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Resumo

Introducao: a hipertermia maligna (HM) é uma perturbacdo farmacogenética autossomica
dominante que envolve o musculo esquelético. A mutacdo associada envolve o recetor rianodina
(RyR), nomeadamente a isoforma 1, ao nivel do reticulo sarcoplasmatico (RS). Estas mutacoes
vao provocar um aumento exacerbado na concentracao de calcio intraplasmatico, ativando os
processos bioquimicos relacionados com a ativacdo muscular, que vao levar as alteracoes

fisiopatoldgicas da HM.

Objetivos: pretende-se com este trabalho elaborar uma revisao bibliografica sobre o papel da
isoforma 1 do recetor rianodiana (RyR1) na HM, sendo o objetivo principal, descrever o

mecanismo de acdo do RyR1 e a sua implicacao na patologia.

Metodologia: foi realizada uma pesquisa na base de dados eletréonica Pubmed®), considerando
apenas artigos escritos em inglés e sem restri¢does quanto a regiao e ano de publicacao. A data da
dltima pesquisa foi 20 de dezembro de 2024. Apenas foram selecionados artigos que
abordassem o patomecanismo da doenca ou que identificassem possiveis muta¢des novas do

recetor.

Previamente a pesquisa, foram definidas as palavras-chave: RyR1, patomecanismo, hipertermia

maligna, mutacoes e canalopatias.

Conclusdes: as mutagdes no recetor RyR1 resultam numa fuga constante de célcio em repouso,
num acoplamento defeituoso da contracdo de excitacdo e num aumento do stress oxidativo
mitocondrial. Estas mutacOes alteram a cinética do canal e o tornam-no hipersensivel a ligantes

ativadores de canal, como a cafeina e o halotano.

Palavras-chave

Recetor de Rianodina;Patomecanismo;Hipertermia Maligna;Mutacoes
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Abstract

Introduction: malignant hyperthermia is an autosomal dominant pharmacogenetic disorder
affecting skeletal muscle. The associated mutation involves the ryanodine receptor, namely
isoform 1 at the level of the sarcoplasmic reticulum. These mutations cause an exaggerated
increase in plasma intra calcium concentration, activating biochemical processes related to

muscle activation that lead to the pathophysiological changes of malignant hyperthermia.

Objectives: the aim of this study is to perform a literature review on the RyR1 receptor and
malignant hyperthermia. The main objective is to describe the mechanism of action of the

ryanodine receptor and its implication in the pathology.

Methodology: a search was performed in the electronic database pubmed, considering only
articles written in English and without restrictions on region and year of publication. The date of
the last search was December 20, 2024. Only articles that addressed the pathomechanism of the

disease or identified possible new mutations in the receptor were selected.

Prior to the search, the following keywords were defined: RyR1, pathomechanism, malignant

hyperthermia, mutations and channelopathies.

Conclusions: mutations in the RyRi1 receptor result in a constant calcium leak at rest,
defective excitation-contraction coupling and increased mitochondrial oxidative stress. These
mutations alter the kinetics of the channel and render it hypersensitive to channel-activating

ligands such as caffeine and halothane.

Keywords

Ryanodine receptor; Pathomechanisms;Malignant hyperthermia;Mutations
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Introducao

A hipertermia maligna é uma perturbacao farmacogenética autossémica dominante, com

penetrancia incompleta e expressao fenotipica variavel, que envolve o musculo esquelético. (1)

A incidéncia de episdédios de HM € 1:10.000-1:250.000 anestesias. Embora seja possivel
desenvolver a patologia na primeira exposicao a anestesia, em média, os doentes necessitam
cerca de trés exposicoes antes do desencadeamento. As reacoes sao mais frequentes nos homens
do que nas mulheres (2:1). A maior incidéncia ocorre nos jovens, com uma idade média de todos

os doentes a apresentarem reacoes de 18,3 anos. (1)

Uma das mutagoes associadas envolve o recetor rianodina, nomeadamente a isoforma 1 ao nivel
do reticulo sarcoplasmético. Os RyR s@o recetores intracelulares que permitem uma
permeabilidade ao Ca2+, do RS para o citoplasma nas células musculares, permitindo a
contracdo muscular esquelética e cardiaca. (2) Existem véarias isoformas dos RyR. O RyR1 é a
isoforma predominantemente expressa no musculo esquelético, ja a isoforma RyR2 é o subtipo
exclusivo dos midcitos cardiacos. (2) O RyR3 é expresso nos musculos esqueléticos neonatais
embora nao esteja expresso no adulto. (3) Por estar envolvido no musculo esquelético, o recetor
RyR1 é essencial no acoplamento excitacdo-contracao muscular. A sua funcio é libertar célcio do

RS necessério para contracao muscular. (4)

A mutacdo no gene que codifica para o recetor RyR1 é o responsavel pela maior suscetibilidade
para HM. Até ao momento, foram identificadas mais de 400 mutacées do gene RYR1, localizado
no cromossoma “19q13.1” e, destas mutagoes, pelo menos 34 causam HM. (1) Quando uma
destas mutacOes esta presente, o individuo apresenta suscetibilidade para a manifestacao da
HM quando exposta a determinados agentes farmacologicos, nomeadamente anestésicos
halogenados como, por exemplo, o halotano ou o sevoflurano, e a sucinilcolina, um relaxante
muscular despolarizante. (1) A exposicao a estes agentes induz uma resposta hipermetabélica
das células musculares. Esta resposta resulta na ativacdo dos miofilamentos das fibras
musculares, devido a um aumento na libertacdo de calcio do RS nos midcitos. (5) O aumento
exacerbado de calcio no interior da célula vai ativar os processos bioquimicos relacionados com
a ativacdo muscular, através da utilizacdo exacerbada da adenosina trifosfato (como forma
compensatoria) que conduz a alteracoes patofisioldgicas potencialmente fatais. (1,6,3) Os sinais
clinicos mais comuns incluem: hipercapnia, aumento da frequéncia cardiaca e rigidez muscular
generalizada. Outras manifestagoes habitualmente presentes sdo: hipertermia, aumento do
consumo de oxigénio, acidémia, hipercaliémia e rabdomiolise. (3) Atualmente, o dantroleno é a
primeira linha farmacologica que pode ser usada perante uma manifestacdo de HM, uma vez
que permite restaurar o equilibrio da concentracdo de calcio nos midcitos, através de um

mecanismo, ainda nao completamente esclarecido, ao nivel dos recetores RyR. (1)

Neste momento, € o Gnico farmaco conhecido que consegue tratar especificamente a HM.



O seu mecanismo de a¢do nao é completamente compreendido, mas sabe-se que o farmaco vai
inibir o DHPR de uma forma dependente de RyR1. Também foi possivel verificar que este se liga
a um local especifico na proteina RyR1 e reduz a atividade do canal RyR1 em células musculares

intactas. (1)

A avaliacdo dos doentes suscetiveis a HM devera ser realizada previamente a exposicdo com
agentes que podem despoletar esta entidade clinica. Atualmente, o “gold standard” para o
diagnostico de HM é o teste de contratura in vitro, que se baseia na contratura das fibras
musculares na presenca de halotano ou cafeina. Duas formas amplamente utilizadas deste teste
foram desenvolvidas; um teste de contratura in vitro (IVCT) pelo Grupo Europeu de
Hipertermia Maligna (EMHG) e o outro Caffeine-Halothane Contracture Testing (CHCT) pelo
Grupo Norte-Americano de Hipertermia Maligna (NAMHG). (1)

Com base no protocolo EMHG, um individuo é considerado suscetivel 8 HM (MHS) quando os
resultados dos testes de cafeina e halotano sdo ambos positivos. No entanto, se ambos os testes
forem negativos, o individuo é considerado nao suscetivel a HM (MHN). Além disso, um
individuo é também diagnosticado quando é obtido um teste positivo de halotano ou cafeina e

estes individuos sao designados por MHS(h) ou MHS(c), respetivamente. (1)

Atualmente, um dos maiores desafios cientificos e clinicos passa pelo desenvolvimento das
avaliacOes genéticas, de forma a esclarecer e a identificar com maior detalhe as mutagoes
responsaveis pela manifestacio da HM e identificar o mecanismo de acdo especifico do
dantroleno, para o desenvolvimento de novos farmacos, mas também é necessario determinar
com maior detalhe a causa imediata do desenvolvimento da HM para ser possivel desenvolver

testes de diagnostico mais eficazes na determinacao da suscetibilidade da HM.



Objetivos

Pretende-se com este trabalho elaborar uma revisdo bibliografica sobre o recetor RyR1 e a

hipertermia maligna com os seguintes objetivos:

a) Descrever o mecanismo de agdo do RyR1 e a sua implicagio na patologia

b) Descrever outros possiveis patomecanismos implicados na hipertermia maligna

¢) Descrever algumas das mutacdes ja descritas do recetor

d) Identificar possiveis linhas de investigacdo para o desenvolvimento de novos fairmacos no

futuro

Metodologia

Foi realizada uma pesquisa na base de dados eletréonica PubMed®.

N

Previamente a pesquisa, foram definidas as palavras-chave: RyR1, patomecanismo, HM,

mutagdes e canalopatias.

Os critérios estabelecidos para a pesquisa e selecao de artigos incluiram:
e Idioma: a inclusdo de artigos foi restrita a artigos publicados em inglés.
e Data de publicagio: sem restricao temporal relativa a data de publicacao.
e Contetido: apenas foram selecionados artigos que abordassem o patomecanismo da

doenca ou que identificassem possiveis mutac6es novas do recetor.

A data da dltima pesquisa foi 20 de dezembro de 2024.

No total foram analisados 30 artigos, contendo 16 revisdoes de literatura e 6 artigos de

investigacao.

O presente trabalho est4 organizado em 4 capitulos:

O primeiro capitulo aborda o mecanismo de agdo do recetor e todos os seus componentes.

O segundo capitulo aborda e descrever outros mecanismos que possam estar envolvidos na
patoldgica, como por exemplo o magnésio ou o Sarcoplasmic/Endoplasmic reticulum Ca 2+-
ATPase (SERCA).

O terceiro capitulo descreve algumas das mutagoes ja identificadas e os critérios que permitem
classificar estas mutacoes.

Por fim, no quarto e tltimo capitulo sdo identificadas possiveis linhas de investigacao para o

desenvolvimento de novos fairmacos no futuro.



Capitulo 1: Mecanismo de acao

A via do recetor RyR1 é composta por diversas interagdes proteina-proteina e proteina-ligando,
e por modificacGes pods-translacionais, criando um complexo macromolecular para a ativacao e

regulacdo do canal, que vai ser regulado por ligantes endo6genos e exdgenos. (2,4)

De modo a facilitar a compreensao, estas interacoes e modificacbes foram divididas em 6
grupos, no entanto, 3 das proteinas que serdo referidas a seguir, nomeadamente a FK506-
binding protein 12 (FKBP12), a triadina e a calmodulina, tém um papel importante em todos os
grupos e podem constituir um alvo terapéutico muito importante no tratamento da HM. (3)

Além disso, a gravidade da doenca depende da atividade das modificacoes pés-translacionais.

