Percolacao: Implicacdes bioldgicas

Organizacao celular

U= Cartoon da organizacio
~ celular de uma bactéria.

D. S. Goodsell, “Inside a
living cell”, Trends Biochem.
Sci. 16203-206 (1991).
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Fraccao celular (mg de proteina/ml de fraccao)
Matriz mitocondrial 1000
Figado de rato 313
Levedura 280
Coracéao de porco 260
Mdusculo de rato 260
E. coli 235
Citosol 220

Eritrécito humano 158




Implicagcbes da grande concentracdo de macromoléculas e
pequenos metabolitos nas células:

¢ A difusdo dos metabolitos ao longo de uma célula sera
dificultada?

e Ou, dado que o espaco disponivel para difusdo esta diminuido,
a difusdo é aumentada?

Percolacéao
Grelha quadrada p =8/25=0,32 Agregados assinalados
circulos
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A teoria da percolacdo descreve o numero e as propriedades dos
agregados
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Agregado de percolacao
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Analogia com um circuito eléctrico

Percolagio de ligagGes . .

Existe um valor critico para

numero de ligacdes cortadas a

Jule Pl partir do qual a corrente nao
passa: limite da percolacao

Na transicdo entre corrente e
nédo corrente o agregado que se
forma ¢é o0 agregado de
percolacdo. Este agregado
pode ser descrito como um
fractal aleatorio (tem
X dimenséao fraccionaria e

)

semelhanca propria estatistica).
£ 4
:
R
' , .
- T | http://cftc.cii.fc.ul.pt/PRISMA/
Fracgao de ligactes nao cortadas (p)
Analogia com um fogo florestal
200 , ]
_ Tempo que o fogo
Time demora a
a extinguir-se:
150 b 9
Os picos
correspondem a
100 probabilidade
critica de
percolacao
50
0 1

1
04 05 013 07 p

Tirado de Stauffer and Aharony, 1994, Introduction to percolation theory, Taylor and Francis, London

a — o fogo transmite-se as arvores vizinhas e as vizinhas destas

b — o fogo transmite-se as arvores vizinhas

¢ — o fogo transmite-se as arvores vizinhas se estiverem duas arvore
vizinhas a arder




Percolacédo e a difusdo de um soluto numa matriz porosa
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Tirado de Stauffer and Aharony, 1994, Introduction to percolation theory, Taylor and Francis, London

R — distancia percorrida

p = 1 — Difusdo corresponde ao movimento browniano. Declive é 1/2
para t elevado.

p < < pc — Difuséo esta restringida a pequeno agregados e a difusao
€ apenas local. Declive é 0 para t elevado.

p = pc: — Difusdo é uma situacdo intermédia entre os dois casos
anteriores. A difusdo é possivel ao longo de toda matriz (existe um
agregado de percolacdo), mas a difusdo demora mais tempo do que

no movimento browniano. Declive é 1/3 para t elevado

Para uma matriz quadrada p. = 0,59

Percolacdo, o meio celular e as reaccdes bioquimicas

e Para p>>p., 0 sistema comporta-se como um meio convencional
no qual a reaccao é limitada cineticamente

e Para p<<p;, existe uma microcompartimentacdo. Pode
aumentar a probabilidade de encontro local dos reagentes, mas
pode também impedir o encontro de metabolitos em agregados
separados

e Para p=p;,, a dimensdao do sistema (dimensao fractal) é
diminuida relativamente a dimensao euclidiana. Esta diminuicdo
topoldgica pode favorecer o encontro de duas entidades (ex.
ligando/receptor ou reagente/enzima).

e Especulacédo: A célula ao regular a geometria ou a arquitetura do
citoesqueleto pode regular o limite de percolacao, p.. Niveis
diferentes de p. podem determinar quando um mensageiro local
ou um produto de uma reaccdo enzimatica extende a sua
influéncia para toda a célula através do agregado de percolacao.




Fractais

Fractais: tem dimenséo fraccionaria e semelhanca prépria.

Semelhanca proépria: cada parte é uma coépia de si propria
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Dimenséao fractal (método da contagem das caixas):

Neste fractal a semelhanca propria € apenas estatisitca
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s=1/6 N(s)=19 s=1/12 N(s)=52
log(MN(s))
1.8
1.6 1
44 = .......... .......... T
e ¥
¥
ke : : : i log(1/s)
0.6 1.0 1.4
Divide-se o0 mapa em quadrados:
12 6
N° de quadrados que tocam a linha de costa:
52 19
Dimenséao fractal
log52-1logl
0952 -10g19 _145
log1l2—1log6

A dimensao fractal é intermédia entre a dimensao euclidiana de uma
linha (d=1) e a dimenséao euclidiana de uma area (d=2)

Na pratica o gréafico dever ter varios pontos, e o declive deve ser
determinado quando o tamanho da caixa tende para zero.




