almada, 1955-. lll. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia Elétrica e de Computagdo. IV. Titulo.

Informacées para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Role of calcium transporters in the relaxation of cardiomyocytes
derived from human induced pluripotent stem-cells
Palavras-chave em inglés:

Calcium handling

Cardiomyocytes

Induced pluripotent stem cells

Area de concentragdo: Engenharia Biomédica
Titulagao: Mestra em Engenharia Elétrica

Banca examinadora:

José Wilson Magalhdes Bassani [Orientador]
Leonardo Abdala Elias

Paulo Guimaraes Gandra

Data de defesa: 23-11-2020

Programa de Pés-Graduac¢édo: Engenharia Elétrica

Identificacdo e infor émi do(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0003-0666-7132
- Curriculo Lattes do autor: http:/lattes.cnpq.br/1728003362547332




COMISSAO JULGADORA — DISSERTACAO DE MESTRADO

Candidata: Fernanda Barbosa de Gouveia RA: 211490

Data da defesa: 23 de novembro de 2020

Titulo da Tese: “Papel dos Transportadores de Célcio no Relaxamento de
Cardiomiécitos Derivados de Células-Tronco de Pluripoténcia Induzida Humanas
(hiPSC)”

Prof. Dr. José Wilson Magalhdes Bassani (Presidente)
Prof. Dr. Leonardo Abdala Elias

Prof. Dr. Paulo Guimaraes Gandra

A Ata de Defesa, com as respectivas assinaturas dos membros da Comissao
Julgadora, encontra-se no SIGA (Sistema de Fluxo de Dissertagdo/Tese) e na
Secretaria de Poés-Graduagcdo da Faculdade de Engenharia Elétrica e de

Computagéao.



A todas mulheres fortes e inspiradoras que conheci, em especial, a minha avo,
Maria Aparecida



AGRADECIMENTOS

No final, & tudo sobre as pessoas e eu queria agradecer aquelas que fizeram a
diferenca nessa jornada até aqui.

Aos meus orientadores, José Bassani e Rosana Bassani, por tudo que aprendi
nesses anos, por compartilharem comigo a sua paixdo pela ciéncia e por toda
dedicacao na realizacao desse trabalho.

Aos meus colegas do departamento, em especial, a Nelly, Amanda, Lizandra,
Patricia, Ellen, Erick, Jorge, Ahmad, Jair, pela amizade, pelas trocas e por acreditarem

no meu trabalho.

Ao Professor Eduardo que tem o maravilhoso dom de conectar as pessoas. Ao
professor Pedro, por sempre estar disposto a ajudar e com quem eu tive minha
primeira experiéncia docente. A Elizangela, por toda paciéncia ao me guiar pelas
praticas do laboratério. A Mauro e Flavio, pelo apoio técnico indispensavel. Aos
funcionarios do CEB, por tornarem o ambiente tao acolhedor, pela gentileza e pela
prontiddo em ajudar. Ao Laboratério Nacional para Estudo do Calcio Celular

(LabNECC), pela estrutura fornecida para a realizagao do trabalho.

A Talita Marin, Paula Mafra, Graziele Vasconcelos e Mariana Rodrigues, do
Laboratério Nacional de Biologia (LNBio - CNPEM) por me ajudarem a desbravar o
mundo da cultura de células, completamente novo pra mim. Ao Prof. Paulo e a Profa.

Elaine pela prontiddo em ajudar e por cederem os laboratérios.

A Thomas, por segurar a minha mao em todos os momentos e fazer o que
estava no seu alcance, me ajudando a superar os desafios e a rir quando nédo havia
mais nada a fazer. A minha irma, Barbara, pela cumplicidade da vida toda, por
acreditar sempre em mim e no meu trabalho, sendo minha primeira cliente da vida. A
Aline e a Lais, pelo apoio e pelas trocas de experiéncia na vida académica.

Aos meus pais, Fernando e Romilda, por quem eu sou, pelos valores que tenho
e que coloco em tudo que faco. Obrigada por todo o suporte e por investirem na minha
educacao, para que eu tivesse as melhores oportunidades na vida. Agradeco,
especialmente, a minha mée, que quando crianga me levava ao laboratério e me

mostrou um mundo novo através das lentes de um microscépio.



A todos os meus professores, na escola, na faculdade, no intercambio e no
mestrado, por despertarem em mim o interesse por aprender e me fazerem desejar
inspirar as pessoas como eles me inspiraram. Em especial, agradegco ao meu
professor de biologia do ensino médio, Beno Kuehne, que eu muito admiro, por ter me
desafiado e me entusiasmado a entender os mecanismos por traz da vida que nos

cerca.

A Deus, que criou todas as coisas, em toda sua beleza e complexidade, e nos
dotou de inteligéncia para descobri-las e de curiosidade para querer entendé-las.

Agradeco também a todas as agéncias de fomento a pesquisa e educagao que
possibilitaram o desenvolvimento desse trabalho e a minha formagédo até aqui. O
presente trabalho foi realizado com apoio do CNPq, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico — Brasil (No. 161225/2018-7 e
304010/2016-2) e da FINEP, Financiadora de Estudos e Projetos (No. 01.13.0214.00).



“Para ser grande, sé inteiro: nada

Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Pée quanto és
No minimo que fazes.”

Fernando Pessoa, sob heterbnimo de Ricardo Reis



RESUMO

Cardiomiécitos derivados de células-tronco humanas de pluripoténcia induzida
(hiPSC-CM) sé&o obtidos a partir de uma nova tecnologia em que é possivel reverter a
diferenciagdo de células sométicas adultas e re-diferencia-las em outro tipo celular. E
grande o possivel impacto da aplicagcao de hiPSC-CM como modelo in vitro de CM
humano e em terapia celular, mas seu potencial pode ser limitado pela imaturidade
morfoldgica e funcional dessas células, sendo o prolongamento do tempo de cultura
uma das estratégias que podem promover a maturagdo. A elevagao transitéria da
concentragéo citosdlica de Ca?* ([Ca?*]i) do CM (transiente de Ca?*) em resposta a
excitacao elétrica é o fendmeno que dispara a contracdo. Dado que a funcéo de
transportadores deste ion e sua interagdo mudam com o desenvolvimento, a analise
do transporte de Ca?* é uma abordagem relevante para avaliar a maturidade funcional
de hiPSC-CM. Os objetivos desse trabalho foram: a) avaliar quantitativamente a
contribuicdo dos transportadores de Ca?' responséaveis pela fase de queda do
transiente de Ca?* (relaxamento) em hiPSC-CM; b) investigar a influéncia do tempo
de cultura sobre variaveis relacionadas ao transporte de Ca?* nessas células; c)
avaliar a variabilidade dessas variaveis dentro e entre lotes de hiPSC-CM. Transientes
de Ca?* foram registrados em hiPSC-CM adquiridos comercialmente e cultivados por
2 e 3 semanas pos-diferenciagéo, carregados com o indicador fluorescente de Ca?*
indo-1. A razdo da emissdo em 410 e 485 nm (sob excitagdo de 365 nm) foi obtida
durante contragdes espontaneas e contraturas evocadas por cafeina, e
posteriormente convertida a [Ca?*].. Foram estimados os fluxos de Ca?* carreados por
sistema transportador, integrados durante o relaxamento, bem como a contribuicao
relativa de cada sistema. Os resultados indicaram que: a) o fluxo integrado total de
Ca?* removido no relaxamento de hiPSC-CM (~ 30 umol/L) é semelhante ao de CM
de ratos neonatos e de CM atriais humanos; b) as participagdes da ATPase de Ca?*
do reticulo sarcoplasmatico, do trocador Na*-Ca?* e do conjunto de ATPase de Ca?*
do sarcolema e uniporter mitocondrial de Ca?* sdo comparaveis aos de CM de
mamiferos neonatos, e diferentes do observado em adultos; ¢) ndo houve diferenca
entre os valores das variaveis estudadas em células cultivadas por diferentes
periodos; d) observou-se diferenca significativa em todas as variaveis funcionais entre
diferentes lotes, mas nao dentro do mesmo lote para a maioria das variaveis. Com

isso, conclui-se que os hiPSC-CM estudados apresentam um fendétipo imaturo no



transporte de Ca?*, ndo ocorrendo maior maturagéo pelo prolongamento do tempo de
cultura, o que indica a necessidade de outras estratégias para promover maior
diferenciacao para o padrao adulto. Conclui-se ainda que ha variagdes importantes
entre diferentes lotes, o que requer amostragem de vérios deles para a obtencéo de
resultados reprodutiveis e confiaveis.

Palavras-chave: transporte de calcio; cardiomiécitos; células-tronco de pluripoténcia
induzida.



ABSTRACT

Cardiomyocytes derived from human induced-pluripotent stem cells (hiPSC-CM) can
be obtained with a new technology, in which it is possible to reverse the differentiation
of adult somatic cells and redifferentiate them into another cell type. The possible
application of hiPSC-CM as an in vitro model of human CM and in cell therapy has
raised great expectation; however, suitability of these cells for such uses may be
limited by the hiPSC-CM morphofunctional immaturity. Prolongation of the culture time
has been proposed as a strategy to promote hiPSC-CM maturation. The transient
elevation of the CM cytosolic Ca?* concentration ([Ca?*]), known as “Ca?* transient”,
in response to electric excitation is the trigger of contraction. Because CM Ca?*
transporters and their interaction undergo developmental changes, analyzing Ca?*
transport is a relevant approach to evaluate the functional maturity of hiPSC-CM. The
goals of the present study were: a) to evaluate quantitatively the contribution of Ca®*
transporters involved in the decline of the Ca?* transient (relaxation) in hiPSC-CM; b) to
investigate the influence of culture time on variables related to Ca?* transport in these
cells; ¢) to assess the intra- and inter-batch variability of these variables. Ca?*
transients were recorded in commercially acquired hiPSC-CM, which were cultured for
2 and 3 weeks post-differentiation, after loading with the Ca?* fluorescent indicator
indo-1. The ratio of emission at 410 and 485 nm (under 365 nm excitation) was
calculated during spontaneous contractures and caffeine-evoked contractures, and
subsequently converted to [Ca?*]. The Ca?* fluxes carried by each transport system
were estimated and integrated during relaxation, and the relative contribution of each
system was calculated. The results indicated that: a) the total, integrated flux of Ca2*
removed from the cytosol during hiPSC-CM relaxation (~ 30 pumol/L) is similar to
neonatal ventricular CM and adult human atrial CM; b) the contribution of the
sarcoplasmic reticulum Ca?* ATPase, of the Na*-Ca?* exchanger and of the pooled
sarcolemmal Ca?* ATPase and mitochondrial Ca?* uniporter are comparable to those
in neonatal mammalian CM, and different from those observed in adults; c) there was
no significant difference in the studied variables obtained from cells cultured for
different periods; d) for all tested functional variables, significant inter-batch variation
was detected, while non-significant inter-batch variation was observed for most
variables. Thus, it was possible to conclude that the analyzed hiPSC-CM present an

immature Ca?* transport phenotype, which was not changed by culture prolongation,



thus showing the need of other strategies to promote further differentiation toward the
adult pattern. Important variation was also detected among different cell batches,
which indicates that obtaining reproducible, reliable results requires sampling of
several hiPSC-CM batches.