Cada recetor tem mais de 560 Kd, com cerca de 90% da sequéncia do canal a compreender
dominios citoplasmaticos. Cada mondémero atravessa a membrana do reticulo sarcoplasmético
(RS) pelo menos seis a oito vezes. (2) Os canais funcionais de libertacdo de Ca2* estdo
organizados em 6 homotetrameros (S1-S6), (2,4), sendo que cada canal tetramérico tem uma
massa de 2.250.000 Da. (6) Prevé-se que cada monbémero seja constituido por uma regiao
citoplasmatica N-terminal (~4100 aminoacidos) que corresponde a maioria da proteina,
multiplos dominios que abrangem a membrana (hélices 1-6) e uma pequena porg¢io C-terminal
(~800 residuos). (2,6) As hélices S1-S4 formam uma interface com o outro dominio da
subunidade do RyR1 adjacente, ao passo que as hélices S5-S6 e o segmento p vdo criar o

dominio formador do poro. (4,6)

As mutacgOes estdo localizadas principalmente nos “hotspot” 1, 2 e 3 do recetor, conforme
esquematizado na Figura 1. Um hotspot é uma regido delimitada onde se agrupam as mutacoes.
Estes incluem os residuos n-terminal 1-614 (sarcoplasma) e os residuos c-terminal 4136-4973

(formador do poro, laimen do RS e membrana). (4)

o A Sitio de ligagao Sitio de ligagéo Local de
Sitio de ligagao Localde da FKBP12 gac

da DHPR ativagao do Ca da CaM inativagao do Ca

1 1 | 711

E— —

[
C35R R163C G248R R2163C R2163H V2168M 1489ET

G341R 1403M Y5225 T2206M T2206R G2434R
R552W RE14C R614L R2435H R2435L R2454C

R2454H R2458C R2458H

Figura 1: Localizacdo das muta¢oes MHS e CCD na proteina RYR1 (Figura adaptada McCarthy T v, Quane
KA, Lynch PJ. Ryanodine Receptor Mutations in Malignant Hyperthermia and Central Core Disease. Vol.
15, HUMAN MUTATION. 2000)



Este capitulo estd dividido em seis partes. Cada parte aborda um dos grupos referidos

anteriormente, o seu mecanismo de acao e os seus componentes.

Grupo 1

O grupo 1 responde aos potenciais de ac¢do e inicia a libertagdo de Ca2*, o que vai alterar as
concentracoes deste i3o no interior do RS e no sarcoplasma. Este grupo contribui com a
sinalizagdo anterégrada, onde o acoplamento excitacdo-contracdo (EC) é iniciado em resposta a

estimulacao muscular. (4)

O componente “on” envolve principalmente os canais de Ca2+ do tipo L dependentes de voltagem
do sarcolema (recetores de dihidropiridina -, DHPRs) que estdo mecanicamente acoplados a

canais de libertacao de Ca2+* intracelulares (RyR1s) localizados no RS. (8)

Durante o acoplamento EC, a despolarizacdo da membrana induz uma mudanca conformacional
no DHPR que desencadeia uma alteracdo na estrutura do RyR1, permitindo as interacgoes
interdominio e a libertagdo de Ca2+ dos RS proximos (acoplamento anterégrado). Este liga-se a

troponina C, desinibindo o aparelho contratil e provocando a contragido muscular. (4,8)
O FKBP12 e a triadina vao regular a abertura e o fecho do RyR1 apos a ativacao do DHPR. (4)

A figura 2 esquematiza o RyR1 e a sua interacdo com os componentes do grupo 1, demonstrando

o recetor no seu estado aberto ou fechado, consoante esteja ou nao presente acetilcolina (ACh).

DHPR

. p : . —

/

| |
RyR1 II \ |
"‘.__\ Fechado ; Sarcoplasma
. /
\\ / Triadina
Ach Caélcio
Lamen do RS — 5

Figura 2.1: RyR1 fechado: ndo ha libertacdo de ACh estimulada pela juncao neuromuscular (Figura
adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms.

Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)



DHPR

RyR1

Sarcoplasma

Triadina

~— A
Ach C calcio

Limen do RS

Figura 2.2: RyR1 aberto: Ativacdo do RyR1 em resposta a ativacdo da DHPR pela libertag¢ao de ACh (Figura
adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms.

Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)

Recetor de Dihidropiridina

O recetor de dihidropiridina (DHPR) esta presente na membrana do tibulo T dos mibcitos
esqueléticos e esta agrupado em tétrades. Cada tétrade interage com um homotetramero do
recetor RyR1 e é ativada pela despolarizacao do sarcolema. Quando ativado, sofre uma alteracao

conformacional que leva a libertacao de Caz2+. (4,5)

Os DHPRS sio compostos por cinco subunidades: a1, a2, §, y e 6. A subunidade a1 do DHPR
estd complexada com uma subunidade citoplasmatica (), a dois polipeptideos intra-
membranares do sistema de tabulos transversos (y e ) e a uma subunidade extracelular (a2)
que est4 ligada via ponte dissulfeto a 8. (9) As subunidades a1 e § interagem diretamente com o
RyR1. A subunidade B é responsavel por assegurar a correta posi¢do do DHPR, de modo a
permitir que a subunidade a1 (regiao Thr-Lys) se ligue ao RyR1 e mantenha o canal aberto na
presenca de Ca2* e ATP. Entretanto, os niveis fisiol6gicos de magnésio (Mg2*) inibem a
subunidade 3, mas o seu efeito é atenuado pela ativacio do DHPR, que provoca a dissocia¢ao do
Mg2+ do recetor. O Ca2* e o Mg+ competem pelo mesmo sitio de ligagdo no recetor, mas o Ca2*

reforga a abertura do canal. (4)

A interacdo proteica também vai gerar um sinal retrégrado do RyR1 para o DHPR, que regula
positivamente a corrente do tipo L. A sinalizacio retrograda parece ser mediada pelas mesmas

regidoes do DHPR e do RyR1 responsaveis pela sinalizacao anterograda. (4)

FK506-binding protein 12
A FKBP12 é codificada pelo gene calstabina-1 e esta localizada no sarcoplasma do mtsculo

esquelético. Existem quatro subunidades que se ligam & proteina. A FKBP12 interage com os



dominios N-terminal (76-619) e central do recetor, mais especificamente, ligando-se aos

aminoacidos 619, 2157, 2341 e 2502. (4)

A FKBP12 interage e mantém a estabilidade das isoformas RyR no musculo, diminuindo a sua
probabilidade de abertura e evitando estados subcondutores, desempenhando um papel no

controlo alostérico. (2,4,10)

Triadina

A triadina é uma glicoproteina juncional da membrana do RS que interage com o DHPR e o
RyR1 no sarcoplasma, pelo que desempenha um papel importante na sinalizacao anterograda.
Entretanto, esta glicoproteina nao tem qualquer efeito na sinalizacdo retrograda. (4) A
interrupcao da interacdo entre o RyR1 e a triadina resulta na inibicdo do canal. Os aminoacidos
18-46 da triadina interagem com o RyR1 em situacbes de baixos niveis de Ca2+, sendo esta

interacao inibida em situagoes de niveis elevados de Caz+. (4)

Grupo 2

O grupo 2 inclui as interagbes interdominio e controla a abertura e o fecho do canal, tanto
externamente como internamente (juntamente com o grupo 1 e o grupo 3, respetivamente). Esta
localizado na regido formadora do poro e é composto pelas interacoes interdominio do recetor

com a calmodulina (CaM). (4)

Este grupo responde a ativacdo do recetor pelo DHPR e é regulado pela concentracdo de Ca2+ no
RS. As alteragdes conformacionais conduzem a modulagoes intrinsecas de abertura ou fecho do
canal. Esta modulacao baseia-se nas interacoes interdominios, mais concretamente na interacao
entre o dominio central do RyR1 (leu2442-pro2477) e o dominio N-terminal. Esta interacao é

regulada pelo CaM, sendo a concentracao de Ca2+ responsavel pela regulacao da funcdo do CaM.

(4)

No estado de repouso, os dominios terminais e centrais interagem entre si em varios

"subdominios" numa configuragdo compactada.

Esta conformacao estabiliza o canal no estado fechado. A estimulacdo do canal pelo processo de
acoplamento EC enfraquece o contacto entre os diferentes dominios, descompactando a

configuracdo e permitindo a abertura do canal com um consumo menor de energia. (6)

No canal aberto, o movimento do S6 para o exterior resulta na dilatacdo da constricdo dos
poros. As restantes partes do poro i6nico permanecem praticamente inalteradas durante o
disparo. Esta abertura esti provavelmente associada a troca de um padrao de pontes salinas
entre as hélices S6 e em torno da hélice horizontal S4-S5. Esta rede de pontes estabiliza as
conformacoes abertas ou fechadas do canal, minimizando a ocorréncia de estados intermédios.

(10)



Calmodulina
A CaM liga-se a RyR1 e participa na regulacio da atividade do canal dependente de Caz2*. (2)

A CaM existe em duas formas: apocalmodulina, forma livre de Ca2* da calmodulina, e a Ca2+-
CaM, forma com ligagdo ao Ca2*; ambas se ligam ao recetor, mas a segunda apresenta uma

maior afinidade. (4,11)

O efeito da ligagcdo da calmodulina depende da forma em que esta se encontra: o RyR1 ¢ ativado
pela ApoCaM, resultando na libertacdo de Ca2+ para o sarcoplasma, e inibido pela Ca2*-CaM,

quando h4 concentracées elevadas de Ca2+, como demonstrado na Figura 3. (4,9,10)
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Figura 3.1: RyR1 fechado: Ca2+CaM ligada, resultando no fecho do canal e em elevadas concentracoes de
Ca2+ no RS (Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated

pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)
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Figura 3.2: RyR1 aberto: Apocalmodulina (ApoCaM) liga-se em resposta a ativacdo do RyR1 precedida pela
ativacdo da DHPR resultando em elevadas concentracoes de Ca2* sarcoplasmatico. (Figura adaptada de
Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta

neuropathologica communications. 2016. p. 121)

A ativacao da calmodulina resulta na ativacao da cinase CaM II, que leva a fosforilacao do
RyR1 juntamente com a proteina cinase a (PKA), afetando a contragdo muscular. A
hiperfosforilagdo resulta na dissociagdo do FKBP12, aumentando a probabilidade de abertura

do canal.

