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A Depressdao Alastrante de Ledo (DA) ¢ descrita como uma supressdo da
atividade elétrica cerebral que se propaga em onda, a partir do ponto de estimulo, para
regides adjacentes do cortex cerebral. Durante esse processo, ocorrem intensas trocas
i0nicas entre os meios intracelulares neuronais e gliais ¢ o meio extracelular. Os
mecanismos de restabelecimento i6nico exercem uma fun¢do importante durante o
fendmeno da DA, sendo responsaveis pela recuperacdo e manutengdo dos gradientes
i0nicos, essenciais para as fungdes celulares. Para estudar a atuacdo desses mecanismos
na propaga¢ao da DA, foram implementados modelos computacionais, a partir da
descricdo matematica de cada um deles, e incorporados a uma rede de compartimentos
intra- e extracelulares representativos de tecidos neuronais. Os mecanismos
considerados no modelo foram as bombas de so6dio e potassio, bombas de calcio,
mecanismos de co-transporte e canais retificadores de potassio. As simulagdes
computacionais de experimentos com retina de ave mostraram o envolvimento desses
mecanismos com o periodo refratario da DA, a velocidade de propagacdo da onda, as
variagOes i0Onicas intra- e extracelulares e, ainda, a relacdo dessas alteracdes com o sinal

optico intrinseco.
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The Ledo’s Spreading Depression (SD) is described as a suppression of the
cerebral electric activity that spreads in waveform starting from the point of stimulus to
adjacent regions of the cerebral cortex. During this process, intense ionic changes occur
between the extra- and intracellular spaces of neurons and glias. The ionic balance
mechanisms play an important role during the phenomenon of SD as they are
responsible for the recovery and maintenance of the ionic gradients that are fundamental
for the appropriate operation of the cellular functions. To study the performance of these
mechanisms on the SD propagation, it was implemented computational models, through
the mathematical description of each one, and incorporated on a net of intra- and
extracellular compartments that represent neuronal tissues. The mechanisms considered
in the model were sodium and potassium pumps, calcium pumps, co-transport
mechanisms and rectifying channels. The computational simulations of experiments
with chick retina showed the involvement of these mechanisms in the refractory period
of SD, the velocity of propagation, the intra- and extracellular ionic variations and the

relation of these alterations with the intrinsic optical signal.
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Capitulo | — Introducéo

A modelagem ¢ considerada uma etapa essencial no conhecimento cientifico e
um meio para deduzir o comportamento futuro e desconhecido de um sistema. No caso
dos sistemas biologicos, a complexidade das descricdes ¢ um fator que limita o
desenvolvimento de modelos. Atualmente, as possibilidades oferecidas pelos
computadores tém aberto novas perspectivas. A manipulagdo de modelos complexos
tem se tornado mais facil, proporcionando o desenvolvimento de investigagdes mais
profundas e detalhadas em modelos matematicos. Soma-se a isso o fato de que os
computadores oferecem a possibilidade de se acessar grandes quantidades de dados, o
que, ha um tempo atras, seria inconcebivel (NEWTON, 1984).

Na Neurociéncia, o uso de modelos para elucidar mecanismos neuronais tem se
expandido consideravelmente nas ultimas décadas. Neurofisiologistas tedricos tém se
utilizado de iniimeras técnicas para estudar andlogos realisticos de membrana, agdes
neuronais individuais e em rede. Questdes ndo acessiveis experimentalmente puderam
ser elucidadas justamente com a aplicagdo da modelagem neuronal.

Um exemplo de aplicagdo de modelos ¢ o estudo da Depressao Alastrante (DA),
fendmeno cerebral que foi descoberto pelo cientista brasileiro, Dr. Aristides Azevedo
Pacheco Ledo (LEAO, 1944a), em estudos dos efeitos da estimulagio elétrica local
sobre as oscilagdes elétricas espontaneas do cortex cerebral em coelhos anestesiados.
Viarios modelos matematicos para propagacdo de ondas em meios excitdveis, como a
DA, tem sido desenvolvidos objetivando uma compreensdo mais genérica da dindmica
deste tipo de sistema (YAN, 1995; BARKLEY, 1991; PLESSER ¢ MULLER, 1995;
FAST e EFIMOV, 1991; DELLNITZ et al., 1995).