Keywords: calcium transport, cardiomyocytes, human induced pluripotent stem cells.
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1. INTRODUCAO
1.1. O Transporte de Ca?* e a Funcao Contratil do Coracao

1.1.1. O acoplamento excitacao-contracao no cardiomiocito (CM)

A contracao cardiaca que promove o bombeamento de sangue para os vasos
arteriais se inicia com uma variagdo rapida no potencial de membrana (potencial de
acao, PA) gerada espontaneamente nas células marca-passo localizadas no nédulo
sinoatrial (Figura 1.1). A conducao da atividade elétrica entre os CM ocorre por meio
das jungdes gap nas regides de contato entre os CM. O PA é propagado no miocardio
atrial até o nddulo atrioventricular. As células do nédulo atrioventricular conduzem a
atividade elétrica com um atraso dos atrios para células cardiacas especializadas na
conducao da atividade elétrica, que propagam o PA em direcao ao apice do coracao
(feixe de His) e pela parede dos ventriculos, do apice em direcdo a base (fibras de

Purkinje).

Nédulo
Sinoatrial

Feixe de His
Vias
Internodais

Fibras de
Purkinje

Nédulo
Atrioventricular

Ramos Direito e
Esquerdo do Feixe

- Propagacdo do potencial de acdo % Atraso do potencial de A¢do

Figura 1.1: Propagacgéo do potencial de agéo ao longo do coragao. Modificado de Monteiro et
al., 2017, sob a licenca Creative Commons Attribution 4.0
(creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

O elo entre a excitacao elétrica de CM e a sua contracdo € a variacao da
concentragéo de célcio ([Ca?*]) no citosol ([Ca?*]i) ou transiente de Ca?* (Bers, 2001).
O acoplamento excitagao-contracao se da quando a despolarizagcdo da membrana de
CM (sarcolema) durante o PA resulta na abertura de canais de Ca2* dependentes de

tensdo (Figura 1.2). Enquanto a [Ca?*] no meio extracelular é de cerca de 1,2 mM, a
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[Ca?*]i diastdlica € de 0,1-0,2 uM (Bers, 2001). Portanto, a abertura dos canais de Ca?*
resulta numa corrente de entrada de Ca?* na célula (lca) a favor do gradiente
eletroquimico transmembrana do ion. Com o aumento de [Ca?*] local na regido
subsarcolema, aumenta a probabilidade de abertura dos canais de liberagao de Ca?*
(receptores de rianodina, RyR) do reticulo sarcoplasmatico (RS), e parte do estoque
de Ca?* desta organela ¢ liberado. Este fendbmeno é chamado de “liberagéo de Ca®*
induzida por Ca?+” (Fabiato, 1983).

O aparelho contratii de CM é composto de miofilamentos formados por
proteinas contrateis e empacotados em paralelo nas miofibrilas. Com aumento da
[Ca?*]i, o ion se liga a troponina C (TnC) nos miofilamentos, o que dispara o processo
de contracio. O relaxamento de CM ocorre a medida que [Ca?*)i é reduzida pela acdo
de transportadores de Ca?*, e Ca?* se dissocia da TnC (Bers, 2001). Um esquema
desse processo pode ser visto na Figura 1.2.

3Na

Sarcolem PR— .
"‘m\ /\

ICa,

“4_5' , .

] L o T
E \
\’ SERCA
® Ca —\ MCU
: —lr Ca

\ Al

Miofilamentos

Figura 1.2: Transporte de Ca?* no cardiomiécito. As setas vermelhas e verdes indicam os
processos relacionados ao aumento e a diminuicdo da concentragdo de Ca?" no citosol
durante a contragio e relaxamento, respectivamente. lca.: Corrente de Ca?* pelos canais de
Ca?* do tipo L; SERCA: ATPase de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico; NCX: trocador Na*-Ca?*;
PMCA: ATPase de Ca?* do sarcolema; MCU: uniporter mitocondrial de Ca?*; ATP: ATPase;
RyR: receptor de rianodina.
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1.1.2. Interacao dos transportadores de Ca?* no relaxamento de CM

Os sistemas de transporte envolvidos na remogdo de Ca?* durante o
relaxamento sdo a ATPase de Ca®* do RS (SERCA), o trocador Na*-Ca?* (NCX), a
ATPase de Ca?* do sarcolema (PMCA) e o uniporter mitocondrial de Ca?* (MCU). NCX
e PMCA transportam Ca?* para o meio extracelular, o primeiro a custa do gradiente
eletroquimico de Na*, e a segunda com gasto de ATP. SERCA transporta Ca?*
ativamente para dentro do RS, e MCU medeia o fluxo de Ca?* para a matriz
mitocondrial a favor do gradiente eletroquimico. Em regime permanente (steady state),
assume-se gue o influxo total de Ca2* durante a contragdo seja igual ao efluxo total
no relaxamento. Isto significa que a quantidade de Ca?* que entra no citosol via Ica
deve ser igual a quantidade extruida por NCX e PMCA no relaxamento. O mesmo
ocorreria para o fluxo de Ca?* para fora e dentro do RS, de modo que SERCA faca a
reposicédo da quantidade de Ca?* liberada através de RyR na contragao.

Trabalhos anteriores mostraram que a contribuicdo relativa de cada
transportador para a remogao de Ca?* citosdlico, que leva ao relaxamento, varia de
acordo com, entre outros fatores, a espécie e a etapa de desenvolvimento do individuo
(Bassani et al., 1994; 1995a; Bassani & Bassani, 2002). Em 1992, Bassani e
colaboradores desenvolveram um protocolo que permitiu avaliar a contribuicdo dos
transportadores, investigando o efeito da inibicao seletiva de um ou mais sistemas de
transporte sobre o curso temporal do relaxamento de CM ventriculares de coelho. Foi
possivel concluir que SERCA e NCX sio os principais transportadores de Ca?*,
enquanto PMCA e MCU juntos tém participacdo menor que 5%, sendo referidos como
transportadores lentos (Bassani et al., 1992). Em 1994, o mesmo grupo desenvolveu
um método para quantificar os fluxos de Ca?* e a participacéo relativa (PR) de cada
transportador na mediacao do fluxo integrado total durante a fase de declinio de
transientes de Ca?* em contragbes eletricamente evocadas (twitch). Com este
método, determinaram que SERCA, NCX e transportadores lentos contribuem para
70%, 28% e 2%, respectivamente, da remocéo de Ca?* em CM ventricular de coelho
e com 92%, 7% e 1%, respectivamente, em rato (Bassani et al.,, 1994). Em CM
ventricular humano e de furdo, a interacdo dos transportadores é mais semelhante a
em coelho, embora as taxas de transporte de Ca?* possam diferir (Bers, 2001; Bassani
et al., 1995a).

O estagio de desenvolvimento também influencia na interacdo dos
transportadores de Ca?* numa mesma espécie. A contribuicido de SERCA para
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remocdo de Ca?* aumenta de 78% para 92% em CM de ratos do nascimento até a
idade adulta, enquanto a de NCX cai de 17% para 5% (Bassani & Bassani, 2002).
Além disso, a quantidade total de Ca?* transportado durante um twitch, aumenta de
26 para 80 pmol/L. Em CM ventriculares de coelho, também foi observada uma
diminuicao no transporte por NCX de 3 para 20 dias de idade (Huang et al., 2005).

A interacdo dos transportadores também pode ser alterada em
cardiomiopatias. Em CM ventriculares de coelho com insuficiéncia cardiaca, foi
observada uma reducao na PR de SERCA de 71% para 52%, e um aumento na de
NCX de 29% para 48%, com base no curso temporal do relaxamento (Pogwizd et al.,
1999). Em corag¢des humanos explantados de receptores de transplante, resultados
semelhantes foram obtidos em CM ventriculares na vigéncia de insuficiéncia cardiaca
em humanos: diminuicao na PR de SERCA de 76% para 69% e aumento na de NCX
de 24% para 31% (Piacentino Il et al., 2003). Nos dois trabalhos, relatou-se reducéao

do fluxo total de Ca2* mobilizado durante o relaxamento na insuficiéncia cardiaca.

1.2. Células-Tronco de Pluripoténcia Induzida (iPSC)

Apoés a fecundacgao, o zigoto comeca a se dividir. Na fase de mérula, as células
séao totipotentes, sendo capazes de originar qualquer tecido embrionério e a parte fetal
da placenta (Seydoux & Braun, 2006). Com o avang¢o do desenvolvimento, parte das
células daréa origem a placenta (sincicio e citotrofoblastos) e outra parte, as chamadas
de células-tronco embrionarias (hESC) é pluripotente, i.e., capaz de se diferenciar nas
células de qualquer tecido embrionario. Por esta caracteristica, ha um grande
interesse no uso terapéutico de hESC na regeneracgéo de tecidos. Entretanto, existem
questdes éticas relacionadas ao uso de embrido humano para estes fins, que
dificultam a exploracado dessa aplicacao.

Até 1962, acreditava-se que células completamente diferenciadas néao
poderiam retornar a um estado de pluripoténcia. Isto foi questionado quando Gurdon
conseguiu realizar a transferéncia do nucleo de uma célula de epitélio intestinal de
girino para um ovo anucleado de sapo, dando origem a um girino geneticamente
idéntico ao doador do nucleo (Gurdon, 1962). Com este experimento, foi demonstrado
gue a informacao genética para dar origem a um individuo ndo se perde com a
diferenciagcdo. Em 2006, Takahashi e Yamanaka conseguiram isolar quatro fatores de
transcricdo (OCT3/4, SOX2, KLF4 e MYC) que juntos foram capaz de induzir
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pluripoténcia em fibroblastos de camundongo por reverter a diferenciagdo destas
células, dando origem as chamadas células tronco de pluripoténcia induzida (induced
pluripotent stem cells — iPSC; Takahashi & Yamanaka, 2006). A pluripoténcia das
iPSC geradas foi demonstrada pela formagao de um corpo embridide em cultura, com
todos os tecidos embrionarios. No ano seguinte, Yamanaka e colaboradores
reproduziram o processo com células humanas (hiPSC) usando os mesmos fatores
de transcrigcao (Takahashi et al., 2007). Por demonstrarem que células adultas podem
ser reprogramadas em células pluripotentes, Gurdon e Yamanaka receberam o
Prémio Nobel em Medicina em 2012.

Como as hiPSC podem se replicar e dar origem a varios tipos celulares, as
suas aplicagdes sao vastas. Elas tém sido fonte quase que ilimitada de modelos para
estudo de doencas humanas, permitindo entender mecanismos patolégicos e
descobrir alvos terapéuticos, além da sua possivel aplicacdo em terapia celular.

1.2.1 Cardiomiocitos Derivados de hiPSC (hiPSC-CM)

Doencas cardiovasculares foram responsaveis por 17,9 milhdes de mortes em
2016, correspondendo a quase um terco do total no ano (Organizacdo Mundial da
Saude, 2020). Deste modo, ha um interesse especial na diferenciacdo de hiPSC em
CM. O uso de hiPSC-CM como modelo de CM humano, em comparagao com modelos
animais, permitiria entender melhor mecanismos subjacentes as cardiomiopatias e
descobrir alvos terapéuticos (Figura 1.3), dada a existéncia de diferencas
anatomofisiolégicas entre espécies. Wu et al. observaram que hiPSC-CM obtidos a
partir de pacientes com disfuncao diastélica foram capazes de reproduzir, em nivel
celular, o fenétipo da doenga e o efeito de medicamentos para o seu tratamento (Wu
et al., 2019). Como modelo de miocardio humano para testes de cardiotoxicidade,
hiPSC-CM tem um grande potencial de reduzir os custos e o tempo de
desenvolvimento de novos medicamentos ndo so6 para tratamento de cardiomiopatias,
como também de outras doencgas (Greenberg et al., 2018). hiPSC-CM foram capazes
de reproduzir in vitro efeitos cardiotoxicos de medicamentos semelhantes aos
apresentados em pacientes (Burridge et al., 2016), demonstrando também seu
potencial no desenvolvimento de terapia personalizada.