Embora a ApoCaM e a Ca2+-CaM tenham funcbes opostas, ambas previnem as ligagoes
cruzadas entre as subunidades induzidas pela oxidacdo, em que se formam ligaces
dissulfureto entre cada subunidade de RyR1, levando a libertacao de Ca2*. (4) Postula-se que

a CaM protege o RyR1 do stress oxidativo associado ao exercicio fisico extenuante. (4)

Por outro lado, a oxidacdo do RyR1i impede a ligacdo da CaM ao RyR1 em baixas
concentracoes de Ca2*. O 6xido nitrico (NO), que desempenha um papel nas reacdes de
oxidagdo-redugdo que envolvem o recetor, nao bloqueia apenas as ligacoes dissulfeto
formadas pela oxidagdo, mas também impede a ligacdo da ApoCaM, promovendo a abertura
do canal. A Ca2*-CaM nao é afetada pelo NO, e a sua ligacio provoca o encerramento do

canal. (4) Além disso, niveis aumentados de CaM também ativam a calcineurina.

A calcineurina é a fosfatase responsavel pela diferenciagio celular do musculo esquelético,
permitindo a regeneragdo das suas fibras musculares apds lesdo e a sua hipertrofia. A sua
ativacdo tem um impacto particularmente significativo na hipertrofia das fibras de contracio

lenta. (4)



Grupo 3

O grupo 3 regula a sinalizacao retrograda, que depende da concentragdo de Ca2+ no RS e do
estado da calsequestrina (CSQ) de fosforilacao/desfosforilagdo. Esta localizado no RS, e é
composto pelo RyR1, CSQ, triadina e junctina. (4) As duas formas possiveis da CSQ estao

ilustradas na figura 4, juntamente com o resto dos componentes do grupo.

@

Baixa []
de célcio© \" \'l \'l @
RyR1 j
Fechado
L1 ° i ©  Jriadina / Junctina
Alta[lde © © ®
AChC 1 célcio ® © )

o N

¢ Calsequestrina  ©

Figura 4: 4.1: RyR1 fechado: Interagdo RyR1-junctina devido a interagdo da junctina com a CSQ no seu
estado fosforilado, resultando em concentracées de Ca2+ elevadas no RS (Figura adaptada de
Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta

neuropathologica communications. 2016. p. 121)
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Figura 4.2: RyR1 aberto: Interacdo RyRi-triadina devido a interacdo da triadina com a CSQ

desfosforilada resultando na saida do Ca2+ para o sarcoplasma. (Figura adaptada de Witherspoon JW,
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Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica

communications. 2016. p. 121)

Calsequina
A CSQ é uma glicoproteina armazenadora de Ca2* localizada no lumen do RS, que funciona
para diminuir os niveis de Ca2+ livre no sarcoplasma, provocando um aumento de Ca2+

reticuloplasmatico total. (4,12,13)

A CSQ tem duas isoformas: a CSQ1, que interage com o RyR1 no musculo esquelético, e a
CSQz2, que interage com o RyR2 no misculo cardiaco. A CSQ polimeriza e regula a atividade
do RyR1, mas a sua atividade é dependente de Ca2*. (12) Esta interage indiretamente com o
RyR1, através das proteinas ancoradas na membrana, a triadina e a junctina. Estas contém
uma cauda citoplasmatica N-terminal curta, uma hélice hidrofébica que atravessa a

membrana do SR e uma cauda C-terminal mais longa localizada no interior do limen do SR.

(13)

A ligacao com o Ca2*+ provoca uma alteracdo conformacional na glicoproteina, permitindo a
ligacdo com a junctina e a triadina. A junctina e a triadina formam um grupo quaternario
estavel com o RyR1 e a CSQ. A CSQ liga-se a junctina e a triadina em baixas concentracoes
de Ca2*, resultando no encerramento do RyRi1. Concentracoes elevadas de Ca2+, por outro

lado, resultam na dissociacdo do grupo CSQ, triadina e junctina. (4)

Também foi demonstrado que mudancas conformacionais na CSQ estdo acopladas a
mudancas conformacionais no RyR1, o que significa que uma mudanca conformacional num

estd associada a uma mudanca conformacional no outro. (4)

Triadina

A triadina é uma proteina composta por trés regioes responséaveis pela sua localizagdo na
membrana sarcoplasmatica. Essas regides incluem as regides-alvo 1 (18—47,
sarcoplasmatica), 2 (106—214) e 3 (233—440, 441—729). Pelo menos duas destas trés regioes
sd30 necessarias para uma localizacio correta na membrana. As regides de ligagdo para o
RyR1 foram identificadas na regiao 3, mais concretamente, a triadina liga-se ao lado luminal
do RS do RyR1. (4, 13)

A CSQ parece estar associada a estabilizacdo da triadina na membrana do RS e, mais
importante, € um componente fundamental para a formacdo de um grupo estavel entre a

triadina e o RyR1. (4,13)

No grupo 1, foi demonstrado que a triadina vai-se ao RyR1 e ao DHPR, potenciando a
libertagdo de Ca2+. A triadina presente no grupo 3 tem como funcio fechar o canal, enquanto
aumenta a afinidade da rianodina ao RyR1. A ligacio da rianodina depende de Ca2*. Locais
com baixa afinidade para o Ca2* vao inibir a ligacdo da rianodina e, consequentemente, a

libertacdo do mesmo. A deplecdo da triadina aumenta a ligacdo da rianodina, mas, quando
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disponivel, a triadina inibe a ligacdo da rianodina ao RS e mantém o RyR1 encerrado. O
efeito da triadina na ligacao da rianodina é o mesmo, mesmo quando a ligacao da rianodina é

potencializada pela CSQ. (4)

Grupo 4
O grupo 4 responde as alteracoes na concentragdo de adenosina monofosfato ciclica (cAMP),

que esta elevada devido a libertacao de acetilcolina (ACh). O grupo 1 responde ao potencial

N

de acdo, jA o grupo 4 responde a concentraciao elevada de cAMP, ambos resultado da

libertagdo de ACh. Por este motivo, ambos os grupos sao ativados em simultaneo. (4)

Este grupo inclui a FKBP12, a proteina cinase (PKA), a fosfodiesterase 4D3 (PDE4D3) e a
proteina fosfatase 1 (PP1). (4)

Os mecanismos de a¢ao descritos neste grupo encontram-se ilustrados na figura 5.
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Figura 5.1: RyR1 fechado: Desfosforilagdo de RyR1 pela PP1 devido a baixa concentracdo de cAMP,
provocando um aumento da concentracdo de Ca2+ no RS (Figura adaptada de Witherspoon JW,
Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica

communications. 2016. p. 121)
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Figura 5.2: RyR1 aberto: Fosforilagdo do RyR1 e da Gm pela PKA devido a uma elevada concentracao de
cAMP, resultando num aumento da concentragdo de Ca2+ sarcoplasmaético; (Figura adaptada de
Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta

neuropathologica communications. 2016. p. 121)

Proteina Cinase A

A PKA ¢é uma holoenzima com um grupo tetramétrico constituido por duas subunidades
cataliticas e um dimero regulador. A adrenalina, que atua no musculo esquelético através da
libertagdo de ACh, aumenta os niveis de cAMP, o que resulta na ativagdo da PKA, que

provoca a fosforilacao da subunidade Gm. (4,14)

Quando os niveis de cAMP estdo baixos, a subunidade C liga-se ao dimero regulador da PKA,
tornando-a inativa. Por outro lado, quando os niveis de cAMP estdo elevados, o cAMP liga-se
a subunidade reguladora e a sua afinidade pela subunidade C diminui, libertando assim as

subunidades C e ativando a PKA. (4)

As proteinas de ancoragem da cinase A muscular (mAKAPs) localizam-se no RyR1 e
permitem a ligacdo da PKA ao RyR1 na presenca de niveis elevados de cAMP. Em resposta, a
PKA fosforila o residuo de serina S2843 nas subunidades do RyR1, provocando a contracio
do mtsculo esquelético e aumentando a for¢ca muscular. (4,15) A fosforilacdo dependente de

PKA impede a ligacdo do Mg2+ ao canal, aumentando a sua probabilidade de abertura. (4)

Adicionalmente, a glutationilacdo regula a atividade da PKA. Esta ndo pode ser glutationilada
na auséncia de cAMP, pelo que estd protegida da oxidacdo. Na presenca de cAMP, a PKA
torna-se ativa. Uma vez ativa, a glutationilacido torna a PKA mais suscetivel a desfosforilacao

e, portanto, a sua inibicao. (4)
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Fosfodiesterase 4D3 e Proteina fosfatase 1
Tal como a PKA, a PDE4D3 também se liga ao RyR1 através das mAKAPs, sendo especifica
para o cAMP. A PDE4D3 é responsavel pela reducdo dos niveis locais de cAMP e pela

limitacdo da quantidade de cAMP que se pode difundir para fora do invélucro nuclear. (4,14)

A fosforilacdo do aminoacido serina na posicao 54 aumenta a atividade catalitica da PDE4D3
em 2 a 3 vezes. Portanto, a fosforilacdo deste sitio favorece a inibicdo da atividade da PKA,

devido a diminuicao da concentracdo de cAMP. (14)

A PP1 desfosforila o RyR1, o que resulta na ligacio da FKBP12 ao RyRi. A PP1 é uma
serina/treonina cinase com uma subunidade catalitica e varias subunidades de targeting.
Mais especificamente, a subunidade Gm targeting do PP1 liga-se e direciona o PP1 para as
particulas de glicogénio e para o RS. A PP1 liga-se ao terminal N do Gm e o RS ao seu
terminal C. No entanto, a fosforilacdo de Gm pela PKA dissocia o PP1 do dominio de ligacao

e, subsequentemente, liberta-o tanto do glicogénio como do RS. (4)

Grupo 5
O grupo 5 responde a alteragbes na concentragio de oxigénio no musculo e na proporgao de
glutationa (GSH/GSSG). (4)

Este grupo abrange as modificacoes poOs-traducionais de proteinas, incluindo a S-
nitrosilacdo, a S-oxidacao, a S-glutationilacdo e a S-palmitoilacao, bem como as moléculas de
oxido nitrico (NO), S-nitrosoglutationa (GSNO), glutationa reduzida (GSH), glutationa
oxidada (GSSG) e peroxido de hidrogénio (H202). Neste grupo, o RyR1 atua como um sensor
de oxidacdo-reducdo, onde certos residuos de cisteina sofrem reacbes redox pelas
modificacoes pos-transducionais. Cada uma destas modificacées ocorre com base nos niveis

de oxigénio e variam conforme a necessidade do musculo ativo por oxigénio. (4)

Estas modificac6es funcionam como um interruptor de ligar e desligar da funcao proteica.
Cada uma ativa o RyR1 por mecanismos diferentes, no entanto, em conjunto, regulam a

atividade do canal ao longo de um intervalo especifico de pO2 no miusculo esquelético. (4)

Cada uma destas modificacGes e os seus mecanismos de atuagao estao ilustradas nas figuras

6,7,8¢€09.

