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Avaliacdo da Influéncia da Valinomicina via Bomba
de Na*/K™ na Comunicacdo Molecular por
Sinalizacdo de Ca’t em Astrécitos

Ittalo S. Silva, Kaique Rijkaard S. Oliveira, Ricardo S. Farias e Carlos Danilo M. Regis

Resumo— A Comunicacido Molecular (MC) baseada em sina-
lizacdo de Ca?* consiste na propagacio desses ions entre as
células por meio da difusio, sofrendo influéncia de estruturas
reguladoras presentes na membrana plasmatica, como a bomba
de Na*/K*. A valinomicina é uma substincia que atua por
intermédio da bomba, facilitando o trafego dessas moléculas
através da membrana. Desse modo, este trabalho desenvolveu
um sistema de MC, a fim de avaliar a influéncia da valinomicina
na sinalizacio de CaZ* em astrécitos. A atuacio da valinomicina
permitiu aumentar a propagacio de Ca%* no citosol em 9,4% e
o ganho do sistema em cerca de 7,85 dB.

Palavras-Chave— Sinalizaciao de Ca?*, astrécitos, valinomi-
cina, bomba de Nat/K*.

Abstract— Ca®*-Signaling-based Molecular Communication
(MC) implies the propagation of Ca2* jons through cells by
diffusion, which is influenced by the presence of concentration
regulative structures in the plasma membrane, as the Nat/K*t
pump. The valinomycin is a substance that operates via Na*/K*
pump to facilitate the transportation of those molecules through
the membrane. Thus, this paper implemented a MC system, in
order to evaluate the influence of the valinomycin in the Ca%*-
signaling in astrocytes. The activity of the valiomycin led both
the Ca®* propagation in the cytosol and the gain of the system
to increase 9.4% and about 7.85 dB, respectively.

Keywords— Ca2* signaling, astrocytes, valinomycin, Na*/K*
pump.

I. INTRODUCAO

A transmissdo intracelular de moléculas de célcio, conhe-
cida como sinalizacdo de Ca?*, possui um importante papel
na excitabilidade elétrica das células do sistema nervoso
central, tais como os astrécitos [1], que atuam nas transmissdes
sindpticas e no processamento de informacdes pelos circuitos
neurais, mas ndo sdo capazes de gerar potenciais de acdo
por si mesmos [2]. Nos tecidos de astrdcitos, os sinais de
célcio gerados nas células se propagam por difusdo em forma
de ondas intracelulares. Desse modo, as atividades sindpticas
causadas pelo Ca’* acontecem nio apenas em diferentes
regides da mesma célula, mas também em células vizinhas,
resultando na potencializacdo da propagacdo [1]. Essas e
outras caracterfsticas apontam o Ca>* como um dos fons mais
importantes presentes nos tecidos neurais, fazendo com que os
processos que regulam as concentracdes desse fon nas células
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ganhem considerdvel atencdo no desenvolvimento de modelos
computacionais [3].

A composi¢do idnica interna da célula é preservada devido
ao fato de que a membrana plasmadtica possui uma permeabili-
dade seletiva de pequenas moléculas. Muitas dessas moléculas
ndo sdo capazes de transpassar a dupla camada fosfolipidica
da membrana, visto que esta forma uma barreira que bloqueia
a livre troca de moléculas entre o citoplasma e o ambiente
externo da célula. Desse modo, proteinas especificas atuam
como mediadoras no transporte seletivo desses fons através
da membrana, permitindo que a célula controle o nivel de
concentragdo dessas moléculas no citosol [4].

Dentre as proteinas presentes na membrana plasmatica,
destacam-se o canal trocador de sddio e cdlcio (NCX) e a
bomba de sddio e potéssio, que juntos correspondem a dois dos
principais reguladores idnico-eletromecanicos das células [5].
O primeiro é um canal proteico que transmite fons de Ca®*
para dentro ou para fora da célula, trocando por moléculas
de Na* e, portanto, atua diretamente no controle dos niveis
de concentragdo citosdlicas desses fons [6]. O segundo, por
sua vez, € responsavel pelo transporte ativo transmembranal
de Na* e K*, utilizando a Adenosina Trifosfato (ATP) como
fonte de energia primdria para a permutacio dessas moléculas.
Além disso, a bomba de Na™/K* assume um importante papel
no balango osmético, no controle do volume da célula e,
por intermédio do K*, no estabelecimento dos potenciais que
formam a tensdo de membrana [4], [7].