Outra aplicagao promissora de hiPSC-CM é em terapia celular (Figura 1.3),
dada a limitada capacidade de regeneracdo do tecido cardiaco. Espera-se que
hiPSC-CM possam ser usados na recuperacao de tecido danificado por isquemia pés-
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infarto, oferecendo uma possibilidade de transplante autélogo, o que reduziria o risco
de rejeicdo. Em camundongos, foram observados resultados encorajadores nesta
direcdo, com alta adesdo de enxerto de iPSC-CM e outros tipos de células
progenitoras derivadas de iPSC, e melhora da funcdo cardiaca apds infarto do
miocardio. Entretanto, esses efeitos parecem estar mais relacionados aos efeitos
paracrinos do enxerto do que a uma possivel reposicdo do miocardio (Mauritz et al.,
2011; Tachibana et al., 2017).
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Figura 1.3: Processo de obtencao de hiPSC-CM a partir de células somaticas de adultos e
suas possiveis aplicacées. Modificado de Abou-Saleh et al., 2018, sob a licengca Creative
Commons Attribution 4.0 (creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

1.2.2 Caracteristicas Funcionais e Morfologicas de hiPSC-CM

A caracterizagao de hiPSC-CM é essencial para que seja possivel definir os
limites da sua aplicabilidade. Diferente de CM adultos, hiPSC-CM se contraem
espontaneamente, sugerindo diferencas eletrofisioldgicas, entre elas menor
densidade de canais retificadores para entrada de K* (lk1) e maior densidade da
corrente mediada pelo NCX (Incx) (Zhang & Morad, 2020; Di Baldassarre et al., 2018).
Com relagao a morfologia, hiPSC-CM sao pequenos e esferdides, se assemelhando
muito mais a CM de neonatos do que aos de adultos (Di Baldassarre et al., 2018).
Funcionalmente, a auséncia de tubulos T em hiPSC-CM pode implicar na falta de
uniformidade espacial e sincronismo de transientes de Ca?* ao longo do CM (Lee et
al., 2011; Di Baldassarre et al., 2018; Pesl et al., 2016). Além disso, andlises da

ultraestrutura de hiPSC-CM mostraram pouco alinhamento das miofibrilas (Kane et
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al., 2015; Di Baldassarre et al., 2018). Desse modo, a imaturidade de hiPSC-CM pode
limitar seu uso como modelo de CM humano.

Diversas estratégias vém sendo aplicadas para promover a maturacao de
hiPSC-CM e superar essa limitagdo, entre elas cultura tridimensional, estimulacao
elétrica e/ou mecanica ciclica, e prolongamento do tempo de cultura (Sun & Nunes,
2017; Jiang et al., 2018; Ahmed et al., 2020).

O efeito do prolongamento do tempo de cultura sobre a maturagdo de
hiPSC-CM foi investigado por varios grupos. Lundy e colaboradores compararam as
caracteristicas funcionais e morfolégicas de CM derivados de hESC (hESC-CM) e
hiPSC-CM cultivados por curto prazo (20-40 dias) com cultivados por longo prazo (80-
120 dias). O cultivo por mais tempo resultou em abreviacio do transiente de Ca?*,
acompanhado de aumento da amplitude e prolongamento de contracao dos dois tipos
de CM, mas néo foi observada diferenca na frequéncia de contracées espontaneas.
Morfologicamente, observou-se maior densidade e alinhamento de miofilamentos
(Lundy et al., 2013; Kamakura et al., 2013). Trabalhos mais recentes relataram as
mesmas modificacdes nos transientes de Ca?* de hiPSC-CM apds 4 vs. 1 semana de
cultura (Kumar et al., 2019).

Hwang e colaboradores compararam a evolugédo do transporte de Ca? em
hiPSC-CM cultivados em meio de diferenciagdo por 15, 21 e 30 dias, utilizando o
mesmo protocolo desenvolvido por Bassani et al. (1992). Também foi observado, com
o prolongamento da cultura, aumento da amplitude e aceleracdo da queda de
transientes de Ca?*, e maior impacto da inibicdo do acimulo resultante de Ca?* pelo
RS, efeitos que saturaram aos 21 dias de cultura. Uma estimativa das contribuicdes
dos transportadores mostrou um padrao semelhante ao descrito em CM de coelhos
adultos, mas nao ao de camundongos (0 qual se aproxima do padrao visto no rato)
(Hwang et al., 2015). No entanto, os autores se basearam na razdo de constantes de
tempo de declinio de transientes de Ca?* nao calibrados, e ndo em estimativa dos
fluxos de Ca?*. Portanto, os resultados sdo aproximagdes que nao levam em conta a
relacdo entre velocidade de transporte e valores de [Ca?*] (cinética de Michaelis-
Menten), podendo, assim, conter imprecisbes resultantes do excesso de
simplificagbes e da n&o linearidade da relagdo entre o sinal de fluorescéncia do
indicador de Ca?* e [Ca?*]; .

Considerando a importancia do transporte de Ca?* na fungéo e fisiopatologia
do miocardio, o grande impacto da possivel utilizacao de hiPSC-CM em terapia
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cardiolégica e como modelo experimental, e a falta de dados quantitativos que
permitam melhor caracterizagédo do transporte de Ca?* neste tipo de células, buscou-
se, no presente estudo, quantificar a PR dos transportadores de Ca?* na remocao
deste ion do citosol em hiPSC-CM, por meio da estimativa dos fluxos de Ca?*
individuais, integrados no periodo de declinio de [Ca?*]. Foram também analisados
outros aspectos para melhor caracterizagdo desta preparagdo, como o tempo de
cultura e variabilidade entre lotes de células.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar a interagdo dos transportadores de Ca?* em hiPSC-CM,
caracterizando quantitativamente a sua contribuicdo na remogcdo do Ca?* citosélico

durante o relaxamento de um twitch.
2.2. Objetivos especificos

a) Determinar a amplitude e curso temporal de transientes de Ca?* em hiPSC-CM
durante contracbes espontdaneas e durante a inibicdo seletiva de
transportadores de Ca?*.

b) Estimar os parametros cinéticos empiricos da SERCA, do NCX e do conjunto
dos transportadores lentos (PMCA e MCU).

c) Estimar os fluxos de Ca?* total e carreado por transportadores individuais, e a
PR destes na remogao de Ca?* do citosol nessas células.

d) Comparar transientes de Ca®* e a interagcdo entre os transportadores em
hiPSC-CM cultivados por duas e por trés semanas.

e) Investigar a variabilidade de variaveis relativas ao transporte de Ca®* dentro de
um lote e entre lotes diferentes de hiPSC-CM.
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3. METODOS
3.1. Registro de Transientes de Ca?* em hiPSC-CM
3.1.1. Células

Cardiomiécitos derivados de hiPSC foram adquiridos da empresa PluriCell
Biotech (Sao Paulo, SP). Segundo informacdo do provedor, as hiPSC foram
produzidas por reprogramacdo de eritroblastos de um homem adulto. Para
diferenciagdo em CM, as hiPSC foram mantidas em meio de diferenciagcao durante 5
dias, e depois em um meio de manutencao (meio RPMI 1640, Gibco Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA; suplementado com 0,73 mM &cido ascérbico e 0,5
g.L " de albumina de soro bovino; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Ainda segundo
o provedor, dados de citometria de fluxo indicaram que esse processo de
diferenciacao resulta em ~54% de CM com a isoforma ventricular de cadeia leve de
miosina ap6s 13 dias em cultura com meio de manutencao, i. e., no dia 13 pos-
diferenciacdo (PD). Foi dispensada avaliagdo pelo sistema CEP/CONEP por se
tratarem de células modificadas, adquiridas comercialmente (Oficio 17/2019
CEP/PRP/UNICAMP).

A cultura de hiPSC-CM foi feita em cooperacao com a Dra. Talita Miguel Marin
no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM, Campinas, SP). Os lotes de células foram recebidos no
dia 13 PD e mantidos em cultura por 24 h em meio de manutencao. A seguir, a cultura
foi lavada com meio Dulbecco sem calcio e magnésio (DPBS; Gibco, Thermo Fisher
Scientific Inc.), e os hiPSC-CM foram dissociados por incubacdo em solugdo de
tripsina-EDTA (0,25%, Thermo Fisher Scientific Inc.) a 37°C por até 12 min. A digestéao
foi interrompida pela adicdo de DPBS com 15% de soro fetal bovino (VitroCell
Embriolife, Campinas, SP). A suspensao de células foi centrifugada a 1000 rpm a
25°C. Removeu-se a solucao e o sedimento de células foi ressuspenso em meio
especifico para semeadura (PluriCell Biotech). As células foram coradas com azul de
tripan e contadas em hemocitémetro e, a seguir, semeadas na densidade de 1.10°
células/cm? em duas camaras de perfusdo, sendo o restante das células semeado
num pogo de 4 cm?. Ambos os substratos foram tratados com matriz extracelular
Geltrex (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc). Antes da semeadura, as cadmaras de
perfusdo foram esterilizadas por exposicao a luz ultravioleta por 8 h. As células foram
mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umida com 5% COs..
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O meio de cultura do poco foi trocado a cada 3 dias e 0s mesmos protocolos
de dissociacao e semeadura nas camaras de perfusdo foram repetidos no dia 19 PD.
Experimentos de registro de fluorescéncia foram realizados 24-48h apds a semeadura
nas camaras de perfusao. A Figura 3.1 ilustra os protocolos de preparacgao e cultivo
dos hiPSC-CM para os experimentos realizados nas semanas 2 (dias 15-17) e 3 (dias
20-21) PD.
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Figura 3.1: Protocolos de dissociagdo, semeadura e cultivo de hiPSC-CM para os
experimentos realizados apds nas semanas 2 e 3 pds-diferenciagao (PD).

3.1.2. Registro de transientes de Ca?*

O registro de transientes de Ca?* foi realizado por meio da medicdo de
fluorescéncia emitida pelo indicador de Ca?* raciométrico indo-1. Sob excitagdo com
365 nm, a intensidade de luz emitida a 410 nm por indo-1 ligado a Ca?* aumenta,
enguanto a emissdo em 485 nm diminui (Grynkiewicz et al.,1985). Portanto, a [Ca?*]
guarda relacdo com a razao da emissao nesses dois comprimentos de onda (R = F410/
Fass).

A fluorescéncia emitida pelo indo-1 foi medida com o microfluorimetro (PTI
RatioMaster™, Horiba Ltd, Quioto, Japao), cujo diagrama simplificado é mostrado na
Figura 3.2. O controle de iluminacao e da aquisi¢ao dos sinais foi feito com o programa
PTI Felix GX (Horiba, versado 4.9.0.10213). A excitacao foi feita com uma lampada de
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arco de xendnio, no comprimento de onda de 365 nm ajustado com um
monocromador. A luz de excitacao é transmitida por um cabo de fibra éptica da saida

do monocromador até o microscopio.
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Figura 3.2: Esquema simplificado do equipamento de microfluorimetria PTI RatioMaster™.
CCD: camera que permite a visualizacao das células.