A primeira tentativa de se modelar a DA ¢ atribuida a Hodgkin. O modelo era
baseado numa proposi¢io de GRAFSTEIN (1956) de que a liberagdo de K', originada
da despolarizacdo de membranas, em um meio extracelular restrito resultaria em um
movimento de K por difusdo que, por sua vez, produziria uma despolarizagdo das
membranas vizinhas e sustentaria a propaga¢do. Como o modelo ndo foi publicado,
posteriormente, GRAFSTEIN (1963) incorporou as derivacdes de Hodgkin para um
modelo de DA, em termos de um sistema de reacdo-difusdo. Seguindo esta idéia,

TUCKWELL e MIURA (1978) desenvolveram um modelo mais elaborado, baseado em



um sistema de reacao-difusdo para a DA que considera as concentragdes extra- e
intracelulares de K (principal responsavel pela despolarizagdo das membranas) e de
Ca** (responsavel pela a ativacao da liberagdo de neurotransmissores nos terminais de
sinapticos). Posteriormente, TUCKWELL ¢ HERMANSEN (1981) publicaram uma
extensdo do modelo incluindo os ions de Na' e CI". Durante praticamente toda a década
de 80, ndo se registrou qualquer publicacdo de modelos de DA. No entanto, o avango
dos recursos computacionais possibilitou a implementa¢do de modelos mais detalhados
a partir de meados da década de 90, enfocando dois aspectos principais: o
fisiopatologico (REGGIA ¢ MONTGOMERY, 1994 e 1996; REVETT et al., 1998,
RUPPIN et al., 1999, RUPPIN e REGGIA, 2001) e os mecanismos celulares (KAGER
et al., 2000 e 2002, SHAPIRO, 2001, ALMEIDA et al., 2004). No primeiro aspecto, 0s
modelos foram implementados segundo dois principios: incorporagdo dos supostos
processos fisiopatoldgicas da onda de DA na progressdo de lesdes € a modelagem das
caracteristicas basicas da DA em tecidos isquemizados. No segundo aspecto, as
simulagdes tém uma contribui¢do mais precisa. KAGER et al. (2000), modelando
correntes idnicas continuas em um unico neurdnio subjacente a uma atividade epiléptica
e a DA, apontam um possivel gerador do comportamento neuronal epileptiforme e da
despolarizacdo de DA: a realimentacdo de correntes i0Onicas que alteram as
concentragdes de ions, responsavel pela modulagdo das correntes i0nicas e potenciais
transmembranicos. SHAPIRO (2001), por sua vez, apresenta um modelo que incorpora
os efeitos das gap-junctions, os gradientes de potencial citoplasmaticos e as alteragdes
do volume e da osmolaridade. Esse modelo ¢ baseado na proposi¢do de SOMIJEN et al.
(1992) de que a DA se propaga com a abertura inicial das gap-junctions. ALMEIDA et
al. (2004), dando énfase a descricdo do espaco extracelular por meio de equagdes de
eletrodifusdo, onde os ions estdo acoplados pelo campo elétrico, apresentam um modelo
tridimensional de terminais sindpticos para a DA que foi capaz de simular pela primeira
vez a propagacao negativa do potencial extracelular.

O modelo proposto no presente trabalho permite verificar a dindmica das
concentragdes e dos potenciais extracelular e transmembranicos nos terminais sinapticos
e nas glias durante a onda de DA. As descrigdes de mecanismos de recuperagao idnica,
como bombas Na,K-ATPase, bombas Ca-ATPase, mecanismos de co-transporte e
canais retificadores de entrada de K', permitem a simulagdo de manobras experimentais

e a verificagdo de scus efeitos sobre as movimentagdes i0nicas.



Os mecanismos de restabelecimento i0nico exercem uma fungdo importante
durante o fendmeno da DA. Esses mecanismos sdo responsaveis pela recuperacdo e
manutencdo dos gradientes i0nicos, que sdo fundamentais para o correto funcionamento
das fungdes celulares. Dentre os mecanismos, destaca-se a atuacdo das bombas de
Na,K-ATPase e da Ca-ATPase. A Na,K-ATPase ¢ responsavel pela manutengao dos
gradientes ionicos de Na’ e K entre os meio intra- e extracelulares, importante para a
geracdo e propagacdo de potenciais de agdo (GLITSCH, 2001). Essa bomba foi
modelada como um canal i6nico. Esse comportamento foi verificado por ARTIGAS e
GADSBY (2002) por meio da aplicagdo da toxina marinha palitoxina, que interage com
a bomba transformando-a em um canal i6nico. Uma bomba de célcio foi modelada nos
mesmos moldes da bomba Na,K-ATPase. Conforme verificado por FILOTEO et al.
(1997), essa bomba atua removendo o excesso de Ca** do interior de neurdnios.

A atuacdo da bomba Na,K-ATPase é importante para o correto funcionamento
dos co-transportes cation-dependentes que promovem a regulacdo da concentragao
neuronal do CI' (PAYNE et al., 2003). Esse transporte ¢ eletroneutro apesar de operar
contra os gradientes de concentracdo. No co-transporte K-Cl (KCC), o CI' co-
transportado é trocado pelo K', bombeado pela bomba de Na,K-ATPase (TAS, 1987).
No co-transporte Na-K-2Cl, o influxo iénico é mantido pelo Na’ acumulado no meio
extracelular pela bomba Na,K-ATPase (PAYNE et al., 2003).