O K* é um mineral essencial para o funcionamento elétrico
da célula e, junto com o Na*, mantém o equilibrio da dgua
e do 4cido-base no sangue e nos tecidos [8]. No entanto, a
membrana celular possui uma diferenca de permeabilidade
entre 0 K* e o Na*, sendo o K* mais permedvel no estado
de repouso, existindo, portanto, uma propensdo a perda inin-
terrupta desse fon para o meio extracelular [9]. Desse modo,
uma das substincias que favorecem o transporte do K*, mesmo
sob essas circunstancias, é a valinomicina, que é uma proteina
transportadora encarregada de transferir os fons de potdssio
para dentro da célula devido a sua estrutura quimica, que
tem a capacidade de formar um complexo firme com esses
fons capturados dentro do seu anel molecular. Assim, os fons
capturados pela valinomicina sdo liberados apds reagir com o
solvente do citosol [10].

Muitos trabalhos se propuseram a estudar e a desenvolver
modelos computacionais, a fim de entender como os tecidos de
astrécitos se comunicam e se regulam em um sistema baseado
em sinalizag¢do de Ca?*. Barros et al. [11] desenvolveram um
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modelo que consiste na avaliacdo do impacto da doenga de
Alzheimer em diferentes topologias de uma rede de comunica-
¢ao entre astrdcitos. Brazhe et al. [6] propuseram outro modelo
para investigar os efeitos dos transientes de Na* gerados pelo
NCX na propagacio de Ca** no citosol de astrécitos finos.
No entanto, esses trabalhos ndo levaram em consideragido os
efeitos da bomba de Na*/K* e as consequéncias da acgdo
da valinomicina no transporte de K*. Portanto, este trabalho
desenvolveu um sistema de comunica¢do molecular em um
tecido de astrécitos, a fim de avaliar a influéncia indireta
da atuagdo da valinomicina através da bomba de Na*/K* no
modelo de sinalizagio de Ca®* proposto por Barros et al. [11].

II. A VALINOMICINA

z

A valinomicina é um iondforo de cdlcio que carrega o
potéssio (K*) por entre as membranas biolégicas com alta sele-
tividade, oferecendo uma permeabilidade elevada ao fon [12].
Esse ion6foro pode ser considerado um antibidtico depsipep-
tideo que possui uma conexdo local com o K* estabelecida
por uma bolsa hidrofilica, bem como um exterior hidrofébico
que viabiliza a permeabilizagdo da membrana celular [12].
O efeito da valinomicina é, portanto, um fator importante a
ser considerado em sistemas de comunicacio bioldgicos que
envolvem sinalizagdo de K*.

Como antibidtico, a valinomicina € comumente utilizada
como um agente que induz a apoptose celular, ou seja, a
morte programada das células, que é fundamental para o
desenvolvimento dos sistemas bioldgicos animais [13]. Além
disso, a adicdo da valinomicina ao sistema permite calibrar
os experimentos que envolvem a dindmica dos potenciais da
membrana plasmatica, possibilitando o cédlculo da tensdo de
membrana (V,;,) - que pode ser entendida como a diferenga
de potencial entre os gradientes dos {ons presentes nos meios
intracelular e extracelular - para a bomba de Na*/K* por
intermédio da equagdo de Nernst (Eq. 1) [14].

RT C,
Vn=2,3-—"1 — 1
m F logio { C; } (D
Na qual, R é a constante universal dos gases, T é a

temperatura ambiente, em Kelvin, F ¢ a constante de Faraday
e m é a carga do cdlcio (m = 2), que é considerado, por
este trabalho, como o ion de referéncia da membrana. C; e
C, s@o as concentragdes intracelular e extracelular de Ca?t,
respectivamente.