S-nitrosilacao

Os niveis fisiologicos de pO2 do miusculo esquelético controlam o estado de reducio-
oxidacdo dos tiois nas subunidades do RyR1, mantendo-o num estado de prontidao. O NO,
quando a concentracio de pO2 é de cerca de 10 mmHg, ativa o RyR1 pela nitrolisacao dos
residuos de cisteina. Tanto as espécies de oxigénio reativo (ROS) como as de azoto alteram a

funcdo do canal, aumentando a libertacao de Caz2+. (4)
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O NO exerce efeitos bifasicos na atividade do canal que sdo dependentes da concentracao.
Em niveis baixos, o NO parece prevenir a oxidacdo das sulfidrilas reguladoras e, assim,
limitar a ativacdo do canal. Em concentracdes mais elevadas, o NO estimula a ativacao
oxidativa que é idéntica a acao do H,0.. (11) O derivado s-nitrosado da glutationa (GSNO)

nao s6 ativa o RyR1 pela nitrosilacdo, como também pela oxidacao. (2)

Acredita-se que a mitocondria atue como um sinalizador de oxidacdo-reducao ao converter o
sinal do NO num sinal de ROS. Este fendmeno apenas ocorre em condicGes fisiologicas de
NO. No musculo esquelético, o NO é produzido pelas sintetases de 6xido nitrico (NOS), que
estdo principalmente localizadas na estrutura submembranar do sarcolema, mais
especificamente no complexo distrofina/sintrofina. (4,16) As NOS inibem ativamente a

respiracao mitocondrial na presenca de elevadas concentracées de célcio. (4)

Os sinais de NO sdo libertados pelas células musculares em contracao e estdo associados a
diminuicao da geracdo de forca e da atividade da ATPase da actomiosina no musculo

esquelético. (16)

Em resposta ao exercicio, as NOS ligam-se a CaM, aumentando a sua atividade. A CaM atua
como um interruptor molecular que ativa a transferéncia de eletroes que resulta na producao
de NO. Além disso, a ligacao no sitio Cys3635 ¢é afetada pela s-nitrosilacao, revertendo o seu

efeito inibitorio e provocando a ativacao do RyR1. (4)

A figura 6 ilustra o processo de s-nitrosilacao do recetor.
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Figura 6.1: RyR1 aberto: nitrosilacdo dos residuos de cisteina do RyR1 pelo NO em resposta a p(02)
fisiol6gica, resultando em Ca2+ sarcoplasmético elevado (Figura adaptada de Witherspoon JW,
Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica

communications. 2016. p. 121)
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Figura 6.2: RyR1 aberto: a nitrosilagdo do RyR1 pelo NO anula o efeito inibitério do Ca-CaM (Figura
adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated

pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)

S-oxidacao
A s-oxidacdo esta acoplada a s-nitrosilagdo. A alteragdo dos niveis de oxigénio no misculo

provoca uma transicao da nitrosilagio para a oxidacao e vice-versa.

A sinalizagdo baseada no O2 é mediada pela reversibilidade da oxidagdo/redugido do RyR1,
juntamente com a producdo de H,O. pela NADPH oxidase 4 (Nox4), presente no RS, que
resulta na ativacio/desativacao do canal. A Nox4 é considerada um sensor de O2 no miusculo
esquelético. As espécies reativas de oxigénio (ROS, anides superdxido e H202) sdo
produzidas pela Nox4 e sdo geradas em propor¢do com o pO2 no RS. Por este motivo, a

oxidacao ocorre primariamente a concentragoes elevadas de oxigénio. (4)

Os oxidantes regulam a atividade do RyR1 de uma forma direta, alterando as interac¢Ges
subunidade-subunidade, o que forma ligacoes dissulfeto, e de maneira indireta, impedindo a
ligagdo da Ca2+-CaM ou da apoCaM. A CaM protege o RyR1 da oxidacdo. No entanto, quando
hé concentracoes elevadas de oxidantes (stress oxidativo), vai ocorrer uma disrup¢do da

ligagdo CaM-RyR1, durante a qual a pessoa pode experienciar cansaco. (4,11)

Em relacdo ao H.O., este aumenta a probabilidade de abertura do canal, e estimula a

formacao de dimeros entre as subunidades. (11)

16



A figura 7 ilustra o processo de s-oxidacao do recetor.
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Figura 7.1: RyR1 aberto: oxidacdo dos residuos de cisteina do RyR1 por reacao de espécies reactivas de
oxigénio em resposta ao aumento da p(02) fisiologica, resultando num Ca2+ sarcoplasmatico elevado
(Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated

pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)
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Figura 7.2: RyR1 fechado: ndo ha oxidacdo do RyR1 quando h diminui¢ao da p(O2), Ca2+-CaM esta
ligada, resultando num aumento do Ca2* no RS (Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG.
Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica

communications. 2016. p. 121)

S-glutationilacao
Durante o exercicio fisico, a glutationa endégena é modulada pelo consumo elevado de

oxigénio e pela producao de ROS. A proporcao de glutationa dita o potencial redox celular.
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Fisiologicamente, o sarcoplasma é um ambiente redutor onde o estado redox proteico
depende da proporcao GSH/GSSG (glutationa reduzida/dissulfureto de glutationa), sendo
que uma proporcio elevada cria um buffer redox no citosol. Um valor superior a 100
promove a s-glutationilacdo, bem como a oxidacdo da GSH em pequenas doses. A s-
glutationilacdio do RyRi1 diminui a sensibilidade do recetor ao magnésio, mantendo a

probabilidade de abertura do canal. (4,17)

O anido superdxido, H202, foi identificado como a molécula oxidante principal para a
glutationilacdo do RyR1. Na presenca de GSH, o H,O, reage com a sensibilidade redox do
RyR1 para a glutationilagdo, aumentando o processo. O H.O. oxida os anides de tiolato do
RyR1, criando uma proteina de acido sulfénico instavel que funciona como intermediario. O
acido sulfénico sofre entao glutationilagdo e forma uma ligacdo de dissulfeto com a GSH.

(4,17)

Na presenca de stress oxidativo, as proteinas sao alvo de s-glutationilacdo. A GSH esgota-se e
h4 um aumento dos derivados oxidados (GS-GSNO e GSSG), que também sao responsaveis
pela glutationilacdo proteica, resultando numa diminuicdo da proporcdo GSH/GSSG.

Quando a proporcao é restaurada, a s-glutationilagao é revertida. (4)

Foi comprovado que o NO promove a glutationilacdo do RyR1. Em condigoes fisioldgicas, os
niveis de NO sdo mais baixos que o racio GSH/GSSG; no entanto, quando a producido de NO
aumenta, a enzima responsavel pela sintese de glutationa é inibida. Por este motivo, foi

sugerido que o stress nitrosativo diminui o racio GSH/GSSG. (4)

A figura 8 ilustra o processo de s-glutationilacao.

*GSH:GSSG

GSH DHPR

H202
SH 0=sH \ 0=5-6-G
I |

Cys — Cys — Cys

Alta[] de
célcio

Inibigao do
magnésio
2m2NO

GSH

esgotado RyR1

P[O,]

Baixa[]
de calcio

Figura 8.1: RyR1 aberto: aumento inicial da GSH que estimula a glutationilacio dos residuos de cisteina do

RyR1 pelo GSH, diminuindo, por sua vez, a relacio GSH:GSSG e reduzindo a sensibilidade do RyR1 a

inibicao do Mg2*, o que resulta num Ca2* sarcoplasmatico elevado (Figura adaptada de Witherspoon JW,
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Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica

communications. 2016. p. 121)
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Figura 8.2: RyR1 fechado: nao ha glutationilacdo até que a relacio GSH:GSSG seja restaurada, resultando
numa concentracdo de Ca2+ elevada no RS (Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of
RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p.

121)

S-Palmitoilacao

A palmitoilagio é um processo reversivel no qual o acido gordo de palmitato saturado forma
uma ligacio tioéster. A remocao do palmitato do RyR1 diminui a libertacao de Ca2+, uma vez
que este é removido de dois sitios de ligacdo (CaM e FKBP12), que contribuem para o
encerramento do canal. Esta reacdo envolve a modificacdo de, pelo menos, 18 residuos do
RyR1. Estes residuos foram identificados nas regides de interacdo com o DHPR, o CaM e o
FKBP12. (4)

A figura g ilustra este processo no RyRi.
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Figura 9.1: RyR1 aberto: palmitoilacao dos residuos de cisteina do RyR1 pelo acido gordo palmitoil-
CoA, resultando em Ca2* sarcoplasmético elevado (Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG.
Review of RyR1 pathway and associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica

communications. 2016. p. 121)
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Figura 9.2: RyR1 fechado: sem palmitoila¢do, provocando um aumento da concentragio de Ca2* no RS
(Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated

pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)

Grupo 6

O grupo 6 responde a concentrac¢ao de calcio. Este grupo inclui o célcio, o ATP e o magnésio,

que sdo ligantes extracelulares que regulam a atividade do RyR1. (4)

O RyR1 inclui dois tipos de locais para formar ligagoes: locais de ativa¢io ou de inibigdo do

recetor. Os locais de ativagdo sdo designados por A-sites, enquanto os locais de inibigdo sdo
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denominados I-sites. O ATP liga-se aos A-sites, aumentando a probabilidade de abertura do
canal, ao passo que o Mg2+ se liga aos I-sites, promovendo o estado fechado. O Ca2* liga-se a
ambos os locais. A afinidade dos caties aos I-sites nao é afetada pelo ATP, ao passo que o

Ca2* tem um efeito diferente, ligando-se aos A-sites. (4)

Na figura 10 estao esquematizados esses locais de ligacao.