Na entrada do microscépio, hd um espelho dicrdico (mostrado no detalhe
superior a direita na Figura 3.2) que reflete para a lente objetiva (portanto, para as
células) a luz em comprimentos de onda menores que 380 nm. A fluorescéncia emitida
pelo indo-1 (> 380 nm) é transmitida por este espelho dicrbico e segue para um tubo
transversal, em cuja extremidade estdo dois tubos fotomultiplicadores. As células
recebem iluminacao do microscépio com luz vermelha, que é transmitida pelo espelho
dicréico e, a seguir, refletida por um filtro de 620 nm para uma camera CCD,
permitindo a visualizacdo. Um espelho dicréico disposto no tubo transversal transmite
luz em comprimentos de onda maiores que 455 nm para um dos tubos
fotomultiplicadores e reflete comprimentos de onda menores para o outro tubo. A
frente de cada tubo fotomultiplicador, ha um filtro de interferéncia com banda passante
de 10 nm (filtros de 405 nm e 485 nm). Estes tubos convertem a contagem de foétons
incidentes em tensao elétrica, e seu sinal de saida € adquirido no computador pelo
programa PTI FelixGX. Foram mantidas constantes para todos os experimentos a
altura e a largura da janela de medicao de fluorescéncia, bem como a banda do
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monocromador e a tensdo de alimentacdo da lampada de xendnio e dos tubos
fotomultiplicadores.

3.1.3. Solucoes

Durante os experimentos foram utilizadas as seguintes solu¢des, com a
respectiva composi¢ao (em mM).
- Solugao de Tyrode modificada (NT): 140 NaCl, 6 KCI, 1,5 MgCl2.6Hz20, 1 CaClz, 11,1
glicose e 5 acido N-2-hidroxietil piperazina-N’-2etanosulfénico (HEPES); pH ajustado
a 7,4 com NaOH a 23°C.
- Solugéo de Tyrode com cafeina (solugédo Caf): composicdo semelhante a NT, porém
com omissao de CaClz e adicao de 10 mM cafeina.
- Solucdo de Tyrode sem Ca?* e sem Na* (Tyr00): composicdo semelhante a NT,
porém com substituicdo equimolar de NaCl por LiCl, e de CaClz2 por MgClz, com adicao
de 1 mM etilenoglicol bis(B-aminoetiléter)-N,N,N',N'-&cido tetraacético (EGTA). Neste
caso, usou-se KOH para ajuste de pH.
- Solugao de Tyrode sem Ca? e sem Na* com cafeina (solugdo Caf00): Tyr00 apds
adicao de 10 mM cafeina.

3.1.4. Sistema de perfusao

As células foram perfundidas em uma camara projetada por Gomes (1997)
para permitir a troca rapida das solugbes e fluxo laminar. O sistema de perfusdo
consistiu em quatro seringas conectadas a camara por tubos de silicone, com a saida
da camara ligada a uma bomba de vacuo (Figura 3.3). O fluxo de cada solucao foi

liberado com uma torneira de 3 vias, e regulado por variagdo da altura das seringas.
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Figura 3.3: Esquema do sistema de perfus@o. As entradas da camara foram conectadas a
quatro seringas contendo as diferentes solugdes. O perfusato foi aspirado por uma bomba de
vacuo conectada a saida da camara.

3.1.5. Protocolo Experimental

Os experimentos foram realizados no Instituto de Biologia (UNICAMP). A
camara contendo hiPSC-CM foi colocada na mesa do microscépio e perfundida com
NT. Os hiPSC-CM foram carregados com indo-1 por incubacéo por 15 min com 120 pL
de solucdo da forma acetoximetil éster (permeante) do indicador (~5 uM, Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA) a 25°C. Em seguida, os CM foram perfundidos com NT
por 30 min para desesterificagao do indicador intracelular.

Todas as células estudadas desenvolviam contracbes espontaneas. Nos
casos incomuns em que as células estavam quiescentes, aplicava-se estimulacao
elétrica de campo (pulsos quadrados bipolares, 19 V pico a pico, 5 ms de duragéo, 0,5
Hz) por alguns minutos para indugédo de atividade esponténea. Transientes foram
registrados em pequenos agrupamentos de células, apds registro da fluorescéncia de
fundo nos dois comprimentos de onda de emissdo (campo microscépico de iguais
dimensodes, porém sem células).

Utilizou-se o protocolo experimental de Bassani et al. (1992), que consiste em
perfundir as células com diferentes solugbes para inibir seletivamente os
transportadores de Ca?*. Foram registrados 3 tipos de transientes de Ca?*:

a) durante contracOes espontaneas (twitches, TW), sob perfusdo com NT;
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b) durante contraturas evocadas pela rapida aplicagdo da solugéo Caf (Caf);
c) durante contraturas evocadas pela rapida aplicacao da solucao Caf00 (Caf00),
apés pré-perfusao com Tyr00 por 20-30 s.

Na situagcédo (a), todos os transportadores contribuem para o declinio do
transiente de Ca?* (i.e., remogéo do Ca?* citosolico).

Em (b), a cafeina induz a liberagdo do estoque de Ca?* do RS por causar
aumento da sensibilidade dos RyR a Ca?* (Rosseau & Meissner, 1989). Pelo fato dos
RyR permanecerem abertos, permitindo o vazamento do Ca?* recaptado para o
interior do RS, considera-se que néo haja acimulo de Ca?* no RS (i.e., fluxo resultante
via SERCA) enquanto a aplicacdo de cafeina € mantida (Bassani et al., 1992).
Portanto, em (b), SERCA nao contribuiria para o declinio do transiente, o qual depende
do transporte via NCX e transportadores lentos.

Em (c), espera-se que os fluxos de Ca?* entre RS e citosol se comportem
como em (b), porém, a auséncia de Ca? e Na* no meio extracelular inibe o efluxo de
Ca?* pelo NCX, de modo que a queda do transiente depende somente dos sistemas
lentos (PMCA e MCU; Bassani et al., 1992).

Ap6s cada aplicagao de cafeina, procedia-se a perfusdo com NT por 1-2 min,
intervalo durante o qual ocorria a saida do farmaco do meio intracelular e a célula
retomava sua atividade espontanea. Aguardava-se, entao, um intervalo de 2-3 min
para estabilizacdo da atividade contratil, antes da obtencao de outros transientes. A
exposicao a luz de excitacao foi restrita aos periodos de medicao, para minimizar o

desbotamento do indicador e fototoxicidade.

3.2. Conversao da Razao de Fluorescéncia (R) em [Ca?']

Para esta conversao, utilizou-se a seguinte equacao (Grynkiewicz et al.,1985):

2+7 — R- Rmin)
[Ca**] = Ko (%) 8 (M

onde Kq é a constante aparente de dissociagdo entre indo-1 e Ca?*; Rmin € Rmax S&0
os valores de R quando [Ca?*] é virtualmente nula e saturante, respectivamente; e B
€ a razao entre os valores de fluorescéncia emitidos em 485 nm nestas duas
situacoes.

hiPSC-CM sao pobres em miofilamentos e apresentam um fenétipo mais

semelhante a CM de neonatos do que de adultos (Di Baldassarre et al., 2018). Os
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parametros de ligacéo passiva de Ca?* a sitios intracelulares em hiPSC-CM, descritos
por Hwang et al. (2015), sdo comparaveis aqueles estimados em CM de ratos
neonatos, nos quais o conteudo proteico & ~60% menor do que em adultos (Bassani
et al., 1998). Como a concentracao de proteina afeta de modo importante a Kq do
indo-1 (Bassani et al., 1998), considerou-se Kq igual a 0,555 uM em hiPSC-CM, como
em CM de ratos neonatos (Bassani & Bassani, 2002), e correspondente a 60% do
valor determinado em CM de mamiferos adultos (0,844 uM; Bassani et al., 1995b).

Os valores de Rmin € Rmax foram estimados para cada célula segundo a relacao
entre estes valores e os valores médios de R diastolico e de pico de Caf00,
respectivamente, previamente determinada em CM de ratos neonatos (0,784 e 1,834,
respectivamente).

O valor de B foi determinado experimentalmente de acordo com a formulacéo
proposta por Gomes et al. (1998). Inicialmente, em um conjunto de 10 células,
calculou-se a média do coeficiente angular de uma reta ajustada a trés pares de
valores de fluorescéncia emitida (410 nm em funcédo de 485 nm) durante um twitch
médio. A seguir, para cada célula, o valor de (3 foi calculado por:

B =

Rmax —a
- (2)
Rmin —a
onde a foi o coeficiente angular médio, e Rmin € Rmax foram os valores estimados para
a célula.

Apos a conversdo de R para [Ca®'], os trés tipos de transientes foram
analisados para extragdo das variaveis de interesse. Os valores diastélico e de pico
de [Ca?*]i foram obtidos diretamente dos registros, e posteriormente utilizados para a
estimativa da constante de taxa de queda de [Ca?*]i (K) por meio de ajuste de uma
fungdo monoexponencial a fase de declinio de [Ca?*]i. No caso de TW, foram utilizadas
as médias das variaveis de trés transientes sucessivos. A frequéncia espontanea
média foi estimada como o inverso do intervalo entre trés transientes espontaneos

consecutivos.

3.3. Estimativa dos Fluxos de Ca?* Carreados pelos Diferentes

Transportadores

Com base no curso temporal de queda dos trés tipos de transientes descritos,

foram calculados o fluxo de Ca?* carreado por transportador e a sua contribuigéo
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relativa na remogéo do Ca?* do citosol durante um twitch (Bassani et al., 1992, 1994,
2012). Para isto, foi utilizado o programa CalciumFlux, desenvolvido por Goulart
(2016).

3.3.1. Calculo da concentracao total de Ca?* ([Ca3*]r) a partir de [Ca?*];

A primeira etapa consistiu em simular a fase de queda de cada tipo de
transiente com uma funcdo monoexponencial gerada a partir dos parametros do
transiente previamente obtidos (valores diastdlico e de pico de [Ca?*]i, e K). A sequir,
os valores de [Ca?*]i nesta fungéo foram convertidos para valores de [Ca?*]r, ou seja,
a soma de [Ca?*] (livre) e da concentragdo de Ca?* combinado aos sitios de ligagéo
passiva (buffers) enddgenos (ex., troponina C, calmodulina) e exdégenos (ex., indo-1)
a célula, por meio da seguinte equacao:

2+ 2+
[Ca2+]T _ [Ca“]i + Bmax—en- [Ca2+]i Bmax—in- [Ca2+]i
Ki—en +[Ca?*];  Kq_in + [Ca??];

(3)

onde Bmax-en € Kd-en S840 a concentracao dos sitios enddgenos de ligacao e a constante
aparente de dissociacdo de Ca?* destes sitios, € Bmaxin € Kain referem-se aos
parametros da ligacdo de Ca?* a indo-1. Para os hiPSC-CM, os valores destes
parametros foram considerados os mesmos que em CM de ratos neonatos (98 e
20 UM para Bmaxen € Bmaxin, respectivamente, e 0,7 e 0,555 uM para Kg.en € Ka-in,
respectivamente; Bassani et al.,, 1998; 2012; Bassani & Bassani, 2002), devido a
semelhanga entre os parametros dos buffers enddgenos nestas células
(Bassani et al., 1998) e em hiPSC-CM (Hwang et al., 2015).