III. O MODELO DE COMUNICACAO MOLECULAR

O modelo de comunicagdo molecular desenvolvido por
este trabalho foi adaptado do sistema idealizado por [11],
que simulou um tecido tridimensional de astrécitos onde sdo
transmitidas moléculas de Ca?* no meio intracelular [15],
caracterizando-se, portanto, como um sistema puramente de
sinalizagdo de Ca®*. A comunicagdo acontece por um processo
de difusdo baseado em jun¢des comunicantes (gap junctions),
que sdo canais estruturados na membrana celular de duas
células adjacentes, por onde se propagam as informagdes
em um regime estocdstico que depende da probabilidade dos
estados dessas juncgdes (fechado ou aberto) [3].
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Foram adicionados a esse sistema, entdo, o canal trocador
Na*/Ca®* (NCX) e a bomba Na*/K*, que estio descritos nas
Secdes III-A e III-B, com o propésito de avaliar o efeito da
valinomicina na sinalizag¢io de Ca**. O fluxograma do modelo
desenvolvido por este trabalho estd ilustrado na Fig. 1. O
astrécito transmissor (7,) recebe um sinal de estimulo, que
sdo pulsos de C; de amplitude A e frequéncia f, a fim de
fomentar continuamente a difusdo de Ca** no tecido. Esses
parimetros sdo definidos no inicio da simulacdo, juntamente
com a topologia da rede de astrécitos [11], a distancia (d)
entre o receptor (Ry) e o Ty, em células, e o tempo total da
simulagado (73).

A variabilidade das reacdes quimicas do sistema foi si-
mulada pelo algoritmo estocastico de Gillespie [11], que
oferece uma aproximagdo da dindmica dos sistemas biol6gicos
existentes, selecionando o astrécito da vez com base na
probabilidade de ocorréncia da reacdo, além de calcular o
tempo de execucdo da mesma (7), que é inversamente propor-
cional ao fluxo molecular da reacdo, ou seja, a quantidade de
concentragdo movimentada naquele instante [3]. As reacdes
de Ca?*, do NCX e da bomba de Na*/K* sio executadas
nessa sequéncia (Fig. 1) e, por fim, o maior 7 retornado entre
as trés € incrementado no tempo de simulac¢do atual (z5) do
sistema (Eq. 2), até atingir 7;. Para a simulacdo, a topologia
utilizada foi a de grau regular, descrita em [11], 7; foi ajustado
para 200 s e A, para 0,5 uM, que corresponde a amplitude
média de oscilagdao de C; nos canais de IP3, segundo [16].

L1/ ]
o= ), T @)
i=0

Para a andlise do modelo, foi calculada a SNR (Signal-to-
Noise Ratio), Eq. 3, definida como a relagdo entre a energia do
sinal C; (Ec;), que é considerado o principal sinal do sistema,
visto que a sinalizacio de Ca’* é o modelo de referéncia, e a
energia do sinal C, (Ec,), que é considerado como um ruido,

para fins de andlise.
Ec,
SNR = 10x log (—) G)
Ec,

De modo que E¢, pode ser calculada de acordo com a Eq. 4.
Onde Cy_,(¢) é a concentracdo intracelular ou extracelular
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ao longo do tempo da célula atual escolhida pelo algoritmo
estocdstico.

T,
Ec,= ) Ci (1) @)
t=0

Outra métrica de avaliagdo é o Ganho de C;, Eq. 5, calculado
como a relag@o entre a concentragdo média de Ca* no citosol
do Ry (Cip,) e do Ty (Cip ).

CiRX
= (5

iTx

Ganho =10 X logo

A. Canal Trocador de Sodio e Cdlcio

O Canal Trocador de Sédio e Calcio, ou NCX (Nat/Ca2*
Exchanger), € uma proteina presente na membrana plasmaética
de células animais que transporta os fons Na* e Ca’* entre
os meios intracelular e extracelular, realizando a troca de 3
moléculas do primeiro por 1 molécula do segundo [6].