Os canais retificadores, identificados por KATZ (1949), estdo presentes nas
membranas gliais e atuam retirando o excesso de K do meio extracelular (NEWMAN,
1993) durante a DA. Esse K ¢ armazenando nas glias, mesmo contra o gradiente de
concentragdo. A atuacdo desses canais favorece o mecanismo de spatial buffering glial,

importante durante a fase de recuperagao da DA.

[.1 — Objetivo

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um modelo matematico para simulagao
computacional das dindmicas intracelulares (neuronais e gliais), durante a DA, a partir
de modelos matematicos de terminais dendriticos neuronais e processos gliais
incorporados com mecanismos de eletrodifusdo e recuperagdo dos gradientes idnicos
transmembranicos. A simulagdo das dinamicas i0nicas intra- ¢ extracelulares devera

permitir a reproducdo das caracteristicas principais da onda de DA: o deslocamento



espacial da variagdo negativa do potencial extracelular, o sinal optico intrinseco € o

periodo refratario.

[.2 — Sumario da contribuicao e estrutura do trabalho

Em trabalhos anteriores (TEIXEIRA, 2000, TEIXEIRA et al., 2001, TEIXEIRA
et al., 2002, ALMEIDA et al., 2004), a descricdo compartimentalizada do meio
extracelular consistiu na modelagem das dinamicas idnicas por meio de mecanismos de
eletrodifusdo. O duplo acoplamento entre as espécies idnicas por meio de gradientes de
concentragdo ¢ de potencial permitiu a simulagdo do potencial extracelular. Na
descricdo dos compartimentos representativos dos terminais pré- e poOs-sindpticos, as
correntes através dos canais i0nicos foram simuladas a partir da modulagcdo das
permeabilidades i0nicas pos-sinapticas pelos neurotransmissores em fungdo do influxo
de Ca®" pré-sindptico. Para a recuperagio dos gradientes i6nicos, um inico mecanismo
de bombeamento foi implementado para cada espécie i0nica (blocos em branco do
diagrama da Figura 1.1), representando a atuacdo conjunta dos diversos mecanismos
especificos.

No trabalho atual, os mecanismos de recuperagao dos gradientes idnicos
constaram da bomba Na,K-ATPase, da bomba Ca-ATPase, dos mecanismos de co-
transporte KCC e, ainda, dos compartimentos gliais, incluidos com a representagao do
co-transporte NKCC e dos canais retificadores de entrada de K* (blocos em cinza no
diagrama da Figura 1.1). Além disso, foram implementados os protocolos para as
medidas experimentais e os programas para analise da velocidade de propagagdo da
onda de DA, além da reconstru¢@o do sinal dptico. Por ltimo, foi incorporado o modelo
de transmissao sindptica, desenvolvido a partir de reagcdes quimicas representativas dos

processos elementares da transmissdo sindptica, dependentes do influxo de Ca*".
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Figura 1.1 — Diagrama esquematico das etapas implementadas em trabalhos anteriores

No Capitulo II ¢ feita uma breve revisao do fendmeno da DA, enfocando-se os
No Capitulo III, ¢ apresentada uma revisao critica dos modelos matematicos de
DA publicados na literatura até o momento. Cada modelo ¢ analisado, apontado-se as
vantagens e deficiéncias na simulagdo do fenomeno da DA. Apds essa revisdao, no

Nos Capitulos V, VI e VII, sdo descritas as representagdes dos mecanismos de

O Capitulo VIII ¢ dedicado a descricao de mecanismos de transmissao sinaptica.



Os resultados das simulagdes sdo apresentados no Capitulo IX. A partir da
simulagdo das variagdes i0Onicas intra- e extracelulares, foi possivel simular modulac¢des
sobre os indices de refracdo desses dois meios, permitindo inferir sobre relagdes entre as
componentes do sinal optico que caracterizam as atividades durante o evento da DA e
durante o periodo inter-evento. Esses resultados indicaram que a inducao experimental
de DA, monitorada pelo sinal dptico, seria importante na etapa de validagdo do modelo.
Além disso, a descricdo do mecanismo de neurotransmissdo possibilitou a simulagdo do
periodo refratario da onda de DA. Os experimentos realizados e comparagdes com as
simulagoes a partir do modelo sdo objeto do Capitulo X.

No capitulo XI, sdo apresentados os comentdrios finais a respeito do trabalho
onde se ressalta, como contribuicio do modelo, as simulacdes do deslocamento do

potencial extracelular, do sinal optico e do periodo refratario da onda de DA.



Capitulo Il — A Depresséo Alastrante

O termo “Depressio Alastrante” (DA), cunhado por LEAO (1944a), deriva do
efeito mais evidente quando o fendmeno ¢ observado experimentalmente. Esse efeito
consiste em uma depressdo transiente e localizada da atividade eletroencefalografica,
que se propaga radialmente pelo cortex, a partir do ponto de estimulagio.