3.3.2. Estimativa do estoque de Ca?* do RS

Como concentragées milimolares de cafeina induzem a liberagdo de todo
estoque de Ca?* do RS (Bassani et al, 1993; Bassani & Bers, 1995), pode-se
considerar que o pico de um transiente evocado por cafeina seja um indice adequado
da quantidade de Ca?* armazenada na organela. Para evitar que o NCX abrevie o pico
desse transiente, levando a sua subestimativa, tem-se utilizado o pico de Caf00 para
estimar o estoque de Ca®* do RS (Bassani et al, 1993). A quantidade de Ca?*
armazenada na organela é expressa como a elevagao na [Ca?*]r citosolica produzida
pela liberagdo do estoque reticular, e calculada como a diferenga entre os valores de
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[Ca?*]r no pico desse transiente e imediatamente antes do inicio da fase de subida de
[Ca?*]i (Bassani & Bers, 1995).

3.3.3. Calculo dos parametros cinéticos empiricos dos transportadores de Ca2*

O fluxo total de Ca?* removido do citosol no relaxamento (Jiwot) corresponde a
derivada temporal de [Ca?']r durante a fase de declinio de um twitch, e pode ser

representado por:

Jtot = Jserca t Incx T Jientos — J1 (4)
onde Jserca, Jnex, Jientos 80 0s fluxos mediados por SERCA, NCX e transportadores
lentos, respectivamente, e J. representa o vazamento de Ca?* do RS para o citosol.

Como ainibicao de todos os transportadores resulta em praticamente abolicao
do relaxamento (Bassani et al, 1992), e a taxa de vazamento é muito pequena
comparada com o fluxo carreado pelos transportadores (Bassani & Bers, 1995), Ju
pode ser considerado desprezivel.

Para célculo dos trés fluxos, é necessario calcular os parametros cinéticos
empiricos dos sistemas de transporte em questao. Tais parametros sdo empiricos por
serem fruto de estimativa indireta, baseada em modelos simplificados, e nao
necessariamente refletem os valores reais obtidos por determinagdo experimental
direta. A estimativa desses parametros pode ser feita relacionando-se o fluxo de Ca?*
carreado por ele (Jx) com [Ca?], de acordo com a funcdo descrita na seguinte

equacao:

ner__ (5)
U+ () |

onde Vmax € a velocidade maxima de transporte, Km é [Ca?*]i na qual a velocidade é

Jx =

metade de Vmax, € n é o coeficiente de Hill.

O ajuste da fungdo acima foi feito primeiramente a fase de declinio de [Ca?];,
durante o transiente Caf00, para estimativa dos parametros cinéticos da combinacao
dos transportadores lentos. Em seguida, foi feito o ajuste para o transiente Caf, no
qual a queda de [Ca?*]i é mediada ndo sé por estes Ultimos transportadores, mas
também pelo NCX. Portanto, o fluxo total de Ca?* pode ser considerado como a soma
dos fluxos carreados por estes dois sistemas. Utilizando no termo do fluxo via sistemas
lentos os parametros cinéticos ja calculados, podem ser estimados os parametros do
NCX. De modo semelhante, utilizando os valores dos parametros estimados nas duas
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etapas anteriores, os parametros da SERCA podem ser determinados na fase de
queda do transiente TW, no qual todos os sistemas estao atuantes.

3.3.4. Calculo do fluxo integrado carreado pelos transportadores de Ca2* durante

um twitch

O préoximo passo foi o céalculo do fluxo integrado no tempo durante o declinio
de [Ca?*]i em um twitch em steady-state, mediado por cada transportador (Qx), pela

seguinte equacao:

b Vmax
o= | ot (©)
a1+ m
[+ () |
onde a e b sdo os instantes de pico de [Ca?*] e de seu retorno ao valor diastdlico,
respectivamente. A equacéo foi aplicada para os 3 conjuntos de transportadores, a
partir de uma fungdo monoexponencial para simular o curso temporal da queda de
[Ca?*].
A segquir, os fluxos integrados individuais foram somados para obtengdo do
fluxo integrado total (que representa a quantidade total de Ca2* mobilizada durante o
transiente). A PR de cada transportador na remogéo do Ca?* citosélico durante um
twitch foi calculada como a porcentagem do fluxo integrado total carreada por ele ao

final da fase de queda de [Ca?*]..

3.4. Analise Estatistica

Para investigar a influéncia do tempo de cultura de hiPSC-CM dos mesmos
lotes, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon (para amostras pareadas),
dado que o numero de lotes era pequeno (N=5).

Analise de variancia bifatorial foi usada para investigar a variabilidade de
variaveis de interesse, tanto interna no lote de hiPSC-CM, quanto entre diferentes
lotes. Neste caso, foram consideradas apenas células cultivadas por 2 semanas PD.

Previamente as analises comparativas, a normalidade da distribuicdo das
amostras de cada variavel foi testada com os testes de D'Agostino & Pearson e
Shapiro-Wilk. No caso de rejeicao da hipotese de distribuicdo normal, foi buscada e
aplicada aos dados uma transformacdo que resultasse em nao rejeicdo dessa
hipétese, permitindo a aplicacdo de estatistica paramétrica. Os valores de frequéncia

espontanea foram transformados em sua raiz quadrada. Para os valores de [Ca®*]i e
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de K de twitch, utilizou-se transformada logaritmica. Os valores estimados da carga
de Ca?* do RS foram transformados elevando-os a quinta poténcia. Os valores de
[Ca?*]ide Caf e Caf00 e do fluxo de Ca?* carreado via NCX foram transformados com
variagdes da fungao logaritmica (log(10-x), log(1,5-x) e log(100+x), respectivamente,
onde x é o valor da variavel). Por fim, para os valores percentuais da PR, aplicou-se
a transformagdo mostrada na Equagédo 7, para correcdo de ndo-normalidade da
distribuicdo e de heterocedasticidade (Ahrens et al., 1990).
PR

— —_ 7
Y = arcoseno 100 (7)

Os dados estao expressos em média acompanhadas dos limites do intervalo
de confianca de 95% (IC95). No caso de variaveis que foram transformadas
previamente ao tratamento estatistico, os valores de média e limites do intervalo de
confianga apresentados em Resultados sdo a transformada inversa daqueles
calculados na andlise estatistica descritiva. Os testes estatisticos foram realizados
com o programa Prism 5 for Windows (GraphPad Software Inc.). Considerou-se o

limite de significancia estatistica de p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Transientes de Ca?* em hiPSC-CM

Como pode ser visto na Tabela 4.1 e na Figura 4.1, o valor de [Ca?*] diastdlico
([Ca®*]dias) estimado foi cerca de 0,07 uM. Observa-se que a amplitude (A[Ca?'];, i.e.,
a diferenca entre os valores de pico e diastélico) do transiente gerado pela liberacéo
de todo o contelido de Ca?* do RS com cafeina (Caf) foi cerca de 2,5 vezes maior do
que aquela do TW, o que sugere que, se o RS contribui com Ca?* para transiente, a
quantidade liberada € menor do que o conteldo armazenado. Por outro lado, a
remocdo de Na+ e Ca®* extracelulares elevou em ~40% a amplitude do transiente
evocado por cafeina (Caf00 vs. Caf), o que indica que a extrusdo de Ca®* pelo NCX
abrevia a fase de subida de [Ca?*];, reduzindo o pico do transiente.

Com relacdo ao curso temporal de queda de [Ca?*]i, houve prolongamento
desta queda a medida que os mecanismos de remogdo do Ca?* citosélico foram
progressivamente inibidos, como acontece em CM isolados de miocardio, o que
mostra que todos os sistemas bloqueados participam de modo marcante no declinio
de [Ca?]..

1.4- Cafoo
1.2- g
__1.0- Caf
s y 3
2 0.8-
Ng 0.6' TW
041 /4 \ \
0.2- h ' ﬁ i
-
0.0
10 s

t(s)

Figura 4.1. Transientes de Ca?*' registrados durante contragcbes espontaneas (TW),
contraturas evocadas por 10 mM de cafeina na presenca (Caf) e auséncia de Na* e Ca?* no
meio (Caf00), respectivamente.
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4.2. Influéncia do Tempo de Cultura sobre o Transporte de Ca%* em
hiPSC-CM

O aumento do tempo de cultura de hiPSC-CM de 2 para 3 semanas PD nao
resultou em modificacdes significativas em quaisquer parametros dos trés tipos de

transientes de Ca?*, seja com relagao ao valor de [Ca?*]dias € A[Ca?*];, seja nos valores
de K (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Parametros de transientes de Ca?* em hiPSC-CM cultivados por 2 e 3 semanas
pés-diferenciagdo (PD). A coluna da direita representa os valores de p obtidos no teste de
Wilcoxon, em que foram analisados 5 pares de amostras, cada uma representada pela média
de 3-8 hiPSC-CM obtidos de 3 lotes diferentes. IC95: limites do intervalo de confianga para
95%; [Ca®*]uias (UM): concentragdo de Ca?* diastdlica; A[Ca?*]; (uM): amplitude de transientes
de Ca?; K (s): constante de taxa queda do transiente; TW: contragdes espontaneas; Caf e
Caf00: contraturas evocadas por 10 mM de cafeina na presencga e auséncia de Na* e Ca?* no
meio, respectivamente.

Tempo de Cultura 2 semanas PD 3 semanas PD
Média IC95 Média IC95 p
[Ca®*]dias 0,071 0,062-0,080 0,073 0,045-0,101 0,812
A[Ca?)i -TW 0,299 0,206-0,391 0,330 0,225-0,435 0,812
K-TW 1,809 1,287-2,331 1,583 1,202-1,964 0,438
A[Ca?*)-Caf 0,757 0,587-0,926 0,780 0,660-0,901 0,625
K — Caf 0,607 0,446-0,768 0,578 0,451-0,704 0,812
A[Ca?*]-Caf00 1,078 1,012-1,145 1,084 0,931-1,237 1,000
K-Caf00 0,126 0,094-0,158 0,137 0,097-0,178 0,438

O aumento do tempo de cultura de 2 para 3 semanas PD também néo resultou
em alteracdo do fluxo total de Ca?* e nos fluxos carreados por SERCA, NCX e
transportadores lentos, integrados na fase de queda do transiente do TW (Tabela 4.2).
Também nao foi observada diferenca significativa na frequéncia de contracao

espontanea e no contetdo estimado de Ca?* do RS (Tabela 4.3).
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Tabela 4.2: Fluxos de Ca?* total e carreados por transportadores individuais (em pmol/L de
citosol), integrados durante a fase de declinio do transiente de Ca® de um twitch em
hiPSC-CM cultivados por 2 semanas e 3 semanas pos-diferenciacao (PD). A coluna da direita
representa os valores de p obtidos no teste de Wilcoxon, em que foram analisados 5 pares de
amostras, cada uma representada pela média de 3-8 hiPSC-CM obtidos de 3 lotes diferentes.
IC95: limites do intervalo de confianga para 95%. SERCA: ATPase de Ca?" do reticulo
sarcoplasmatico; NCX: trocador Na*-Ca?*; lentos: transportadores lentos (ATPase de Ca?* do
sarcolema e uniporter mitocondrial de Ca?*).