Ca2+ 3Na+

Extracelular

2K+ 3Na+

Fig. 2. Funcionamento bdsico do NCX (adaptado de [6]).

O principio bésico de funcionamento do NCX estd ilustrado
na Fig. 2. Como observado, ele pode operar no modo direto,
no qual, hi entrada de Na* e saida de Ca’*, ou no modo
reverso, em que acontece a saida de Na* e a entrada de Ca*,
podendo permutar entre os modos através das alteragdes nas
concentragdes dos fons e na tensdo de membrana [2]. Nesse
trabalho, consideramos que a permutacdo deve ocorrer apds
N; e C; atingirem os limiares definidos em [2].

B. Bomba de Sodio e Potdssio

A bomba de Na*/K* é responsdvel pela geragdo e manu-
tencdo dos gradientes de Na™ e K* na célula, realizando a
troca de 3 moléculas do primeiro para o meio extracelular e 2
moléculas do segundo para o citosol através da membrana
celular, em um processo que utiliza a energia derivada da
hidrélise do ATP (Adenosina Trifosfato), a fim de vencer a
forca oposta do gradiente eletroquimico [7].

A Fig. 3 ilustra o principio de funcionamento da bomba de
Na*/K*. Primeiramente, os fons de Na* do citosol se ligam
aos espacgos livres de alta afinidade presentes no canal da
bomba, estimulando a hidrdlise do ATP, que se transforma
em ADP (Adenosina Difosfato) e induz a exposicdo do Na*
ao meio externo da célula, diminuindo a afinidade da ligacdo
com a parede da bomba. Assim, os fons de Na* sdo liberados
para o meio extracelular ao mesmo tempo em que os fons
de K* presentes nesse meio sdo expostos aos espagos livres

No Alta
Ko Baixa

. Extracelular

ADP Citosol

Ki Alta
Ni Baixa

Fig. 3. Bomba de Sédio (Na‘) e Potdssio (K*) (adaptado de [9]).

da bomba, ligando-se a eles. Essa ligacdo, entdo, estimula
a hidrélise do grupo de fosfato (Pi) presente no canal da
bomba, que libera os fons de K* para o citosol da célula,
em um processo semelhante ao anterior [4]. Nesse trabalho, a
contribuicio do ATP foi considerada meramente como uma
condi¢do externa para permitir o funcionamento da bomba
de Na*/K*, ndo sendo implementadas as implicacdes de sua
hidrélise nas demais partes do sistema e a sua formacdo.

A concentragdo intracelular de K* (K;) € alta, enquanto que
a concentracdo intracelular de Na* (N;) é baixa em grande
parte das células vivas, por outro lado, o oposto acontece
no meio extracelular. Desse modo, entende-se que existe um
gradiente de perda e outro de ganho para K; e N;, respecti-
vamente. Este gradiente é preservado através da atuacdo de
diversos canais e carregadores idnicos, mas majoritariamente
por intermédio da atividade da bomba de sddio e potdssio [17].

De acordo com [14], as taxas de variagdo em N; e em K;
podem ser obtidas a partir da Eq. 6 e da Eq. 7, respectivamente.

dN;

=—(Jn +J 6
7 UN +INpuss) (6)
dK;
—=—(J J 7
7 (Jk +IK,ass) (7N

De modo que Jy e Jk sdo os fluxos das moléculas de Na*
e K*, respectivamente, transmitidas do citosol para o meio
extracelular através da bomba, enquanto que Jn,,, . € JK,,
s@o os fluxos passivos para as mesmas moléculas, conhecidos
como vazamento [14].

Se a bomba tem n espagos livres para o transporte de Na* e
k espacos livres para o transporte de K*, e se, quando a troca
estd sendo realizada, sempre ocorre a ocupacao de todos esses
espacos, entdo J e Jx podem ser obtidos por intermédio da
Eq. 8 e da Eq. 9, respectivamente.