Uma das caracteristicas marcantes da DA, registrada por meio de eletrodos, ¢ a
propagacdo lenta de uma onda de potencial negativo no meio extracelular, com
amplitudes em torno de 5 a 30 mV e velocidades entre 2 ¢ 10 mm/min. Um registro
tipico da variagdo lenta do potencial extracelular em cortex, feito por MARTINS-

FERREIRA (1954), ¢ mostrado na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Registro da variagdo lenta de potencial da depressao alastrante em cortex
de pombo. Ordenada: potencial extracelular em mV; abscissa: tempo em minutos

(Extraido de MARTINS-FERREIRA, 1954).

A seqiiéncia de eventos da DA inicia-se com uma intensa despolarizagao de
neurdnios e glias nas regides invadidas pela onda, originando disparos de potenciais de
acdo em alta-freqiiéncia durante 1 a 3 s. Logo em seguida, ocorre um momento de
siléncio neuronal que dura entre 10 a 15 s. Simultaneamente, ha uma falha generalizada
da homeostase i0nica cerebral, um aumento do metabolismo ¢ dilatacao de artérias no
cortex (LEAO, 1944b).

A despolarizacdo neuronal estd associada com “dramaticas” alteracdes na
distribui¢@o i0nica entre os compartimentos intra- e extracelulares (Figura 2.2). H4 um

aumento gradual da concentragdo de K™ no meio extracelular até 12 mM. Quando esse



nivel ¢ atingido, a concentragdo de K™ aumenta abruptamente até atingir 30 a 80 mM. O
aumento descrito na concentracdio de K' é acompanhado por uma queda na
concentragdo de Cl" no meio extracelular de 50 a 100 mM e um decréscimo na
concentracdo extracelular de Na' de aproximadamente 100 mM. Além disso, a
concentracdo de Ca’" extracelular medida durante a DA cai entre 10 e 50% do seu valor
de repouso (NICHOLSON et al., 1977, HANSEN e ZEUTHEN, 1981). O fato mais
“intrigante” no fenomeno da DA ¢ a absoluta reversibilidade das intensas alteragcdes

entre os meios intra- e extracelulares.

1.2
0.3

0.1
79
65
95
185
65

N 50
30s mM

Figura 2.2 — Alteragdes i6nicas durante a DA no cerebelo de rato. Todas as escalas de

amplitude sdo logaritmicas (extraida de NICHOLSON, 1984).
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A saida de uma grande quantidade de NaCl do interior das células poderia
resultar em uma entrada de 4gua de acordo com os gradientes osmoticos, induzindo o
inchago celular como sugerido por VAN HARREVELD (1959), e na redugdo transiente
do meio extracelular (NICHOLSON e KRAIG, 1981, VAN HARREVELD e
KHATTAB, 1967). Essa redu¢do de volume seria a provavel causa do aumento da
resistividade do meio extracelular observado em neocortex intacto (HOFFMAN et al.,
1973) e pelas alteragdes no espalhamento de luz na retina (MARTINS-FERREIRA e
OLIVEIRA CASTRO, 1966). FERREIRA-FILHO ¢ MARTINS-FERREIRA (1982)
observaram um aumento da impedancia do tecido com a redugdo da concentragdo

extracelular do Na' e do CI', juntamente com a diminui¢do de volume. A redugdo do



volume extracelular poderia também acentuar os efeitos de um ion e as interagdes
mediadas por correntes através do meio extracelular devido ao aumento da resistividade
do meio. A dispersdo de elementos neuroativos de seus receptores poderia ser
amenizada devido a reducdo de espaco e talvez a um aumento da tortuosidade
(SCHWARTZKROIN et al., 1998).

Depois da ocorréncia da DA, hd um periodo refratario, durante o qual o tecido
nervoso nao ¢ capaz de sustentar uma nova onda. Esse periodo ¢ seguido por um retorno
gradual as condig¢des iniciais (MARTINS-FERREIRA, 1994). A recuperacdo total do
tecido pode levar de 20 a 30 min (MARTINS-FERREIRA ¢ DO CARMO, 1987).

As ondas de DA apresentam propriedades similares as dos potenciais de agao

que ocorrem em axonios de neuronios, sendo elas (TUCKWELL e MIURA, 1978):

a) ambos sdo aproximadamente fendmenos do tipo “zero ou um”;

b) propagam-se com velocidade e forma aproximadamente constantes;

¢) envolvem despolarizacdo de membranas;

d) exibem propriedades de espalhamento de luz;

e) possuem ondas multiplas, geradas a partir de um estimulo forte e sustentado;

f) apresentam a propriedade de aniquilagao quando uma onda colide com outra.