Tempo de Cultura 2 semanas PD 3 semanas PD
Média IC95 Média IC95 P
Fluxo total 29,47  23,06-35,88 31,71 24,81-38,61 | 0,625
Fluxo via SERCA 19,42  14,68-24,16 19,72  12,29-27,15 | 1,000
Fluxo via NCX 7,87 6,06-9,67 9,02 6,76-11,27 | 0,312
Fluxo via lentos 2,18 0,97-3,39 2,97 2,03-3,91 0,625

Tabela 4.3: Frequéncia de contragcdo espontanea (FE, em Hz) e contetido de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (Ca?*-RS, em pumol/L de citosol) em hiPSC-CM cultivados por 2 semanas e
3 semanas pés-diferenciacao (PD). A coluna da direita representa os valores de p obtidos no
teste de Wilcoxon, em que foram analisados 5 pares de amostras, cada uma representada
pela média de 3-8 hiPSC-CM. Foram analisadas células de 3 lotes diferentes. IC95: limites do
intervalo de confianca para 95%.

Tempo de Cultura 2 semanas PD 3 semanas PD
Média IC95 Média IC95 p
FE 0,106 0,040-0,171 0,095 0,043-0,148 | 1,000
Ca?-RS 61,70 54,55-68,86 64,60 57,49-71,71 0,812

4.3. Lotes de hiPSC-CM e Variabilidade de Variaveis Relacionadas ao

Transporte de Ca?

Os valores das variaveis dos transientes de Ca2* em 8 amostras de hiPSC-
CM apoés 2 semanas de cultura PD estdo apresentados na Tabela 4.4 e nas Figuras
42e4.3.
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Tabela 4.4: Média e limites do intervalo de confianga para 95%. (IC95) da concentracao de
Ca?* diastdlica ([Ca?*]gias; em uM), amplitude (A[Ca?*];; em pM) e constante de taxa da fase de
queda (K; em s™) do transiente de Ca?* durante um twitch (TW) em 8 amostras de hiPSC-CM
(6 células/amostra) cultivados por 2 semanas pos-diferenciagao.

[Ca?*]gias —TW A[Ca?]i -TW K-TW

Amostra
Média IC95 Média IC95 Média IC95

191114 0,134  0,112-0,160 0,197 0,153-0,253 2,257 2,015-2,529
191115 0,059 0,039-0,091 0,387 0,279-0,536 1,484 1,307-1,685
200130 0,056 0,048-0,066 0,224 0,203-0,249 1,332 1,262-1,407
200222 0,075  0,062-0,092 0,406 0,333-0,496 1,159 1,048-1,282
200312 0,098 0,088-0,111 0,228 0,203-0,256 1,740 1,542-1,963
200313 0,080 0,073-0,086 0,380 0,327-0,441 1,663 1,453-1,902
200319 0,066 0,060-0,073 0,220 0,187-0,258 1,706 1,540-1,890
200320 0,080 0,069-0,094 0,318 0,269-0,377 1,929 1,653-2,251

0.201

0.15- ‘}_

[Ca®*1gias(M)
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Figura 4.2: Concentracgao citosélica de Ca?* na diastole ([Ca?*]sias) em hiPSC-CM de diferentes
lotes, cultivados por 2 semanas pés-diferenciagdo. Os pontos representam dados de células
individuais, com os valores de média (linhas horizontais) e limites do intervalo de confianca
para 95% (linhas verticais).
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Figura 4.3: Amplitude (A[Ca?]-TW; em puM) e constante de taxa de queda de [Ca®]i (K-TW;
em s™') de transiente de Ca?* durante contragdes espontaneas em hiPSC-CM de diferentes
lotes cultivados por 2 semanas pos-diferenciacdo. Os dados estdo apresentados como na

Figura 4.2.

Os valores de frequéncia espontanea de contragdes, contelido de Ca?* do RS

e fluxo total de Ca?* integrado na fase de queda do transiente de um twitch

encontram-se na Tabela 4.5 e Figuras 4.4, 4.5 e 4.6A, enquanto, na Tabela 4.6 e na

Figura 4.6B-D, estdo mostrados os valores de PR dos diferentes transportadores.

Tabela 4.5: Média e limites do intervalo de confianga para 95% (IC95) da frequéncia
espontanea de contragdo (FE, em Hz), do contelido de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (Ca?*-
RS, em umol/L de citosol) e do fluxo total de Ca?* integrado (em pmol/L de citosol) na fase de
queda do transiente cultivados por 2 semanas pdés-diferenciagéao.

FE Ca%*-RS Fluxo integrado total de

Amostra Ca*
Média IC95 Média IC95 Média IC95

191114 0,060 0,038-0,087 40,86  36,40-43,95 18,40 15,11-21,69
191115 0,036  0,011-0,075 68,70  63,47-72,69 | 3726  31,09-43,43
200130 0,105  0,065-0,155 67,79  65,46-69,84 | 2538  23.28-27.48
200222 0,029  0,013-0,052 61,27  57,22-64,46 | 3757  33,67-41,46
200312 0,163  0,128-0,203 56,23  53,81-58,29 | 2280  20,84-24,76
200313 0,076  0,052-0,103 62,04  60,48-63,44 | 3475 31,53-37,96
200319 0,091 0,064-0,124 64,67  62,42-66,64 | 2386 20,77-26,95
200320 0,087  0,066-0,112 64,20  59,31-67,95 | 30522 26,87-34,17




40

0.25-
@]
1]
& ~ 0.20-
=N
ST
O ® 0.15-
o 2
T @©
-ggo.w- _El'[_
<g§
o 0.054
o
2 +
0-00 1 T L] 1 1 L] L] L]
> 0 S O O O 9 D
R P S A MR NN A U4
SR N S S S, S S

Figura 4.4: Frequéncia esponténea de contragdo (em Hz) de hiPSC-CM de diferentes lotes
cultivados por 2 semanas pos-diferenciacao. Os dados estdo apresentados como na Figura
4.2.
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Figura 4.5: Contetido de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico (Ca?*-RS; em umol/L de citosol) de
hiPSC-CM de diferentes lotes cultivados por 2 semanas pés-diferenciacdo. Os dados estao
apresentados como na Figura 4.2.
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Figura 4.6: A: Fluxo total de remocédo de Ca?* do citosol (em pmol/L de citosol) integrado
durante a fase de declinio de [Ca?*] de um twitch em hiPSC-CM cultivados por 2 semanas
pos-diferenciagdo. B-D: participagao relativa (PR) dos transportadores de Ca?* no fluxo total,
respectivamente, ATPase de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA); NCX: trocador Na*-
Ca? (NCX) e transportadores lentos (ATPase de Ca?* do sarcolema e uniporter mitocondrial
de Ca?*). Os dados estdo apresentados como na Figura 4.2.
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Tabela 4.6: Média e limites do intervalo de confianca para 95% (IC95) da participacao relativa
(PR; em %) dos transportadores na remocao de Ca?* durante a fase de declinio do transiente
de um twitch em 8 amostras de hiPSC-CM (6 células/amostra) cultivados por 2 semanas pos-
diferenciagdo. SERCA: ATPase de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico; NCX: trocador Na*-Ca?*;
lentos: transportadores lentos (ATPase de Ca?* do sarcolema e uniporter mitocondrial de
Ca?).

PR SERCA PR NCX PR lentos
Média IC95 Média IC95 Média IC95
191114 83,39 69,60-93,60 12,48 3,81-25,18 3,54 1,55-6,29
191115 68,22  57,08-78,36 21,35 12,75-31,46 10,05 8,22-12,04
200130 56,27  49,37-63,07 37,42 29,99-45,17 6,15 5,24-7,13
200222 64,27  53,86-74,02 25,23 17,56-33,79 10,13 6,96-13,81
200312 52,08  43,24-60,84 38,84 31,14-46,84 8,92 7,72-10,20
200313 50,58  37,30-63,82 38,21 26,69-50,44 10,76 8,89-12,79
200319 57,12  50,19-63,91 33,45 27,15-40,07 9,31 8,20-10,48
200320 65,21 57,87-72,25 28,07 22,28-34,24 6,63 5,34-8,04

Amostra

Os resultados da analise de variancia bifatorial para as variaveis apresentadas
nas Tabelas 4.4, 4.5 e 4.6 podem ser encontrados na Tabela 4.7. Para todas elas,
detectou-se diferenga significativa entre lotes de hiPSC-CM (p<0,001) enquanto
apenas a frequéncia espontanea variou significativamente dentro de um mesmo lote
(p=0,042).

4.4. Caracteristicas do transporte de Ca?* em hiPSC-CM

Como nao foi observada influéncia significativa do tempo de cultura sobre as
variaveis aqui analisadas, optou-se por agregar os dados de células cultivadas por 2
e 3 semanas PD no mesmo conjunto para a caracterizagdo geral dos hiPSC-CM
utilizados quanto a transientes e transporte de Ca?*. Porém, como houve variagdo
significativa entre lotes, considerou-se como dados individuais os valores médios de
cada uma do total de 16 amostras estudadas (N= 3-10 células/amostra). Os resultados

finais deste estudo (média e intervalo de confianga) encontram-se na Tabela 4.8.
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Tabela 4.7: Valores de F e de p obtidos em andlise de variancia bifatorial, para avaliar a
variabilidade dentro (intra) e entre (inter) lotes de hiPSC-CM, de variaveis relacionadas ao
transporte de Ca?* ap6s 2 semanas de cultivo pos-diferenciagdo. As abreviaturas e unidades
sdo as mesmas definidas nas Tabelas 4.4, 4.5 e 4.6. O numero de graus de liberdade foi 42,
7 e 6 para o residuo e para os fatores inter e intra, respectivamente.

Variavel Finter Fintra Pinter Pintra
FE 1220 242 <0,0001 0,042
[Ca®*]sias 1158 1,14 <0,0001 0,356
AlCa®]-TW | 1352 086 <0,0001 0,532
K-TW 1798 047 <0,0001 0,823
Ca?-RS 1856 1,11 <0,0001 0,373
ggé"aﬁ?ta' 2479 133 <0,0001 0,264
PRSERCA | 7,28 134 <0000 0,261
PR NCX 693 1,38 <0,0001 0,246
PRlentos | 11,01 147 <0,0001 0,212

Tabela 4.8: Caracterizagdo geral dos hiPSC-CM utilizados. 1C95: intervalo de confianga de
95% da média; FE (em Hz): frequéncia de contracdo espontanea; [Ca?]sas (€M HM):
concentracdo de Ca?* diastdlica; A[Ca®]i (em pM): amplitude de transientes de Ca?
registrados durante contragbes esponténeas de hiPSC-CM (twitch - TW), contracdes
evocadas pela cafeina (Caf) e contragdes evocadas pela cafeina na auséncia de Na* e Ca?*
no meio (Caf00); K (em s): constante de taxa da fase de queda de TW, Caf e Caf00; SERCA:
ATPase de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico; NCX: trocador Na*-Ca?*; lentos: transportadores
lentos (ATPase de Ca?* do sarcolema e uniporter mitocondrial de Ca?*). Os fluxos e Ca?-RS
(conteido de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico) estdo expressos em pmol/L de citosol;
PR (em %): participacao relativa do transportador na remogéo de Ca?* do citosol durante a
queda de um twitch.