JN=-n-p-v (8)

Jk=k-p-v 9)

Em que p é o nimero de moléculas orientadas para o lado
externo da membrana plasmadtica e v € a taxa de rotatividade
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(b) Comportamento da tensdo de membrana por concentragdo de valinomicina.

da bomba [14], [18]. J4 N, € JK,.,,, podem ser calculados
como descritos na Eq. 10 e na Eq. 11, respectivamente.

V,
Ci., re’m—_c
INposs =PN AV - =g (10)
V,
ci, re’'m—c
JKP"SS = PK : A : Vm : - e‘/ln — 1 = (11)

O c;, e ciy sdo as concentragdes molares de Na* e K* por
unidade de volume intracelular (V;), enquanto c,, € co, 530
as concentragdes por unidade de volume extracelular (V,). A
¢ a drea da membrana plasmatica, obtida em [14]. Py e Pk
sdo os coeficientes de permeabilidade dos fons da bomba e
podem ser calculados a partir das Eqs. 12 e 13.

Py =an - Ccya +bn (12)

13)

O cyq1 € o valor da concentragdo aquosa de valinomicina,
by e bk sdo responsdveis pela permeabilidade da membrana
plasmatica independente da valinomicina. A Tabela I mostra
os valores das constantes utilizadas para a simulac@o, obtidos
a partir de [14].

Pg =ag - cya +bi

TABELA 1
VALORES DAS CONSTANTES UTILIZADAS PARA A BOMBA DE
NA*/K* [14].

Varidveis Valores

n 3

k 2

P 5

v 121 - 57!

ag 60-M~'.cm-s7!
an 8. 0. M1 .cm-s7!
bk loe® M. cm-s7!
an 8- OMT.cm-s7!
Cig 25000 uM
Cog 25000 uM
Ciyn 125000 uM
Con 125000 uM

60
Cval=1nM

50 ——Cval=10nM

— Cval =50 nM
E 30 1{
20 1 —
1 —_————— 1}
0 50 00 150 200

Tempo de Simulagao [s]

(b)

Resultados para o modelo de comunicacdo molecular implementado. (a) Variagdo da SNR em relagdo a concentracdo de Valinomicina.

IV. RESULTADOS E DISCUSSOES

A simulag@o realizada para o sistema de comunica¢do mole-
cular desenvolvido foi executada considerando trés valores de
concentragdo de valinomicina (Cy,q = 1 nM, C,4 = 10 nM
e Cyq = 50 nM) sugeridos por [14], cujos resultados estdo
apresentados na Fig. 4.

A Fig. 4 (a) mostra as curvas da SNR obtidas a partir da
Eq. 3, ao variar a frequéncia do estimulo de entrada no 7,
sendo possivel observar dois comportamentos distintos. Pri-
meiro, a SNR cresce ao longo de parte da faixa de frequéncia
selecionada, sugerindo que C; cresce mais rapidamente do
que C,. A partir de 0,6 Hz, no entanto, as curvas mudam
de comportamento, crescendo suavemente ou até decrescendo,
quando C,, e C; parecem sofrer uma variagdo semelhante. Isso
acontece pois 0 NCX funciona inicialmente no modo reverso
até atingir os limiares de concentra¢do (Secdo III-A), quando
ocorre a permutacio para o modo direto, tendendo a equilibrar
os niveis de concentragdo extra e intracelular, pois enquanto
o citosol recebe pulsos de Ca?* oriundos do T,, o NCX
distribui uma parte dessas moléculas para o meio externo.
Para as maiores frequéncias, essa permutacdo acontece mais
rapidamente, visto que mais Ca®* ¢ introduzido no sistema no
mesmo tempo, tornando o efeito em C, e C; mais nitido.

Esse comportamento também pode ser verificado na
Fig. 4 (b), que mostra a variacdo da tensdo de membrana ao
longo do tempo de simulacdo para os trés valores de C,
para a frequéncia de 0,6 Hz. Enquanto o NCX estd no modo
reverso, V,, decresce rapidamente, devido ao aumento em C;.
Apds um tempo, a curva tende a se estabilizar, sugerindo um
aumento em C,, mediante o funcionamento do NCX no modo
direto.