Tanto a DA quanto os potenciais de acdo dependem de fluxos i0nicos através da
membrana neuronal. No entanto, existem diferencas qualitativas e quantitativas

importantes que devem ser ressaltadas:

a) as escalas de tempo e espago sdo maiores para a DA;

b) a propagacdo da DA parece ser dependente principalmente de fluxos i6nicos
através de membranas sinapticas, com alguma contribui¢do de membranas
ndo-sindpticas, enquanto que os potenciais de agdo propagam-se por fluxos
através de membranas ndo-sinapticas;

c) a propagacao das ondas de DA provoca alteragdes consideraveis nas
concentracdes do meio extracelular, enquanto que durante a passagem do
potencial de agdo as alteragdes sdo desprezivesis;

d) os mecanismos de transporte ativo sdo, provavelmente, essenciais para a fase
de recuperacdo da DA, mas sdo insignificantes na fase de repolarizacdo do

potencial de agdo.



Inimeros trabalhos demonstram que a DA pode se desenvolver em diferentes
tecidos neuronais, em particular na retina de vertebrados, tendo sido registrada pela
primeira vez, em retinas de sapo, por GOURAS (1958). A primeira descri¢do das
alteragdes Opticas, no entanto, foram realizadas por MARTINS-FERREIRA e
OLIVEIRA CASTRO (1966) em retinas de aves. Uma seqiiéncia tipica do
espalhamento de luz durante a passagem da onda de DA em retina ¢ mostrada na Figura
2.3. A linha de base (Ir) corresponde a intensidade de luz espalhada em uma regido ndo
afetada pela DA. No curso da seqiiéncia, a intensidade de luz apresenta dois minimos
(fases a e C) e dois maximos (fases b ¢ d). Em alguns experimentos, a fase a, que tem
uma duracdo de uns poucos segundos, ndo aparece.

MARTINS-FERREIRA e OLIVEIRA CASTRO (1966) e MARTINS-
FERREIRA (1983) concluiram que as fases b ¢ d do sinal 6ptico possuem propriedades
diferentes, e, portanto, estas fases refletem mecanismos distintos durante a onda de DA.
A fase b estaria mais relacionada com a forte movimentagdo idnica na frente de onda,

enquanto que a fase d estaria mais relacionada com o metabolismo do tecido.

Figura 2.3 — Dinamica temporal do espalhamento de luz durante a DA em retina de ave.
Ir ¢ a intensidade do espalhamento de luz na retina em regido ndo invadida pela onda de
DA. Forma padrao da seqiiéncia do espalhamento de luz na retina mantida em solucdo

nutriente (adaptada de MARTINS-FERREIRA e OLIVEIRA CASTRO, 1966).

A retina ¢ um tecido nervoso com camadas bem definidas, sendo comparavel a
outras estruturas cerebrais, como, por exemplo, a regido CAl do hipocampo (Figura
2.4). Dessa forma, a retina ¢ considerada um 6timo modelo de cortex para observagdo
da propagagdao de ondas de DA (OLIVEIRA CASTRO e MARTINS-FERREIRA,
1971).
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Camada Ganglionar
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estrato radiatum Camada Nuclear Interna

| Camada Plexiforme Externa
Camada Nuclear Externa
| Camada Fotoreceptores
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molecular

A B
Figura 2.4 — Comparacao entre os niveis de estratificacdo da regido CA1 do hipocampo

e da retina. A) Estrutura estratificada da regido CA1 de hipocampo de rato (modificada
de STRAESSLE et al., 2003). B) Imagem digitalizada das camadas da retina de ave
(Modificada de LADEWIG et al., 1998).

A DA na retina ¢ semelhante a DA cortical sob muitos aspectos, dentre os quais

destacam-se (MARTINS-FERREIRA, 1983):

a) variagdo negativa e lenta de potencial extracelular com amplitudes e
constantes de tempo similares;
b) aumento reversivel na impedancia elétrica com caracteristicas similares;
c) velocidade de propagacdo na mesma ordem de magnitude;
d) existéncia de periodo refratario da ordem de minutos;
e) susceptibilidade da preparagao da DA na dependéncia da razao de
[K')/ [Mg%] no meio extracelular;

f) wvariacao de volume do tecido durante a reacao.

Estas propriedades fazem da retina um bom modelo de tecido cortical, com a
vantagem de se poder observar, a olho nu, alteracdes em suas propriedades Opticas
durante a passagem da onda (MARTINS-FERREIRA, 1994, RIBEIRO ¢ MARTINS-
FERREIRA, 1994).