Variavel Média IC95
Frequéncia 0,086 0,065-0,110
[Ca*dias 0,073 0,063-0,084
A[Ca?)i- TW 0,293 0,254-0,338
K-TW 1,631 1,468-1,813
A[Ca?"); — Caf 0,725 0,648-0,802
K - Caf 0,606 0,535-0,677
A[Ca?*]; — Caf00 1,066 0,995-1,127
K — Caf00 0,130 0,114-0,146




(cont.)
Ca*-RS
Fluxo total de Ca?*
Fluxo via SERCA
Fluxo via NCX
Fluxo via lentos
PR RS
PR NCX

PR slow

63,74
29,81
18,53
8,64
2,50
62,35
29,11
7,90

60,67-66,31
26,63-33,00
16,03-21,02
7,40-10,15
1,98-3,03
56,65-67,88
24,58-33,86
6,44-9,50

44
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5. DISCUSSAO

O presente estudo permitiu uma avaliacdo quantitativa da interagdo de
transportadores de Ca?* em hiPSC-CM. Para isso, foram obtidos transientes de Ca?*
durante contracdes espontaneas de hiPSC-CM e contraturas evocadas por cafeina.
O sinal de emiss&o do indicador de Ca?* foi convertido a [Ca?*];, que foi utilizada para
calculo da concentracao total do ion e dos seus fluxos carreados por diferentes
sistemas de transporte, a partir da estimativa dos parametros cinéticos empiricos dos
transportadores. A PR de SERCA e NCX nestas células, bem como o fluxo total de
Ca?* integrado durante a queda de [Ca?*]i de uma contragdo evocada eletricamente
mostraram um padr&o imaturo, diferente daquele observado em células de mamiferos

adultos de vérias espécies.

5.1. Transientes e Transporte de Ca?* em hiPSC-CM

Diferente de CM adultos, hiPSC-CM se contraem espontaneamente. O
mecanismo subjacente a atividade espontanea de hiPSC-CM parece nao ter relacao
com a corrente I, uma vez que a sua inibicao nao resulta em alteragao na atividade
(Kim et al., 2015). Ao invés disso, a menor densidade de Ik1 e maior densidade de Incx
(Zhang & Morad, 2020; Di Baldassarre et al., 2018; Fabri et al., 2019) contribuiriam
para que a extrusdo eletrogénica de Ca?* por NCX, em consequéncia da liberagdo
espontanea de Ca?* do RS, fosse capaz de excitar os hiPSC-CM (Kim et al., 2015;
Kane et al., 2015).

A partir da estimativa dos fluxos de Ca?* carreados por diferentes sistemas de
transporte de Ca?*, foi possivel concluir gue SERCA ¢é o principal transportador que
medeia a remocdo de Ca?' citosdlico que leva ao relaxamento de hiPSC-CM
cultivados por 2-3 semanas PD, contribuindo com cerca de 60% do fluxo total de Ca?*
removido. NCX e o conjunto dos transportadores lentos apresentam, contribuices
menores, de ~32 e ~8%, respectivamente.

Embora hiPSC-CM tenham sido alvo de muitos estudos nos ultimos anos,
inclusive para avaliagdo da dinamica de Ca?* (Hwang et al., 2015; Pioner et al., 2019;
Argenziano et al., 2018; Fernandez-Morales et al., 2019; Stroik et al., 2020; Baljinnyam
etal.,, 2017; Leonard et al., 2018), este é o primeiro relato que conhecemos no qual o
sinal de fluorescéncia emitida pelo indicador de Ca?* foi calibrado, i.e., convertido para
[Ca?*]i, o que permitiu a quantificagdo dos transientes de Ca?*, bem como dos fluxos
do ion e o contetido de Ca?* do RS nestas células.
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Em estudo previamente publicado, Hwang et al. (2015) registraram
transientes de Ca?" em hiPSC-CM desenvolvidos em diferentes laboratérios, e
realizaram uma aproximagao da contribuigdo relativa de transportadores de Ca?* para
o relaxamento baseada na razdo das constantes de tempo de queda de [Ca®*]i em
transientes ndo calibrados durante TW e aplicacdo de cafeina. No entanto, ha duas
principais limitagdes desta abordagem que podem levar a erros: a) a n&o linearidade
da relagdo entre emissao do indicador e [Ca?]i (ver Eq. 1, item 3.2); e b) o impacto da
[Ca?*]i sobre a velocidade de transporte de Ca?* (lei da agdo das massas) e, portanto,
sobre a cinética de queda do transiente. Este ultimo fator torna-se especialmente
critico quando se observa a disparidade de amplitude dos transientes de TW e de
cafeina, o que néo é considerado quando leva-se em conta unicamente as constantes
de tempo dos transientes. Por outro lado, a conversao do sinal de fluorescéncia em
[Ca?*]i, e a consequente possibilidade da estimativa de fluxos, de cuja relacdo com
[Ca?*]i se pode estimar parametros cinéticos empiricos dos transportadores, atenua
essas limitacdes, permitindo estimativas mais fiéis. Assim, o presente estudo também
€ pioneiro no uso desta abordagem quantitativa para calcular a PR dos diversos
transportadores. Apesar das diferencas metodoldgicas, porém, os valores de PR aqui
obtidos, com hiPSC-CM diferenciados por 5 dias e cultivados por 2-3 semanas, sdo
consistentes com valores obtidos por Hwang et al. (2015) em hiPSC-CM diferenciados
por 5-7 dias e cultivados por 21 dias ou mais (SERCA: ~60%; NCX: ~30%; lentos:
~10%), embora ndo com os encontrados células cultivadas por 2 semanas (SERCA:
~50%; NCX: ~35%; lentos: ~15%).

Ha diferencas na dindmica do transporte de Ca?* e na interagdo dos
transportadores de Ca?* dependentes da espécie animal e da camara cardiaca
(Bassani et al., 1994, 1995a, 2004; Bers et al., 1993; Sham et al., 1995; Piacentino Il
et al, 2003; Su et al., 2003; Tanaami et al., 2005; Walden et al., 2009; Goulart et al.,
2015; Goulart 2016). Também ocorre mudanca nestes fatores com o desenvolvimento
do animal. Em CM de neonatos, a contragdo depende mais da entrada de Ca?* do
meio extracelular e menos do Ca?* liberado do RS do que em CM de adultos (Chin et
al., 1990; Balaguru et al., 1997; Bers, 2001; Huang et al., 2008; Ziman et al., 2010),
embora, em ratos em ambas as fases de desenvolvimento, a SERCA seja o
transportador mais importante para o relaxamento (Bassani & Bassani, 2002). Em CM
de ratos neonatos, comparado com adultos, observa-se menor PR da SERCA e maior
PR de NCX e transportadores lentos (Tabela 5.1; Bassani & Bassani, 2002).
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Como se pode ver na Tabela 5.1, a diferenca na interacao dos transportadores
de Ca?* (SERCA e NCX) observada em hiPSC-CM vs. CM isolados de miocardio
humano reproduz aquela observada em CM de ratos neonatos vs. adultos, o que
indica um padrdo imaturo de transporte de Ca®* em hiPSC-CM cultivados por 2-3
semanas.

E possivel também observar outros indicativos de imaturidade funcional
nestas células, como a baixa quantidade de Ca?* mobilizada durante um TW (i.e., o
fluxo total de Ca?* integrado na queda do transiente), que é apenas ~32 % daquela
em CM ventriculares de humanos adultos, a semelhanca do que ocorre com CM de
ratos neonatos, o que € tipico de células pobres em tubulos T, como CM atriais
humanos (Herraiz-Martinez et al., 2015) e hiPSC-CM (Lee et al., 2011; Di Baldassarre
et al., 2018; Pesl et al., 2016).

Tabela 5.1: Comparagcdo dos valores médios aproximados de variaveis relacionadas;
transientes e transporte de Ca?* em hiPSC cultivados por 2-3 semanas PD com dados da
literatura obtidos em CM isolados do miocéardio de diferentes camaras, e em mamiferos de
diferentes espécies e fases de desenvolvimento. A[Ca®*]i (em uM): amplitude de transiente de
Ca?* durante contragdes espontaneas (TW); K-TW (em s™'): constante de taxa da fase de
queda de [Ca?] no TW; PR: participagéo relativa de um transportador na remogéo de Ca?
citosodlico integrado total removido no relaxamento; SERCA: ATPase de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico; NCX: trocador Na*-Ca?*; lentos: transportadores lentos (ATPase de Ca?* do
sarcolema e uniporter mitocondrial de Ca?*); Ca?-RS (em pmol/L de citosol): contelido de
Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. Fluxo de Ca?* total, integrado em pmol/L de citosol.

M
hiPSC-CM CMderato CMde CM de CM atrial ven?ricular
2-3 semanas neonato rato coelho humano humano
PD? (0-2 dias)®  adulto adulto  adulto © f
adulto
A[Ca®] — TW 0,29 0,30 0,35 0,38 ¢ 0,14 0,80
K-TW 1,6 4,0 50P 20d 2.9 48
Fluxo de
Ca?* total, 30 26 80P 754 33 95
integrado
PR SERCA 62 % 78 % 9290 70 % 9 88 % 77 %
PR NCX 29 % 18 % 59,0 28 %, d 8 % 23 %
PR lentos 8 % 4% 390 2 9, d 4 % -
[Ca®*]rs 64 - 114°¢ 106 © 104 85

4presentes resultados; bBassani & Bassani, 2002; CBassani & Bers, 1995; dBassani et al., 1994;
eGoulart, 2016; fPiacentino Il et al., 2003
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Além disso, o menor estoque de Ca?* no RS (o que também acontece em CM
de ratos neonatos, nos quais a carga é ~25% menor do que em adultos; Bassani RA,
comunicacao pessoal) também sugere imaturidade caracteristica de menor
diferenciagcdo morfofuncional, uma vez que o volume relativo do RS € menor em CM
de neonatos do que em adultos (Olivetti et al., 1980). Mais uma caracteristica de
imaturidade estrutural em CM é o baixo conteldo e nivel de organizacdo de
miofilamentos (Olivetti et al., 1980; Nassar et al., 1987), e descrita em hiPSC-CM (e.qg.,
Zuppinger et al., 2017). Isto esta de acordo com a baixa densidade de sitios de ligagao
passiva de Ca®* (Hwang et al., 2015), semelhante aguela determinada em miocardio
de rato neonato (Bassani et al., 1996), uma vez que o mais abundante destes sitios €
a troponina C, presente nos miofilamentos (Bers, 2001). Assim, com base nas
caracteristicas estruturais celulares e do aparelho contratil, e das menores
quantidades de Ca?* mobilizado em resposta a excitagao elétrica, é de se esperar que
hiPSC-CM no estado de diferenciagdo dos usados no presente estudo desenvolvam
contragbes mais fracas do que CM terminalmente diferenciados. Por fim, a presenca
de atividade espontanea, comum em células miocardicas imaturas, mas nao apés
diferenciagao terminal, apontam um fenétipo inconsistente com a possibilidade do uso
de hiPSC-CM em condi¢des semelhantes as deste estudo como modelo experimental

in vitro de miocardio humano.