E possivel perceber também na Fig. 4 (a) que, ao elevar
C, a1, a SNR aumentou, variando cerca de 9,4%, em média,
quando a valinomicina foi de 1 nM para 50 nM. Esse re-
sultado indica que a presenca do antibidtico permitiu maior
transporte de K* para o citosol através da bomba de Na*/K*
e, consequentemente, maior trifego de Na' para fora da
célula, aumentando os fluxos moleculares J,,,,., € JKk,, > que
diminuem o 7 para a reacao da bomba por serem inversamente
proporcionais entre si (Se¢do III). Com um menor 7, mais
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reagdes ocorrem para o mesmo 7; escolhido (Eq. 2), ocorrendo
maior inje¢dio de Ca?* no sistema devido ao estimulo de
entrada, que consequentemente aumenta C; e, portanto, a SNR.

Uma vez observada a influéncia primdria da valinomicina
sobre o sistema de comunicacdo molecular implementado,
pode ser realizada a andlise do desempenho desse sistema em
relacdio a0 modelo baseado puramente em sinalizacio de Ca>*
desenvolvido por [11]. A Fig. 5 mostra a comparagdo dos
resultados para o ganho de concentracdo intracelular de Ca’*,
calculado por intermédio da Eq. 5 ao variar a distancia entre
a célula transmissora e a célula receptora.

-k Cval=50 nM, 0.2 Hz
- Cval=50 nM, 0.4 Hz
¥ Cval=50 nM, 0.6 Hz

- Cval=50 nM, 0.8 Hz

-k Cval=50 nM, 1 Hz

Ganho [dB]
I
I

- - Ca2+ 0.2 Hz
Ca2+ 0.4 Hz
-20 Caz+ 0.6 Hz
- - Ca2+08Hz
- — Ca2+1Hz
-25
1 2 3 4 5 6
d [Células]
Fig. 5. Comparagio do desempenho do sistema com a sinalizagio de Ca?*

pura.

A concentracdo de 50 nM de valinomicina foi escolhida para
a andlise do ganho, visto que retornou os maiores valores de
SNR, com base nos resultados mostrados na Fig. 4.

Como esperado, para os dois sistemas, o ganho de C;
diminui exponencialmente a medida em que d aumenta, pois
ocorre a atenuagdo do sinal, ou seja, menos moléculas de Ca’*
conseguem chegar ao R, quando este estd mais longe do 7,
devido ao fato de que a difusdo é mais intensa na regido pro-
xima ao transmissor, onde hd maior diferenca de concentracao
molecular e maior variacdo do gradiente i0nico [3].

Além disso, pode-se observar que quando f aumenta, o
ganho diminui. Isso acontece porque o sinal de estimulo
acrescenta cada vez mais moléculas de Ca>* no citosol do
T, de forma desproporcional a quantidade de moléculas que
R, absorve, devido as caracteristicas estocasticas do sistema.

Finalmente, a atuacdo da valinomicina no sistema, através
das proteinas de transporte idnico transmembranal, permitiu
que o ganho de C; aumentasse consideravelmente, na ordem
de 7,85 dB, em média, para cada valor de frequéncia. Ainda,
é possivel perceber que o declinio das curvas do ganho com a
presenca da valinomicina se tornou menos acentuado (curvas
mais achatadas), mostrando que houve uma minimizagdo da
atenuacao do sinal ao longo do percurso.

V. CONCLUSOES

Esse trabalho permitiu observar a influéncia da valinomicina
através da bomba de Na*/K* no modelo de comunicacédo
molecular baseado em sinalizacio de Ca>* em um tecido
de astrécitos. Ao facilitar o transporte do K* para o citosol
através da bomba, a valinomicina estimula a saida do Na* e
o0 consequente aumento da concentraciio intracelular de Ca*.

Desse modo, a acdo da valinomicina proporcionou o au-
mento da propagagio de moléculas de Ca>* no meio intracelu-
lar, melhorando o desempenho do sistema em termos de ganho
de C;, visto que permitiu que mais informacdes transmitidas
pelo T chegassem ao R,, ampliando, portanto, a precisdo do
modelo computacional.
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