# Sitio de inibigdo
Baixa[] © @ Sitio de ativagéo
de calcio

JCa”
RyR1
Q@
@
@ © Fechado g
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célcio © ® ®
(@]
(@]

Figura 10.1: RyR1 fechado: Ligacdo do Ca2+ nos locais inibitorios e do Mg2+ resultando no fecho do
canal (Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and associated

pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)
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Figura 10.2: RyR1 aberto: ativacao pela ligacdo do Ca2+ nos locais de ativacdo e do ATP resultando na
abertura do canal (Figura adaptada de Witherspoon JW, Meilleur KG. Review of RyR1 pathway and

associated pathomechanisms. Vol. 4, Acta neuropathologica communications. 2016. p. 121)
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Calcio

O recetor apresenta uma reacdo bifasica ao Ca2+ livre. Geralmente, a ativacdo ocorre a
concentracées de calcio de ~0.3-10 uM, no entanto, se estivermos na presenca de
concentracées milimolares de calcio, o canal vai ser inibido. Esta sensibilidade ao Ca2*
assegura que o canal estd normalmente fechado quando esta sob concentracoes de calcio
citosolicas de repouso (50-150 nM) e também pode ajudar a prevenir a ativacdo sustentada

do RyR quando ha concentragoes elevadas de célcio. (2)

Foi demonstrado que o RyR1 possui uma estrutura onde existem dominios de ligacdo Caz*M-
like referidos como o dominio putativo de ligagdo ao Ca2+ que servem como sensores de Ca2+.
Como as hélices S2 e S3 estao localizadas proximas aos supostos dominios de ligacao do Caz2+
e ao C-terminal, acredita-se que estas contribuam para a transmissdo de alteracoes

conformacionais do RyR1, mediadas pelo Ca2*, para a formacao citosoélica do poro. (4)

Adenosina Trifosfato
Quando ligado ao ATP, o RyR1 é ativado, no entanto, esta interacao é afetada pelo Ca2+ e pelo

Mgz2+ e por agentes farmacolégicos, incluindo o dantroleno. (4)

Na presenca de célcio que esta ligado aos locais de ativacao, a afinidade de ligacdo ao ATP
diminui, mas, se estivermos na presenca de calcio que se encontra ligado aos locais de

inativacdo, a afinidade aumenta, mas o nimero de locais para esta possivel ligacao diminui.

Os diferentes locais a onde o ATP se liga ainda estdo por determinar. No entanto, ja foram
identificados potenciais locais: aa699-704; 701-706; 1081-1084; 1195-2000; estes

encontram-se localizados proximos as regides hotspot. (4)

Magnésio

No musculo esquelético, o Mg2+ exerce um duplo efeito inibitério sobre o RyR1, além de
competir com o Ca2* para o sitio de ativacao (A-sites), também se liga a um sitio inibitério de
Ca2+/Mg2+ (I-sites) de baixa afinidade. (18) Apesar de se ligar aos A-sites ndo vai haver
ativacdo do recetor, na verdade, vai provocar um efeito inibitério através da diminuicao da
sensibilidade do RyR1 ao calcio. Sob condic6es normais, a ligacdo do magnésio aos I-sites

inibe a ativacdo do recetor tanto pelo calcio como pelo ATP. (4)

Capitulo 2: Outros possiveis patomecanismos

Libertacio de Ca2+ induzida por sobrecarga de

armazenamento (SOICR)
A libertacdo espontianea de Ca2+ ocorre durante a sobrecarga de Ca2* do RS, um processo

também conhecido como libertacdo de Ca2+ induzida por sobrecarga de armazenamento

(SOICR). (3,19) Este é um mecanismo intracelular pelo qual, quando a concentraciao ou
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quantidade de Ca2* no RS atinge um determinado limite, a abertura dos RyR ¢é desencadeada.

(19)

As alteracoes no limiar do SOICR ocorrem através de modificagdes cronicas ou agudas do
RyR. E importante realcar que a ativacio da propagacio do SOICR esti associada a uma
despolimerizacao da CSQ, o tampao RS Ca2+, e a uma subsequente reducdo do poder do RS

para impedir a fuga de Ca2+. (20)

Foram propostos dois modelos principais para ativar o canal. O primeiro é uma ativacdo
citosblica em que um aumento de Ca2* no citoplasma pode ativar os canais de libertacao de
Ca2*. O segundo é uma ativacao intracelular em que um aumento das concentragoes de Ca2+

dentro do RS desencadeia a abertura dos canais. (19)

Foi demonstrado que os anestésicos volateis, como o halotano potenciam a libertacdo
espontanea de Ca2+ do RS, reduzindo o limiar para o SOICR. Uma vez que as mutagoes RyR1
associadas a Hipertermia maligna/Central Core Disease (MH/CCD) também reduzem o
limiar para SOICR, os individuos portadores de mutacées RyR1 associadas a MH/CCD
seriam mais sensiveis aos anestésicos volateis e aos SOICR induzidos pela cafeina, em

comparacdo com os individuos normais. (21)

Por conseguinte, os anestésicos volateis vao desencadear a libertacido espontanea de Ca2+, a
contragdo muscular descontrolada e uma crise de HM em individuos com mutac6es no RyR1,

diminuindo ainda mais um limiar de SOICR ja reduzido devido a mutacio. (21)

Canal de calcio dependente de voltagem, do tipo L,
subunidade a1S (CACNA1S e Cavi.1)

Um estudo recente identificou um novo mecanismo de regulacao do recetor pelo Cavi.1, a

subunidade formadora de poro do canal de Ca2 tipo L. CACNA1S.

O CACNA1S € necessario para a funcdo normal do musculo esquelético. O CACNA1S codifica
a subunidade alfa 1 do canal DHPR. O gene que codifica o recetor encontra-se no brago longo
do cromossoma 1 (1q32.1) e contém 44 exoOes. Os exbes sofrem splicing alternativo,

resultando em vérias isoformas diferentes do Cav. (22)
A isoforma predominantemente expressa no musculo esquelético é a Cavi.1.

O Cav1.1 ativa o RyR1 durante o acoplamento excitacido-contra¢ao e suprime a libertagio de
calcio mediada pelo RS enquanto o RyR1 estd em repouso. A interrupc¢io desta regulacao
inibitéria do Cavi.1 representa um novo mecanismo molecular para aumentar a

sensibilizacao das células musculares aos estimulos de HM. (3)

Além de mediar a libertacio de calcio, o RyR1 também esta implicado no processo de entrada

de Ca2* no RS. Um desses processos é conhecido como entrada de calcio acoplada a

23



excitacdo, na qual o Ca2+ entra na célula através dos canais Cavi.1 na membrana do tabulo T
em resposta a despolarizacdo da membrana. A entrada de Ca2* ndo sé esta significativamente
aumentada em miotubos que expressam mutagoes do RyR1, como também é suprimida apds

exposicao ao dantroleno. (3)

Atualmente, foram identificadas seis variantes clinicamente significativas do CACNA1S com
associacdo com a HM, estas variantes vao produzir canais Cavi.1 defeituosos, destacando-se
a mutacdo p.R1086H, que interrompe o acoplamento excitacido-contracdo, e a mutacio
p-R174W, que elimina a corrente do tipo L sem afetar o acoplamento excitacdo-contracao.

(22)

RS Ca 2+-ATPase (SERCA)

Durante o relaxamento mediado pelo ATP, os ides Ca2* livres sio bombeados de volta para o
RS, através da acdo da RS Ca 2+-ATPase (SERCA), através da captacdo mitocondrial de calcio
e remocao do mesmo da periferia pelas bombas de Ca2*-ATPase da membrana plasmatica
(PMCA). Além disso, a bomba permutadora Na+/Ca2* também contribui para a diminuicao

da concentracgdo de Ca2+fora das células. (8)

Os recetores de rianodina também auxiliam neste processo, pois quando estamos perante
concentracoes elevadas de calcio no mioplasma, estes terminam automaticamente a

libertacao de Ca2*. (23)

A concentracio de Ca2* citosolico é determinada pela libertacdo sarcoplasmatica de Ca2+ e

pela sua recaptagdo via SERCA. (8;23)

Devido as mutacGes associadas a HM, os agentes desencadeantes da patologia provocam
uma libertagio excessiva de Ca2+ do RS, que pode levar a exaustio energética do SERCA. (23)
Teoricamente, uma atividade reduzida da SERCA pode resultar num nivel elevado de Ca2+
citosolico, devido a um efluxo lento e persistente de Ca2+ para fora do RS, que, de outra
forma, estaria equilibrado pela recaptacdo. Um limiar critico de Ca2+ citosélico pode entdo
ser excedido, levando ao desenvolvimento de uma crise de HM em doentes suscetiveis. Por
este motivo, a modulacao desta ATPase pode desempenhar um papel significativo no
desenvolvimento da HM. Os doentes com elevada atividade da SERCA podem compensar o
aumento da concentracdo de Ca2+, ao passo que os doentes com baixa atividade ndo o

conseguem fazer. (23)

Magnésio

Ha cada vez mais evidéncias que sugerem que alteragdes na regulacdo do RyR1 pelo Mg2+
conferem suscetibilidade a hipertermia maligna. A nivel molecular, as interacoes entre os
subdominios criticos do RyR1 podem explicar o agrupamento de mutagdoes no RyR1 e os

respetivos efeitos na regulacao do Mg2+. (18)
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A ativagdo da DHPR pode influenciar a acdo do Mg2+ citosolico no RyR1: a regido C (725Phe
Pro742) da subunidade a1 do DHPR vai interagir com o RyR1 para iniciar a libertacdo de
Ca2+ durante a contracdo. Experiéncias com RyR1 isolado mostraram que os peptideos da
regido C diminuem a inibicdo do Mgz2+, facilitando a ativacdo por outros moduladores
citosolicos, incluindo o Ca2* e o ATP. Estes resultados sugerem que o evento inicial na
libertacdo de Ca2+ é a diminuicdo da afinidade do Mg2* nos sitios reguladores do RyRi,
desencadeada pelo DHPR ativado. (18)

O Mgz2+ citosoélico também pode estar envolvido na regulacdo do RyR1 pelo Ca2*. Nos canais
isolados de Ca2*, o aumento da concentracdo de Ca2+ induz um aumento da probabilidade de
abertura. Este aumento da carga torna o RyR1 mais sensivel a agonistas como a cafeina. O
mecanismo preciso subjacente a esta regulacdo nao é totalmente compreendido, mas pensa-
se que pode envolver a ligacdo do Ca2* a um sitio regulador no RyR, ou uma acao indireta

envolvendo proteinas acessorias como a calsequistrina, a triadina e/ou a junctina. (18)

Além disso, variacbes patologicas na concentracdo de Mg2* podem influenciar a
probabilidade de desenvolver HM. Sob condicoes fisiologicas, a maior parte do Mgz2+ esta
ligado ao ATP. Dadas as constantes de afinidade publicadas para a ligacdo do Mg2+ ao ATP,
pode-se calcular que uma diminuicao de 15% no Mg2+ total seria suficiente para aumentar a

probabilidade de desenvolvimento de HM ou de aumentar a gravidade da crise. (18)

Interacoes interdominio
As mutagbes enfraquecem as interagdes entre dominios no RyR1, diminuindo a barreira

energética para a abertura do canal e aumentando a libertagio de calcio. (3)

No musculo esquelético, tem-se utilizado um peptideo correspondente a uma regiao no
dominio central do RyR onde ocorrem certas mutacées (DP4-domain peptide 4: peptideo
correspondente aos residuos Leu2442-Pro2477 do dominio central que produz
desestabilizagdo do canal RyR1) para estudar a funcdo do RyR no musculo esquelético. Em
vesiculas RS isoladas, 0 DP4 melhorou a ligacdo do RyR e tornou o mecanismo de libertagio
de Ca2* mais sensivel a ativa¢ao pelo Ca2+. Nas fibras musculares expostas ao DP4, a resposta
a deplecdo de cafeina ou Mg2* foi potencializada, sem que o mecanismo fisiologico de
libertagdo de Ca2* induzido pela despolarizacdo dos tabulos T fosse afetado.