A observacgao direta do espalhamento bidimensional ¢ apenas uma das vantagens
em preparagdes experimentais do fendmeno em retinas isoladas. Outra vantagem ¢ a
estrutura laminar com camadas de neuropilos e corpos celulares muito bem definidas. A
espessura da retina de ave ¢ compativel com a de uma fatia de tecido neuronal e a
camada plexiforme interna ¢ convenientemente larga (100 um de espessura), o que

facilita a observagdo. A retina de aves ¢ desprovida de vasos sangiiineos ¢ barreiras de
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resisténcia mecanica elevada (MARTINS-FERREIRA, 1983). A auséncia de vasos
indica a existéncia de um sistema de distribui¢do de nutrientes pelas camadas da retina
que favorece a movimentacdo de fluidos em uma interface com o meio de perfusdo
(MARTINS-FERREIRA, 1983).

Devido a localizagdao anatomica de seus componentes celulares, ¢ possivel isolar
as camadas de tecidos nervosos sem grandes danos. Sua transparéncia ¢ uma
propriedade que permite averiguar o estado da retina durante os experimentos. Sob
condigdes de equilibrio homeostatico e sem lesdes, a retina apresenta-se transparente.
Lesdes mecanicas ou quimicas sdo facilmente detectadas como pontos opacos
(MARTINS-FERREIRA, 1994).

Na retina de ave, a principal célula glial presente ¢ a célula de Miiller, que se
apresenta disposta radialmente e atravessa todas as camadas (Figura 2.4). Cada célula
possui uma arvore dendritica extensa e complexa em relacdo a um eixo longitudinal

passando pelo seu soma (NEWMAN, 1989, LADEWIG ef al.,1998).

TS ey
ETHI

Figura 2.4 — Células de Miiller da retina de ave (modificada de NEWMAN, 1989);

Quando imersa em uma solucdo apropriada, descrita por MARTINS-
FERREIRA (1983), a retina ¢ capaz de sustentar ondas de DA durante varias horas,
propagando-se uniformemente em varias dire¢des, desde que os estimulos sejam
aplicados em intervalos de tempo adequados.

A olho nu, a DA apresenta-se como uma onda de propagacdo leitosa, que ocorre
devido as alteragdes no espalhamento de luz durante a rea¢dao, com o centro no ponto de
estimulacdo, como pode ser visto pela Figura 2.5. A frente de onda ¢ acompanhada por

alteracdes locais de potencial em cada parte invadida da retina, caracteristica da DA
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(MARTINS-FERREIRA e RIBEIRO, 1995, RIBEIRO ¢ MARTINS-FERREIRA,
1994),

Figura 2.5 - Imagem do sinal dptico de uma onda espiral de DA em retina de galinha da

espécie Gallus gallus (extraida de DAHLEM e MULLER, 1997)

Da mesma forma que no cortex, durante a DA na retina ocorre um aumento
reversivel da concentracio de K e um decaimento nas concentracdes de CI', Na' e
Ca”", juntamente com alteracdes do pH do meio extracelular, concomitantes com uma
varia¢do lenta de potencial, caracteristica da onda, que acompanha as alteracdes das
propriedades Opticas. Segundo MARTINS-FERREIRA (1994), ¢ na camada plexiforme
interna da retina que as alteracdes no espalhamento de luz sdo mais intensas e as
variagdes de [K'],, juntamente com as varia¢des de potencial, sdo maximas, durante a
DA. Nessa regido, ocorre uma despolariza¢do predominante das células ganglionares e
de células amacrinas que acabam perdendo a capacidade de resposta induzida por luz.
Essas respostas ainda estio presentes nas células horizontais ou receptores.

Segundo MARTINS-FERREIRA (1983), a onda de DA em retinas de ave pode

ser deflagrada por inimeros estimulos, dentro os quais destacam-se:

a) estimulos quimicos (aplicagdes de KCl, Glutamato ou ACTH, por exemplo);
b) estimulos mecanicos;

¢) estimulos elétricos;

d) estimulos fisiologicos (intensa estimulagdao neuronal);

e) ultra-som;
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f) estimulo Optico, se a suscetibilidade da retina for aumentada (por exemplo,
perfundindo a preparagdo da solu¢do nutriente normal contendo 6,0 mM de

KCl, 0,5 a 1,0 mM de MgCl,, saturado com O; a 100%).

De forma geral, a maior parte das hipdteses existentes para explicar a DA
baseia-se na liberacdo macica de algumas substancias do interior de neurdnios para o
meio extracelular. Uma vez liberadas, essas substancias podem atingir as células
vizinhas, por meio de difusdo, causando liberagdo das mesmas e, assim, estabelecendo a
primeira etapa do processo de propaga¢do da onda. Segundo MARTINS-FERREIRA e
DO CARMO (1987), além de K' e glutamato, neurotransmissores (inibitorios ou
excitatorios) provavelmente participam do processo.

A primeira sugestdo sobre o mecanismo de propagacdo da DA, proposta por
GRAFSTEIN (1956), baseava-se na liberagdo maci¢a de K* do interior dos neurénios,
durante disparos de potenciais de agdo, provocando o influxo de Na" através dos canais
dependentes de potencial. A atividade de disparo poderia elevar a concentragio de K"
no meio extracelular at¢ um certo limiar que, por difusdo, seria o suficiente para
provocar a despolarizacdo de membranas neuronais adjacentes. Dessa forma, esses
neurdnios liberariam mais K', até que a inativagdo suprimisse os disparos.