Dimenséao fractal da costa britanica
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Divide-se 0 mapa em quadrados:
24 32
N° de quadrados que tocam a linha de costa:
194 283

Dimensao fractal
log 283109194

=131
log32 —log24




Percolacao na rede mitocondrial de cardiomidcitos

e Dimenséo tipica de um cardiomidcito: um cilindro eliptico com
comprimento (h) = 80-140 um; e raios de 30 e 12 um (a e b,
respectivamente.

e Nos cardiomidcitos os mitocdndrios organizam-se ao lado das
miofibrilhas, formando uma rede que pode ser aproximada por
uma rede quadrada.

TMRH (potencial de membrana)
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40 s Os
O quadrado representa um flash de excitagcao com luz que leva a
perda do potencial e formacdo de ROS




Oscilacfes globais no potencial mitocondrial (Aon et al. 2004)

Oscilagfes sdo observadas em toda a célula algum tempo depois (43
+ 9 s) do estimulo despolarizador (imagens tiradas ao longo do
segmento de recta)
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Um nivel critico de ROS (cerca de 20 % acima da linha de base) é
atingido simultaneamente com o0 aparecimento da primeira
despolarizacdo global.
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do inicio das oscilacdes

mitocondrios com niveis
de ROS acima do valor

Percent lattice with ROS above baseline O

Leog counts

Im

gl

Polarized mitochondria (%)

ediatamente antes

obais gera-se um
agregado de

critico.

100+ , A O agregado envolve 56 +
‘ v J 7 % dos mitocdndrios da
célula, um valor proximo
do limite tedrico de
ﬂ percolagédo para uma
grelha quadrada 59 %
’ \ /4\ (assumindo que cada
} | mitocondrio comunica
LJ | com 4 mitocéndrios
. i, O vizinhos).
80 120 160
Frame number

O agregado exibe dimensao fractal (1,82) através do método da

10+

contagem das caixas

Log box size




Propagacdo da onda de despolarizacao (Aon et al. 2004)

imagem=0,5 s

velocidade da
onda: 22 um/s

A a@® 59 S8 29 Bf =@ =W s8 S sS4 0 S0 54

= S

AlAnia.n.q.4.4.4
fii

+ 4 mM NAC
imagem=3,5 s
velocidade da

onda: 3,5
um/s

Uma velocidade de propagacdo de 22 um/s equivale a uma onda de
despolarizacdo que demora 4 s a atravessar um miocito de 100 um.

Esta velocidade é fortemente diminuida na presenca de 4 mM N-
acetil-cisteina (NAC) indicando, segundo os autores, que ROS estao
envolvidos.

Se 0 processo ocorresse num plano 2D através de um movimento
browniano o tempo para percorrer um miocito seria 14 s. Este seria
fortemente aumentado se considerarmos que os ROS tém um tempo
de meia-vida curto.




Interpretacdo molecular

Glucose

Glycolysis

Pyruvate

Libertacdo local de ROS no mitocondrio provoca uma producao global
e auto-propagada na rede mitocondrial.

ROS séao libertados no citosol ou atravessam a membrana através do
canal anidnico afectando os mitocondrios vizinhos.

Os ROS libertados vao inibir a cadeia respiratéria do mitocéndrio
onde séo produzidos e dos mitocondrios vizinhos.

O intervalo de tempo entre o flash inicial e a primeira oscilagdo esta
relacionado com o aumento progressivo de ROS nos mitocéndrios.
Nesta fase vai havendo comunicagao mitocondrio a mitocondrio.

As ondas podem ser originadas em qualquer local, ou locais, da
célula, ndo necessariamente perto do local do flash.

A observacédo que alguns mitocondrios resistem a despolarizacéo
esta relacionada com o facto de nédo pertencerem ao agregado de
percolagéo.

Implicacdes fisioldgicas

A existéncia de transi¢cdes abruptas na bioenergética mitocondrial em
células sujeitas a stress oxidativo indica que estas células estao
perto de um ponto onde a homeostasia pode ser perdida.

Esta instabilidade pode ser relevante no miocardio pds-isquémico
(reperfusdo) podendo determinar a morte celular.

O desacoplamento oscilatorio dos mitocondrios leva a uma deplecéo
dos niveis de ATP, activacéo de canais de K* sensiveis ao ATP, e
alteragdes do potencial de acgéao.




Existe uma ligacao entre instabilidade ao nivel do organito e a
disfuncao do 6rgao? (Matsumoto-Ilda et al., 2006)

No coracao reperfundido observa-se despolarizacdo de cardiomidcitos
individuais, mas ndo h& comunicacdo célula a célula da
despolarizacdo. Aparentemente as juncbes GAP entre células fecham

antes da despolarizacao.
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A propagacdao intracelular da onda de despolarizacdo é rapida (escala
de tempo de segundos)
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Possiveis estratégias de tratamentos
(Matsumoto-Ilda et al., 2006)

IPC — Pré-condicionamento isquémico
CsA — Ciclosporina A (inibidor do poro de transicao transtoria).
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