Consequentemente, 0 DP4 imita o fen6tipo HM. (18)

Foi demonstrado que outro peptideo correspondente a regidao Gly2460-Pro2495 do dominio
central (DPc10) aumenta a atividade de ligacdo a rianodina e a sensibilidade do canal a
ativacao de Ca2* em vesiculas do RS. O DPc1o também diminuiu o limiar para libertacao

espontanea de Caz+. (18)

A diminuicdo das interac¢ées interdominio provoca uma diminui¢do na capacidade do Mg2+
rm inibir o canal, conferindo maior sensibilidade aos agonistas e aumentando o CICR

(libertacao de célcio induzida pelo Ca2+). (18)
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Capitulo 3: Mutacoes identificadas

Diagnostico
O IVCT (Teste de contratura in vitro) € o teste gold standard para estabelecer o risco de HM

de um individuo, mas é invasivo, pois necessita de uma bi6psia muscular. (24)

Com base na resposta do miusculo a estimulacao in vitro com halotano e cafeina, os
individuos sao classificados como MHS (ou MHShc) se os seus miusculos responderem
anormalmente ao halotano e a cafeina, MHSh se os seus musculos responderem
anormalmente ao halotano, MHSc se os seus musculos responderem anormalmente a cafeina
ou MHN. (2,24)

Além de ser invasiva, as biopsias musculares podem ser realizadas em adultos sob anestesia
local regional, o que nao desencadeia HM, mas nao em criancas, devido a isso, as bi6psias

musculares diagnoésticas geralmente nao sdo realizadas antes dos dez anos de idade. (24)

Por esta razdo, os testes genéticos moleculares ndo invasivos tendem a ser preferidos,
embora a heterogeneidade genética e o numero relativamente pequeno de mutacgoes
funcionalmente caracterizadas em relacdo ao grande ntimero de variantes potencialmente

patogénicas relatadas até a data, limitam severamente esta abordagem. (24)

Classificacao
Para serem classificadas como patogenéticas, as mutacOes precisam cumprir critérios

especificos definidos pelo EMHG, incluindo evidéncia cientifica de uma relacao causal direta

entre a presenca da mutacao e a alteragio da libertaco de célcio. (24)

De acordo com as diretrizes do EMHG, existem trés categorias de classificagdo das variantes
patogenéticas: forte (PSa, PSb), moderada (PMa, PMb) e de suporte (PPa, PPb, PPc) e trés
categorias de classificacdo das variantes benignas: stand-alone (BAa, BAb, BAc), forte (BSa,
BSb) e de apoio (BPa).

Uma variante patogénica é definida por pelo menos 1 critério PS e 2 critérios PP e uma

provavel variante patogénica é definida por pelo menos 1 critério PM e 2 critérios PP.

Uma variante benigna é definida por pelo menos um critério BA ou 2 critérios BS e uma

provével variante benigna é definida por um critério BS e um critério BP.

Uma variante que nao atende a nenhum dos critérios acima é definida como VUS. (24)

Mutacoes

O papel do gene RYR1 na doenca foi comprovado pela primeira vez pela identificacdo da
mutacdo R615C em suinos. As estreitas semelhancas entre as doencas suinas e humanas sao
adequadamente ilustradas pelo fato de que a mesma mutacao (1840C>T; R614C) foi a

primeira mutacao genética identificada na HM humana. (7)
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A maioria das mutacoes detetadas sdo alteracdes missense. A maioria das mutagdes ocorrem
nas sequéncias de dinucleotideos CpG na cadeia codificadora ou antisense, e
presumivelmente surgiram através da “fixacdo” de pré-mutagoes de incompatibilidade T:G
decorrentes da desaminacao de residuos 5-metil-ci-tidina. Quase todas as mutacgoes ocorrem

no estado heterozigoto, ja o estado homozigotos é muito mais raro. (2,6,7)

Em contraste, apesar da abundancia de alteracoes missense descritas, foram identificadas
sete mutagoes envolvendo delecbes de um ou mais nucleotideos em associacdo com a HM. A
nivel proteico, apenas uma dele¢do resulta numa mutacio frameshift que se prevé resultar
no término prematuro do produto proteico (p.Glng837fsX4838) e que vai afetar o

acoplamento excitacdo-contragao. (6)

A substituicao no intrdo 101, ¢.146461 2,99KbA4G, gera um local de splice que resulta numa
insercdo de 119 pb e no término prematuro do produto proteico com 94 aminoacidos a
jusante do local de insercdo. O produto truncado compreende 4.976 residuos de
aminoacidos, com uma regido C-terminal modificada e desprovida do ultimo dominio

transmembranar codificado pelo exao 102. (6)

O canal RYR1 possui varios locais de ligacdo para ligantes e proteinas. No entanto, as
mutagoes RYR1 descritas até agora para a MH e a CCD nao se sobrepéem diretamente a
nenhum dos sitios de ligagao. (7) A anélise funcional das diversas mutaces mostra que estas
produzem anormalidades no RYR1 que alteram a cinética do canal para a inativac¢ao do calcio
e tornam o canal hipersensivel aos ligantes ativadores de canal, como a cafeina e o halotano,
e pouco sensivel aos inativadores de canal, como o magnésio e a calmodulina, indicando um

ganho de funcao. (2,7)

Estudos realizados em fibras musculares biopsadas de individuos suscetiveis a HM
revelaram um aumento de trés vezes na taxa de pico maximo de libertacdo de calcio, em
relacdo ao musculo normal, enquanto nem a cinética nem a libertacio dependente da

voltagem foram afetadas. (7)

O aumento da sensibilidade a libertacdo de célcio induzida pelo halotano e pela cafeina foi
demonstrado em células HEK-293 transfectadas (ou geneticamente modificadas) com 15
construgdoes mutantes MH/CCD RYR1 localizadas no terminal N/central. Na mesma linha
celular, a expressdo de RYR1 mutado revelou uma maior concentracdo de Ca2* em repouso,
menores reservas de Ca2* no reticulo sarcoplasméatico e uma libertacdo maxima de Caz2+

reduzida em comparacao com o tipo selvagem (7).
Abordando agora algumas das mutacées ja descritas acerca do recetor.

As mutagoes N-terminais R164C e Y523S causam uma fuga grave de Ca2+ do RS, levando a
uma depleco significativa das reservas de Ca2+ e a niveis elevados de Ca2+ citosdlico em

repouso. (21)
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A elevagdo da concentracdo de Ca2+ levou a um aumento gradual e sustentado do Ca2*
citosblico nas células que expressam R164C e Y523S. O aumento sustentado de Caz+
citosolico apos a elevacdo de Ca2* extracelular nestas células mutadas resultou
provavelmente da libertagdo excessiva do ido, levando a deplecdo de Ca2+ armazenado e a
ativacdo da entrada do mesmo operada pelo armazenamento que excede a capacidade de

remocao de Ca2+. (21)

Os estudos funcionais do RyR1 recombinante no sistema heterélogo HEK293 sugerem que as
variantes p.R2336H, p.R2355W, p.E3104K, p.G3990V e p.V48491 do RYR1
produzem uma proteina RyR1 com sensibilidade aumentada ao agonista cafeina. Estes
efeitos de ganho de funcdo sdo consistentes com um papel patogénico na hipertermia

maligna. (25) A variante p.R2355W ja é considerada uma variante patogénica.

As variantes p.Leu13Arg, pThr2i14Met, p.Gly341Arg, p.Asn2342Ser, p.Glu2348del e

Valg849Ile também demonstraram ser hipersensiveis ao agonista em células HEK293-T.

(5)

Além destas, outras quatro variantes, p.Tyr1711Cys, p.Val228olle, p.Asn2634Lys e
p-Arg4737GIn, exibem hipersensibilidade ao agonista 4cmc, consistente com um fenotipo
suscetivel a MH. No entanto, outras duas variantes testadas, a p.Glu2348Gly e a

P-Arg3629Trp ja se parecem comportar como o tipo selvagem. (5)

Das quatro variantes que exibem hipersensibilidade, trés (p.Tyr1711Cys, p.Val228o0lle e
p.Arg4737GIn) foram classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas para
HM. Em relacdo a variante p.Asn2634Lys, esta permanece classificada como de

significancia incerta, pois faltam dados de segregacao. (5)

Em relacdo as mutacées V2461G e V24611, estas vao interromper a ligacdo de FKBP12,

provocando uma diminuicao da libertacao de Ca2+*-dependente de voltagem. (4)

A mutacdo Y5228 no RyR1, embora nfo esteja localizada no sitio de ligagdo RyR1-DHPR,
esta altera a inativacdo do DHPR durante a sinalizacdo retrégrada, onde se verifica um
aumento da libertacdo de Ca2*. Esta mutacio esta localizada no hotspot 1 e resulta na
libertagdo ndo controlada de Ca2+, o que leva a um aumento da producao de espécies reativas
de azoto (RNS). A S-nitrosilacdo, ap6s a producido excessiva de RNS, resulta num aumento
da sensibilidade a temperatura para a ativacdo do RyR1, produzindo contra¢cdes musculares

apos exposicdo a temperaturas elevadas. (4)

A mutacdo R163C provoca um aumento dos niveis de Ca2* sarcoplasmatico em repouso. A
taxa de diminuicdo do Ca2* é retardada de tal forma que a sinalizacao retrograda do RyR1 é
alterada, resultando numa inativacao retardada do DHPR. A oxidagdo anormal dos cistéis do
RyR1 pode estar ligada & desregulagao da S-nitrosila¢ao, que leva a uma perda do Ca2+ do RS,

resultando em varias patologias musculares, incluindo a HM. (4)
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A mutacdo E2880K esta localizada no dominio Bsol, na camada citosélica (CS, residuos 1-
3613) do recetor. A substituicdo do glutamato pela lisina provoca uma alteracao da carga e
resulta em dois conflitos: um com Y2908 e outro com E2876. A estrutura vai acomodar o
aminoacido anfipatico recentemente introduzido e vai provocar uma alteracdo nas interacoes

globais do recetor. (24)