No entanto, a hipdtese de Grafstein foi questionada com os experimentos de
TOBIAS e NICHOLSON (1982), que verificaram que a DA se propaga em cortex
tratado com tetrodoxina (TTX). Essa droga atua inibindo a ocorréncia de potenciais de
a¢do por meio do bloqueio de canais de Na'.

Uma hipotese alternativa havia sido proposta por VAN HARREVELD e
FIFKOVA (1970), na qual o glutamato, uma substincia neurotransmissora excitatoria,
exerceria o papel inicialmente atribuido ao K'. A liberagdo de glutamato produziria um
aumento na permeabilidade de Na" das membranas locais, provocando o influxo de Na"
e CI, juntamente com agua. A 4gua restauraria o equilibrio osmético, aumentando o
volume celular e comprimindo o meio extracelular. A liberagdo de K poderia ocorrer
como um fendmeno secundario durante a despolarizagdo. Esta idéia foi baseada
inicialmente na observagdo de VAN HARREVELD (1959) de que o limiar de
concentragdo para a deflagragdo da DA no cortex de coelho era muito menor para o
glutamato do que para o KCI quando aplicado topicamente.

No entanto, DO CARMO e LEAO (1972) constataram que aplica¢des topicas de

glutamato apenas poderiam causar DA em coelhos e ratos quando acompanhada de
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estimulagdo mecanica, ao contrario do que ocorria com aplicacdes topicas de KCI. Isso
levou outros autores (BURES et al., 1974) a acreditarem que o glutamato ndo ¢ a
substincia primaria na DA e que essa funco pertence realmente ao K'. Um estudo
posterior, feito por FIFKOVA ¢ VAN HARREVELD (1974), tenta explicar os achados
de Do Carmo e Ledo, mostrando que a capacidade do glutamato em deflagrar a DA era
afetada pela idade do animal. De acordo com a revisao de SOMJEN (2001), o limiar de
deflagra¢do diminui com o aumento da idade. Em cortex de coelho ou rato a capacidade
de se sustentar ondas aparece entre a 10* e a 25* semanas, dependendo da regido. Na
verdade, a razdo ¢ que o glutamato ndo ¢ eficiente na penetragdo das camadas superiores
do coértex, ndo atingindo, dessa forma, as células nervosas em uma concentragao
suficiente para dar origem a onda de DA (TUCKWELL e HERMANSEN, 1981).

Mais tarde, VAN HARREVELD (1978) sugeriu que ha dois tipos de DA, uma
mediada por K (K-based) e outra por glutamato (glutamate-based). Segundo o autor, a
DA mediada por K™ ocorreria na retina de ave sob circunstancias especiais, onde a DA
mediada por glutamato fosse interrompida por ions de Mg®" e a concentragio de K’ na
solu¢do de perfusao fosse maior.

Viarios investigadores propuseram que a DA seria causada pela liberacao
simultdnea e maci¢ca de transmissores tanto inibitorios quanto excitatorios (SOMJEN,
1973, MORI et al., 1976, TUCKWELL E MIURA, 1978, NICHOLSON et al., 1981).
Esse mecanismo poderia permitir a movimentagdo iOnica através de canais sub-
sinapticos ao longo dos gradientes eletroquimicos.

SOMIEN et al. (1992) propuseram que um aumento inicial dos fluxos através de
gap-junctions deflagraria ondas de DA. Seguindo essa idéia, LEIBOWITZ (1992)
propds que o mecanismo fundamental para propagacdo das ondas de DA ocorreria no
compartimento glial. As glias do sistema nervoso de vertebrados seriam acopladas por
gap-junctions. As propagagoes por longas distancias seriam, entao, mediadas por um ou
mais mensageiros quimicos que atravessariam as gap-junctions gliais. Essa hipotese de
propagacao citoplasmatica prediz que um bloqueio seletivo e completo de todas as gap-
Jjunctions gliais poderia fazer com que o tecido nervoso fosse incapaz de suportar a
propagacao de DA. A DA no escopo do tecido nervoso seria impossivel de ocorrer na
auséncia de funcdo glial.

Entretanto, LARGO et al. (1997a) atribuiram a interdi¢do da propagacao da DA
por hetanol e octanal ao bloqueio de gap-junctions entre neurénios € nao entre glias,

pois os bloqueadores seletivos de glias, como o fluoracetato ou o fluorcitrato, falharam
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em suprimir a DA ou prevenir a sua propagacao (LARGO et al., 1996, 1997a, 1997b).
Tem sido especulado que, durante o inicio da DA, a 4dgua penetra nas células
provocando a abertura de gap-junctions neuronais sensiveis a estiramentos (SOMJEN e¢
al., 1992).