5.2. Influéncia do Tempo de Cultura sobre Variaveis Relacionadas ao
Transporte de Ca?* em hiPSC-CM

Nao foram observadas diferencas significativas nos parametros analisados
em hiPSC-CM cultivados por 2 e 3 semanas PD, o que mostra que o prolongamento
do tempo de cultura nado resultou em maturacao funcional destas células. Estes
resultados discordam dos obtidos por Hwang et al. (2015), que observaram aumento
da PR da SERCA e reducdo da PR dos demais transportadores, padrao tipico de
amadurecimento (Bassani & Bassani, 2002), apds 3 vs. 2 semanas de cultura, o que
nao se modificou quando a cultura foi estendida para 30 dias. Uma possivel explicacao
para esta discordancia poderia ser a presenca do suplemento B-27 no meio de cultura
de manutencdo, mas nao no meio suprido pela Pluricell. Este complemento contém

21 componentes, entre eles horménios tireoidiano e glicocorticoides, que
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comprovadamente favorecem o processo de maturacao de hiPSC-CM (Parikh et al.,
2017).

A frequéncia de contracao espontanea obtida foi mais de trés vezes menor do
que a obtida por Kumar et al. (~0,3 Hz). Nesse trabalho, também n&o foram
observadas diferencas significativas na frequéncia de contracdo espontdnea com
aumento do tempo de cultura de hiPSC-CM (de 1 para 2 e 4 semanas) e foi observada
uma grande variabilidade da frequéncia de contragao entre culturas diferentes (Kumar
et al., 2019).

5.3. Variabilidade Interna e Externa a Lotes de hiPSC-CM

Diferentemente da maioria dos estudos, que usam células congeladas de
poucos ou mesmo de apenas um lote, no presente estudo cada remessa (com a qual
eram feitos 1-4 experimentos) continha um diferente lote hiPSC-CM diferenciados a
partir de hiPSC. Em cada lote, por sua vez, as células nao sdo homogéneas, uma vez
gue algumas se desenvolvem com o fendtipo atrial, outras com o fendétipo ventricular
(e possivelmente de outros tipos celulares, como células marca-passo; Zhang &
Morad, 2020). Por isto, considerou-se importante testar a variabilidade tanto entre
células de um mesmo lote, quanto células de lotes diferentes.

Foi observada neste estudo uma alta variabilidade inter-lote de todas as
variaveis analisadas, apesar do uso dos mesmos procedimentos e insumos nos 5
lotes estudados. E possivel que esta variabilidade seja devida, pelo menos em parte,
a diferencas na porcentagem de cada tipo celular diferenciado nos lotes analisados.
O fato de que a unica variavel a mostrar variabilidade intra-lote significativa foi a
frequéncia espontanea é sugestivo de heterogeneidade entre fenétipos diferenciados
dentro de um mesmo lote. Por outro lado, a auséncia de significancia estatistica da
variabilidade interna em um dado lote de células para as demais variaveis analisadas
indica que nao é necessario amostrar um numero muito grande de células para se
obter resultados representativos de cada lote de hiPSC-CM. Assim, com base nos
resultados da andlise de variabilidade, considerou-se mais adequado caracterizar as
variaveis ligadas a Ca?* nestas células a partir do conjunto dos valores médios de
cada lote.

Hwang et al. (2015) nao observaram diferengas significativas em variaveis

ligadas ao transporte de Ca?* em hiPSC-CM de duas semeaduras realizadas com 3
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lotes. E possivel que nesse estudo tenha havido maior homogeneidade nos processos
de dediferenciacado da célula somatica e posterior diferenciacdo em CM, ou mesmo
pode ter havido influéncia do tipo celular somatico usado, fibroblastos no estudo de
Hwang et al. (2015) e eritroblastos no presente estudo.

A observacgéao de variabilidade estatisticamente significativa em hiPSC-CM de
diferentes lotes tém importancia metodolégica para o uso destas células como modelo
experimental em estudos, pois indica a necessidade de utilizar amostras de diferentes
lotes para a obtencéo de resultados confiaveis.

5.4. Limitacoes

Embora tenha sido feita a determinagao experimental de Rmin, Nd0o foi possivel
obter Rmax, uma vez que néo conseguimos atingir [Ca?*]i saturante em hiPSC-CM com
os protocolos de calibracdo usados com sucesso para CM diferenciados. Como
hiPSC-CM tém varias caracteristicas em comum com CM de neonatos, optou-se por
estimar Rmax em cada célula partir da relacdo média entre este parametro e o valor de
R no pico do transiente Caf00 obtida em CM de ratos neonatos. Considerou-se esta
uma alternativa aceitavel porque o célculo de Rmin usando uma relagcdo semelhante,
porém com o valor médio de R durante perfusdo com solugdo TyrO0 em neonatos
resultou em valores comparaveis com os de Rmin Obtidos experimentalmente. Faz-se,
portanto, necessario o desenvolvimento de um protocolo experimental para obtencao
Rmax em hiPSC-CM.

Outra limitacao foi a impossibilidade de testar tempos de cultura mais longos
devido a deterioracao das células. Por fim, ndo foi possivel testar se o suplemento
B-27 seria de fato requerido para que as hiPSC-CM atingissem um estagio mais
avancado de maturacado e/ou que sobrevivessem por mais tempo em cultura. Este
suplemento foi desenvolvido pela empresa Gibco para manutencdo de culturas
primarias de neurdnios, e hoje a ele é atribuido um papel também no desenvolvimento
morfofuncional e na maturagéo de células-tronco em geral e seus derivados, como
hiPSC-CM (Feyen et al., 2020).
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5.5. Conclusoes

a) De acordo com nosso conhecimento, este estudo foi o primeiro a reportar
estimativas de concentragdes e fluxos de Ca?* em hiPSC-CM, embora seja necessario
aprimorar o processo de calibracao do indicador do ion.

b) A interagdo entre os transportadores de Ca?* envolvidos na remocdo de Ca?*
citosdlico que resulta no relaxamento de hiPSC-CM cultivadas por 2-3 semanas PD
reproduziu o padrao observado em CM de mamiferos neonatos, caracteristico de
imaturidade funcional. Este padrao ndo mudou com o prolongamento do tempo de
cultura, o que evidencia a inadequacao deste tipo celular nas condi¢cbes deste estudo
como modelo de miocardio humano, e a necessidade de outras estratégias para
promover a maturagéo de hiPSC-CM.

c) A alta variabilidade dos parametros relacionados ao transporte de Ca2* em
diferentes lotes de hiPSC-CM indica a necessidade de amostragem de varios deles

para resultados confiaveis e reprodutiveis.
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Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, 25 de abril de 2019.

Of. CEP/PRP/N° 017/2019

Fernanda Barbosa de Gouveia
Pesquisadora Responsavel

REF.: DISPENSA DE APRESENTACAO DE PROJETO DE PESQUISA PARA
AVALIACAO DO SISTEMA CEP-CONEP.

Prezada Senhora,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “PAPEL DOS
TRANSPORTADORES DE CA%* NO RELAXAMENTO DE CARDIOMIOCITOS
DERIVADOS DE CELULAS-TRONCO PLURIPOTENTES INDUZIDAS
HUMANAS (hiPSC)", para fins de dissertagao de mestrado da pesquisadora
supracitada, sob a orientagdo do Prof. Dr. José Wilson Magalhies Bassani e da
Prof.? Dra. Rosana Almeida Bassani, trata-se de um estudo que busca
caracterizar quantitativamente aspectos do transporte de Ca?* por diferentes
sistemas em hiPSC-CM. E, para isso, ird obter amostras de material biologico
humano comercialmente.

Além do resumo anexado ao documento, para um melhor entendimento
da pesquisa, foi encaminhado um email ao CEP/Unicamp, em 25/04/2019, com
os seguintes esclarecimentos:

1) neste projeto, a extragdo dos dados sera feita a partir de sinais
obtidos exclusivamente das células a serem adquiridas comercialmente
(hiPSC);

2) para tal extragéo, serdo usados métodos descritos em trabalhos anteriores
de pesquisadores da equipe (orientadores);

3) os dados extraidos (estimativas e pardmetros quantitativos) serdo
comparados com dados obtidos de cardiomidcitos humanos que ja foram
publicados. No projeto completo, foi citada referéncia pertinente a essa
comparagéo (ultima linha da Introdugao);
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4)

ressalta-se que este projeto nao envolve uso de material armazenado, obtido

em outro projeto da equipe (aprovado pelo CEP). No entanto, caso haja no

fut
de

ex

inf

uro necessidade de utilizagao deste material, temos ciéncia de que

veremos submeter o protocolo ao sistema CEP/CONEP, e apenas iniciar os

perimentos com o material armazenado ap6s aprovagio pelo CEP.

Deste modo, baseado no resumo encaminhado com os esclarecimentos

ormados pela pesquisadora, o referido projeto de pesquisa n&o necessita

mitar pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos, tendo

em vista que nao envolve seres humanos.

Atenciosamente,

Dra.

é%riéta Maﬁr?&gsf?ﬁégﬁeleghini
COORDENADORA DO COMITE DE'ETICA EM PESQUISA

UNICAMP

a: Tessdlia Vieira de Camargo, 126
83-887 Campinas - SP
ttp:/iwww,

.prp.unicamp.br/index.php/comite-de-etica-em-pesquisa

Fone/Fax (019) 3521-8936
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Titulo do projeto: Papel dos transportadores de Ca?* no relaxamento de cardiomidcitos
derivados de células-tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC)

Finalidade: Tese de Mestrado.

Pesquisadora Responsdvel: Fernanda Barbosa de Gouveia

Orientadores: Prof. Dr. José Wilson Magalhdes Bassani
Profa. Dra. Rosana Almada Bassani

Local: Departamento de Engenharia Biomédica — FEEC — UNICAMP e Centro de Engenharia
Biomédica — UNICAMP.

Os cardiomidcitos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC-CM) tém
um vasto potencial de aplicagdo, que inclul o desenvolvimento de modelos de doengas, testes de
fdrmacos e de toxicidade, desenvolvimento de abordagens investigativas e terapéuticas
personalizadas, e terapia regenerativa. O balango e a Interacdo dos transportadores de Ca®* na
diminuigdo da concentragdo citosélica de Ca®([Ca®]) que permitem o relaxamento das células
cardiacas s3o Importantes caracteristicas da espécie e do estdgio de desenvolvimento. Este projeto
tem como objetivo caracterizar a atuacdo destes transportadores em hiPSC-CM para avaliar o grau de
maturidade funcional do transporte de Ca®" nestas células. Para isto, a contribui¢do relativa das
principais transportadores que removem Ca** do citosol serd estimada a partir da extracdo de dados
de transientes de Ca®" obtidos experimentalmente, como descrito em trabalhos anteriores, e
comparada com dados obtldos em cardiomidcitos isolados de humanos adultos. Os hiPSC-CM a serem
utilizados na pesquisa serdo adquiridos comercialmente. Espera-se que os resultados do projeto
permitam maior conhecimento sobre a adequagio do uso dos hiPSC-CM como modelo experimental
do miocardio humano.

Os experimentos serdo realizados nas dependéncias do Laboratdrio Naclonal para Estudo do Célcio
Celular {LabNECC) e no Laboratério de Pesquisa Cardiovascular (LPCv), localizados no Centro de
Engenharia Biomédica na Unicamp.
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