A mutacdo R3772W esta localizada no canal e no dominio de ativacdo do recetor (CAC,
residuos 3614-5027), mais precisamente no dominio Csol, em proximidade com o dominio c-
terminal, que contém o local de ligacao do célcio. Este local é constituido primariamente por
cinco aminoacidos: E3893, E3967, T5001, H3895 e Q3970, e mutacbes neste local ou na
zona circundante podem influenciar a atividade do canal. O residuo R3772, que é afetado
pela mutacio, fica a aproximadamente 24 aminoacidos do local de ligagdo. Enquanto a sua
natureza anfipatica se mantiver, o espaco tridimensional da cadeia lateral do triptofano

podera determinar possiveis conflitos com o residuo His3699 préximo. (24)

Ja a mutacao que afeta o residuo G3806R também se encontra no dominio Csol, mas, neste
caso, esta localizada mais proxima do local de ligacdo do célcio, a 10 aminoacidos do sitio. A
substituicdo de um aminoécido pequeno e neutro, como a glicina, por um residuo maior e
mais hidrofilico, como a arginina, também vai influenciar o ambiente em volta do local de

ligacdo. (24)

Por outro lado, a mutacao K4876R ja reside na porc¢ao inferior do dominio formador do
poro. A substituicdo da cadeia lateral de lisina por um aminoacido com carga positiva e
hidrofilico, como a argina, pode provocar conflitos com os residuos F4885 e K4865, que se

encontram préximos. Este conflito pode levar a um rearranjo dos aminoacidos. (24)

A mutacao I4938T esta presente na parte central do dominio formador de poro e provoca a
substituicdo de um residuo de isoleucina, sem carga e hidrofébico, com a treonina hidrofilica,
que resulta em uma possivel ligacdo H com o residuo Q4933. O aminoacido mutado esta
posicionado entre G4934 e G4941, que sao os dois residuos que compdoem a hélice de
revestimento dos poros S6 e sdo essenciais para o controlo da flexibilidade de S6, muito
importante durante os estados aberto ou fechado do canal. O aumento de residuos
hidrofilicos do poro juntamente com a desestabilizacao feita pela introducdo de ligagdes H
poderia provocar uma transi¢do para a conformacdo aberta e/ou um estado de maior

condutancia. (24)

Por ultimo, abordamos a variante p.Arg3629Trp. Embora esta tenha respondido a
concentracoes mais baixas de 4cmc do que WT, a CE50 nfo atingiu niveis de significancia.
Esta variante reside perto de uma regiao do RyR1, que interage com o DHPR. Como o RyR1 é
expresso em células HEK293-T isoladamente das outras proteinas do miisculo esquelético, é
possivel que o RyR1 que possui esta variante exija a presenca da DHPR ou de outras

proteinas reguladoras para exibir hipersensibilidade funcionalmente significativa. (5)
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Capitulo 4: Identificacao de possiveis linhas
de investigacao para o desenvolvimento de

novos farmacos no futuro

Estdo a ser investigados novos tratamentos alternativos para a HM aguda e crises
relacionadas, nomeadamente: 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-D-ribofuranosideo

(AICAR), derivados do carvedilol, formulagoes alteradas para o dantroleno. (3)

5-aminoimidazol-4-carboxamida-1--D-ribofuranosideo (AICAR)

O AICAR é um ativador da proteina cinase ativada pelo AMP (AMPK), uma cinase que
funciona como um sensor de energia celular ativado pelo aumento da relagio AMP/ATP. O
AICAR é convertido em ribonucle6sido 5-aminoimidazol-4-carboxamida (ZMP) na célula,
onde mimetiza 0 AMP para ativar a AMPK e melhorar a resisténcia muscular sem exercicio
fisico. A ligacdo do AMP a AMPK aumenta a sua fosforilacao na treonina 173, o que leva a

uma ativacao prolongada. (26)

Se nao forem tratados, os ratos morrem apds exposicao a 37 °C durante mais de 15 minutos.
A administracdo aguda de AICAR evita esta morte induzida pelo calor. A administracao da
mesma dose de AICAR, ap6s o inicio das contra¢ées musculares induzidas pelo calor,

impediu a morte em quatro de cinco ratos expostos a 37 °C. (26)

Em relacdo ao seu mecanismo de acdo, o ATP é um ativador conhecido dos RyRs, ao passo
que outros nucleétidos de adenina (ADP, AMP, cAMP, adenosina e adenina) funcionam
como agonistas parciais menos potentes. Uma vez que o AICAR é um precursor do ZMP, este
também pode interagir com o RyR1 no local de ligacdo do ATP. No entanto, o AICAR vai
inibir a atividade do RyR1 na presenca de AMP-PCP (uma forma nao hidrolisavel de ATP).
(26)

O efeito inibitério do AICAR na ligacdo da rianodina sugere que o seu efeito protetor pode
dever-se a uma diminuicao da libertacdo nao controlada de Ca2+ dos canais RyR1 mutados na
presenca de ATP. Para testar esta possibilidade, foi determinada a atividade do canal na
presenca de 1 mM de AMP-PCP e de AICAR. Os canais foram inibidos pelo AICAR na
presenca de AMP-PCP. O AICAR reduziu significativamente a probabilidade de abertura (Po)
dos canais, sobretudo através da diminui¢do do tempo médio de abertura dos canais. Estes
resultados demonstram que o AICAR reduz a atividade do canal RyR1 na presenca de AMP-
PCP. (26)

Também se procedeu a avaliacdo dos efeitos do AICAR na ativacao do recetor dependente de
calcio. O Ca2+regula a atividade do RyR1 de forma bimodal: em baixas concentracgoes, ativa o
canal; em altas concentracoes, inibe a sua atividade. O AICAR nio altera a sensibilidade ao

Ca2*, o que sugere que este ndo impede a EHR (enhanced heat response) diminuindo a
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afinidade do RyR1 ao Ca2*. O AICAR nao teve qualquer efeito na ligacio da FKBP12 ou na

sensibilidade do recetor a cafeina. (26)

Além disso, também se explorou a possibilidade de o AICAR impedir a libertacdo nao
controlada de Ca2+ induzida pelo aumento da temperatura através do RyR1. O tratamento
com 1 mM de AICAR durante 10-20 minutos diminuiu a magnitude da libertacdo dependente
da temperatura e evitou uma diminuicdo do "pool de Ca2+* do RyR1 facilmente libertavel".
Estes resultados sao consistentes com um papel do AICAR na redugao da fuga de Ca2* do

RyR1 na presenca de ATP celular. (26)

Para avaliar os efeitos do AICAR na sinalizagdo Cavi.1-RyR1 durante o acoplamento EC, foi
determinado o efeito de 1 mM de AICAR nas correntes de Ca2+ do tipo L e na libertacao de
Ca2+ do reticulo sarcoplasmatico dependente de voltagem em miotubos WT (wild-type).
Embora o pré-tratamento com 1 mM de AICAR tenha produzido um aumento modesto na
condutincia maxima do canal de Ca2+ do tipo L, ndo houve efeito na dependéncia de
voltagem dessa condutancia ou na magnitude da libertacdo de Ca2* do reticulo
sarcoplasmatico mediada por RyRi1. Assim, concluimos que o AICAR normaliza as

propriedades de libertagdo de Ca2+ aumentadas dos canais RyR1 mutados. (26)

Em relagdo a producdo de radicais livres devido ao aumento da temperatura, o aumento
tanto dos RNS como dos ROS foram evitados com 1 mM de AICAR.

Ambas as isoformas do 6xido nitrico sintetase, eNOS e nNOS, sao ativadas pelo Ca2+ através
da calmodulina no musculo esquelético, sugerindo que o aumento do Ca2+ mioplasmatico é
responsavel pelo aumento da producdo de ROS e RNS. Existem varias fontes potenciais de
producao de ROS no musculo, incluindo as mitocondrias, a NADPH as oxidases (NOX) e a
xantina oxidase. A inibicdo da NOX ou da NOS pelo peptideo gp9i1ds-TAT ou pelo éster
metilico da L-NG-nitroarginina (L-NAME), respetivamente, impediu o aumento da producao
de tanto dos ROS como dos RNS. (26)

No entanto, o pré-tratamento com AICAR (600 mg kg-1 de peso corporal) ndo conseguiu
evitar a morte dos ratos apds a exposicdo a anestésicos volateis, o que sugere que o0s
anestésicos volateis sao um estimulo mais forte do que o calor ou que o mecanismo induzido

pelo calor é diferente da resposta induzida pelos anestésicos. (26)

Carvedilol

O carvedilol é um dos firmacos mais eficazes na prevencio de arritmias em doentes com
insuficiéncia cardiaca. Curiosamente, o carvedilol, um p-bloqueador nao seletivo comumente
utilizado, suprime o SOICR mediado por RyR2 e também inibe o SOICR nestas células

HEK293 mutantes RyR1. (19, 21)
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Recentemente, foi relatado que o carvedilol inibe eficazmente o SOICR em células HEK293 e
em células cardiacas que expressam a mutacdo RyR2 R4496C, causadora da doenca, e

suprime as taquiarritmias ventriculares induzidas pelo stress e evocadas pelo SOICR. (21)

Também foi demonstrado que o carvedilol suprime o SOICR mediado pelo RyR2,

interagindo diretamente com o canal RyR2 e reduzindo a sua duracdo de abertura. (21)

Para avaliar se o carvedilol também é eficaz na supressao do SOICR mediado pelo RyR1i,
determinou-se o impacto do carvedilol no SOICR em células que expressavam mutacgoes do
RyR1 associadas a MH/CCD (R2163H, R2435H e Y4796C). Foi demonstrado que o carvedilol

(30 uM) inibiu substancialmente o SOICR nessas células mutadas. (21)

Além disso, o carvedilol também pode suprimir a libertacao de Ca2+ pela cafeina. Além da
acdo sobre os RyR, também se observou a inibicdo da libertacdo de Ca2* induzida pelo
inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) pelo carvedilol, o que sugere um mecanismo comum a estes

canais de libertacdo de Ca2+ evolutivamente relacionados e conservados. (19)

Em conjunto, estas observacoes sugerem que o carvedilol pode ser potencialmente utilizado
como tratamento a longo prazo para a MH/CCD e outras doencas musculares associadas a

um aumento da SOICR mediada por RyR1. (21)

Dantroleno
Atualmente, o dantroleno é o tratamento farmacolégico de primeira linha para o tratamento
de HM, uma vez que permite restaurar o equilibrio da concentracao de calcio nos miocitos ao

nivel dos recetores RyR. (1)

O dantroleno sbédico (DS) foi inicialmente introduzido como um medicamento
antiespasmoddico oral. No entanto, em 1975, foi demonstrado que o DS era eficaz no
tratamento da hipertermia maligna (HM) e passou a ser o principal fArmaco terapéutico ap6s
administragdo intravenosa. Mais recentemente, tem também sido utilizado no tratamento da

sindrome neuroléptica maligna, da espasticidade, da insolagao e da intoxicac¢do por ecstasy.

(27)

O DS foi originalmente descrito como inibidor do acoplamento excitagdo-contracao dos
musculos esqueléticos. O DS suprime a libertacio de Ca2* pelos RyR1i e RyR3. Por
conseguinte, o DS apresenta efeitos benéficos ndo s6 na HM, mas também em varias
patologias causadas pela quebra da homeostase do célcio (como o acidente vascular cerebral,

a lesdo por isquemia/reperfusio e as doencas neurodegenerativas). (27)

Sabe-se que o farmaco vai inibir o DHPR de uma forma dependente de RyR1 e que também
suprime substancialmente o SOICR em células HEK293 que expressam mutagoes MH/CCD
RyR1 localizadas nas regioes central e C-terminal. Além disso, foi demonstrado que o

dantroleno em reduzidas concentragdes inibe diretamente o canal RyR1, e esta inibicao
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requer a presenca da calmodulina. O dantroleno também consegue suprimir parcialmente a

libertacao de Ca2* do RS induzida por voltagem. (1)

O DS esta disponivel sob a forma de injecao intravenosa e de administragao oral. O DS oral é
muito menos dispendioso do que uma preparacao intravenosa e é geralmente administrado
para tratar a espasticidade. No entanto, o DS demora demasiado tempo a preparar no

contexto clinico devido as suas propriedades quimicas. (27)

Para compensar este inconveniente, foram introduzidas novas preparacoes de DS, tais como

azomolene, Revonto® e Ryanodex®.

O Revonto® tem uma semi-vida de 36 meses, é facilmente administrado em 20 segundos e

trata-se de uma formulacao estéril, nao pirogénica e liofilizada de DS para injecdo. (27)

O Ryanodex® é uma suspensao nanocristalina intravenosa de DS (DSS). As nanosuspensoes
de farmacos sdo dispersdes coloidais submicronicas de particulas puras de farmaco,
estabilizadas por tensioativos, e prevé-se que oferecam novas solucdes para os farmacos

inovadores do futuro. (27,29)

As nanoparticulas dissolvem-se em questdo de segundos ap6s a administracio intravenosa,
proporcionando uma entrega muito mais rapida do dantroleno ao organismo. Os testes
laboratoriais do DSS demonstraram que as particulas se dissolvem rapidamente no plasma a

uma temperatura de 37 °C. (29)

Foi demonstrado que o DSS é tdo potente e eficaz quanto o dantroleno padrao no tratamento
da crise de HM em suinos suscetiveis. Em contrapartida, a preparacio e a administracao do
DSS foram significativamente mais rapidas. Além disso, ndo foram descritos efeitos

secundarios relevantes. (29, 30)

O Azomolene é um analogo do dantroleno, sintetizado através da substituicao do grupo para-
nitrofenilo do DS por um grupo para-bromofenilo. Estas alteracoes quimicas aumentam a
solubilidade em 4gua. O azomolene é equipotente ao DS no tratamento e prevencdo das
manifestacoes clinicas de uma crise de HM secundéria a anestésicos inalatérios ou relaxantes
musculares despolarizantes em doentes suscetiveis de desenvolver esta patologia. A principal

vantagem do Azomolene é a sua elevada solubilidade em agua. (27)

Foi também desenvolvida uma nova formulagido intravenosa de dantroleno, NPJ5008,
utilizando diferentes excipientes, nomeadamente 2-hidroxi-propil-beta-ciclodextrina (HP-f3-
CD) e polietilenoglicol (PEG), de modo a reduzir o tempo de preparacao e administragio e
facilitar intervencOes rapidas em situacoes de emergéncia. Com o NPJ5008, é possivel
reconstituir a mesma dose de dantroleno mais rapidamente e em volumes mais pequenos do

que com o Dantrium1i (observagdes nao publicadas). (28)
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A melhoria da solubilidade do NPJ5008 permite uma preparacdo e administracio mais
rapidas com um volume total de fluido mais pequeno, o que pode reduzir a taxa e a gravidade
das complicagdes nos doentes com hipertermia maligna, incluindo as taxas de mortalidade.
Por conseguinte, o NPJ5008 apresenta uma vantagem clinicamente relevante em relagao ao

Dantriumi no tratamento da hipertermia maligna em doentes de todas as idades. (28)

Discussao

Neste trabalho, foram analisados e compilados varios estudos sobre o recetor RyR1 e os
patomecanismos relacionados com o objetivo de descrever o seu mecanismo de acao e a sua
implicacdo na patologia. Este trabalho englobou no total 30 artigos, dos quais 16 eram

revisoOes e 6 eram artigos de investigacao.

A principal limitacao foi o facto de que este tema ainda é uma area em investigacao. Dado
que existe pouca informacao acerca da estrutura e do patomecanismo deste recetor, seria
importante, para obter uma melhor compreensdo e conhecimento clinico desta patologia
rara, seria benéfico a realizacdo de mais estudos que permitissem uma melhor descricao do

recetor.

Além disso, é importante destacar que o agrupamento das mutacGes em 3 hotspots pode
refletir um viés de descodificacdo, uma vez que, devido ao grande tamanho do gene, a sua
descodificagdo foi mais focada na regido N-terminal (onde a primeira mutacio MHS foi
descrita) e numa segunda regiao central (onde uma série de mutacoes foram identificadas

subsequentemente).

Como referido anteriormente, a incidéncia de episdédios de HM é 1:10.000-1:250.000
anestesias. Apesar de ser uma doenca rara, se nao diagnosticada e tratada com antecedéncia
pode ser fatal. E importante que os servicos de anestesiologia e os blocos operatérios estejam
preparados para abordar esta patologia, sendo obrigatorio a existéncia de protocolos de

atuacdo, que especifiquem os sinais de alerta e as recomendacées referentes ao tratamento.

Atualmente, o dantroleno é o tinico fairmaco conhecido que consegue tratar especificamente
a HM. O seu mecanismo de acdo ainda ndo é completamente compreendido, mas sabe-se
que o farmaco vai inibir o DHPR de uma forma dependente de RyR1 e que também suprime
substancialmente o SOICR em células HEK293 que expressam mutacoes MH/CCD RyR1
localizadas nas regides central e C-terminal. Além disso, foi demonstrado que o dantroleno
em reduzidas concentragGes inibe diretamente o canal RyRi1, e esta inibicdo requer a
presenca da calmodulina. O dantroleno também consegue suprimir parcialmente a libertacao
de Ca 2+ do RS induzida por voltagem. O efeito do dantroleno na libertacdo de Ca 2+ do RS

induzida por voltagem pode também contribuir para os seus beneficios efeitos terapéuticos.

Neste momento, encontram-se em investigacdo novos tratamentos alternativos para a HM

aguda e crises relacionadas (AICAR e derivados do carvedilol).
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Ja foi demonstrado que a administracao aguda de AICAR evita a morte induzida pelo calor
em ratos expostos a 37 °C. No entanto, o pré-tratamento com AICAR nao conseguiu evitar a
morte dos ratos apds a exposicdo a anestésicos volateis, o que sugere que os anestésicos
volateis sdo um estimulo mais forte do que o calor ou que o mecanismo induzido pelo calor é
diferente da resposta induzida pelos anestésicos. Por este motivo, é necessario investir no
estudo deste farmaco para perceber se de facto é possivel tratar crises de Hipertermia

Maligna induzidas pelos anestésicos com este medicamento ou nao.

Em relacio ao carvedilol, este € um dos fArmacos mais eficazes na prevencdo de arritmias em
doentes com insuficiéncia cardiaca. O carvedilol suprime o SOICR mediado por RyR2 e
também inibe o SOICR nestas células HEK293 mutantes RyR1. Este facto sugere que o
carvedilol pode ser potencialmente utilizado como tratamento a longo prazo para a MH/CCD

e outras doencas musculares associadas a um aumento da SOICR mediada pelo RyR1.

Conclusao

De forma sintetizada, as mutacbes no recetor RyR1 resultam numa libertacio constante de
calcio em repouso, num acoplamento defeituoso da contracao e excitacdo e num aumento do

stress oxidativo mitocondrial.

Este recetor é composto por diversas proteinas, mas de forma a permitir uma melhor

compreensio, foi dividido em 6 grupos, cujo resumo se apresenta.

O grupo 1 responde aos potenciais de acao e altera as concentracoes de calcio no interior do

RS e no sarcoplasma, e é composto pelo DHPR pela FKBP12 e a triadina.

O grupo 2 controla a abertura e fecho do canal externamente e internamente, responde a
ativacdo do recetor pelo DHPR, é regulado pela concentracio de calcio no RS. E composto

pelas interacoes interdominio do recetor com a calmodulina.

O grupo 3 regula a sinalizacdo retrograda dependendo da concentragao de calcio no RS e do

estado da calsequestrina de fosforilacao/desfosforilacao.

O grupo 4 responde as alteracGes na concentracdo do cAMP, que esta elevada devido a

libertacao de acetilcolina. Este grupo inclui o FKBP12, a PKA, a PDE4D3 e a PP1.

O grupo 5 responde a alteracbes na concentracdo de oxigénio no musculo e no ratio
GSH/GSSG. Este grupo abrange as modificagoes poés-transducionais (S-nitrosilagdo, S-
oxidacdo, S-glutationilacdo e S-palmitoilacao). Estas modificacbes servem como um on-off

switch da funcao proteica.

O grupo 6 responde & concentracdo de calcio. E composto pelo calcio, o ATP e o magnésio. O
ATP aumenta a probabilidade de abertura do canal, jA o magnésio promove o estado fechado.

No entanto, o calcio tanto pode provocar a abertura como o fecho do canal.
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A maioria das mutagOes detetadas sdo alteracdoes missense. A maioria destas ocorrem nas
sequéncias de dinucleotideos CpG na cadeia codificadora ou antisense, e presumivelmente
surgiram através da “fixacdo” de pré-mutacdes de incompatibilidade T:G decorrentes da
desaminacdo de residuos 5-metil-ci-tidina. Quase todas as mutagdes ocorrem no estado
heterozigoto. A analise funcional mostra que estas mutacoes alteram a cinética do canal para
a inativacao do céalcio e o tornam hipersensivel a ligantes ativadores de canal, como a cafeina
e o halotano, e pouco sensiveis a ligantes inativadores de canal, como o magnésio e a

calmodulina, indicando um ganho de funcao.

Em suma, numa perspetiva futura, é importante investir nas investigacoes desta patologia e
do recetor RyR1, de maneira a serem desenvolvidos novos fAirmacos que permitam tratar a
HM. Além disso, a perce¢do completa do mecanismo do recetor também sera 1til para outras

patologias que o envolvam, como, por exemplo, a Central Core Disease.
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