Apesar dos varios trabalhos publicados sobre a DA nesses 60 anos, desde seu
descobrimento, com diferentes protocolos experimentais € nos mais diversos tecidos
neuronais, ainda ndo foi possivel estabelecer um consenso quanto aos mecanismos de
deflagragio e propagacio da onda de DA. E nesse contexto que a modelagem neuronal
se insere, contribuindo na interpretagdo dos resultados experimentais e permitindo o

acesso simultaneo a multiplas variaveis o que €, experimentalmente, inviavel.
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Capitulo Ill —= Modelos para a Propagacao de Ondas de
Depresséo Alastrante

Modelos matematicos baseados em parametros fisioldgicos constituem uma
ferramenta importante no entendimento de fendmenos complexos como a DA. Os
primeiros modelos, no entanto, baseavam-se exclusivamente em um sistema de reagao-
difusdo. Com a ampliacdo dos recursos computacionais, modelos mais recentes € com
maior nivel de detalhamento tém se focado na descricdo dos mecanismos celulares.
Neste capitulo, serd apresentada uma revisdo dos principais modelos matematicos da

DA publicados na literatura.

[11.1 — Modelo de Hodgkin-Grafstein

Este modelo baseava-se na proposicio de GRAFSTEIN (1956) de que a
liberagdo de K, durante disparos de potenciais de agdo, em um meio extracelular
restrito produziria a despolarizagdo de membranas neuronais vizinhas por meio da
difusdo de K'. Essa despolarizagdo provocaria a liberagdo de mais K™ do interior dos
neurdnios, sustentando, assim, o processo de propagacao da onda de DA (GRAFSTEIN,
1963).

O modelo ¢ constituido por uma unica equacdo de reacdo-difusdo da
concentracdo extracelular de K. Esta equagdo prevé o aumento da concentragio de K"
durante a DA mas ndo o retorno aos valores de repouso. Para descrever a recuperagdo
seria necessario incluir um segundo termo, de retorno, na equagdo. Neste modelo, a

equacdo de reagdo-difusdo ¢ dada por:

ak*l, , OIK, .
=D (K, 3.1)

Esse tipo de reagdo-difusdo ¢ denominado equacdo bi-estivel (KEENER e
SNEYD, 1998). O primeiro termo da equacio representa a difusdo extracelular de K"
governada pela 2* Lei de Fick, onde Dk é o coeficiente de difusdo para K. O segundo

termo da equagdo ¢ um polindmio de 3* ordem que descreve a homeostase para uma
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concentragdo de repouso K, entre 3 ¢ 4 mM, um limiar de disparo K, entre 12 ¢ 20 mM

e uma magnitude maxima K,, entre 25 ¢ 60 mM. O termo f([K+]0) ¢ dado por:

_(X7],-K,)- (K, -[K"],)-([K"], - K,)

e (3.2)

SIK'1,)

onde ¢ é uma constante de tempo. Um exemplo de forma de onda f{[K'],) é mostrado na

Figura 3.1:
1 -
—~05
b \Kr K Ko
0 5 10 15 20 25 30 35 40
[K*], (mM)

Figura 3.1 — Simulacio do termo de sustentacio da homeostase de K'. K, representa a
concentragdo de repouso K; o limiar de disparo e K, a magnitude maxima da

~ +
concentragao de K.

I11.2 — Modelo de automatas celulares

O modelo proposto por RESHODKO e BURES (1975) descreve a DA em
termos da teoria de automatas celulares. Neste modelo, o tecido cortical ¢ modelado por
meio de uma matriz de células interconectadas. Cada célula se encontra em um dos trés
estados possiveis: quiescente, que descreve a célula em estado de repouso, deprimido,
que indica que a célula foi atingida por uma onda de DA, ou refratario, onde a célula
sofreu a acdo da onda de DA e ndo ¢ capaz de sustentar outra onda. Os Unicos
parametros de entrada sdo as conexdes entre células e a duragdo dos estados deprimido e
refratério.

Nao ha como estabelecer uma ligacdo entre esses parametros com os parametros

relativos aos fluxos idnicos, pois o modelo ndo permite qualquer tipo de interpretacdo
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fisiologica e representa, unicamente, o comportamento dindmico da DA. No entanto, o

modelo proporciona uma estrutura para descricdo de fendmenos em meios excitaveis.

[11.3 — Modelo de Tuckwell

TUCKWELL e MIURA (1978), utilizando as consideragdes fisiologicas para
ondas de depressdo alastrante (DA), propuseram um modelo matematico para o
fendmeno. As variaveis levadas em consideracdo sao a concentragdo extra- ¢
intracelular dos ions K e Ca*", juntamente com substancias transmissoras excitatorias e
inibitorias. O modelo ¢ capaz de exibir o fendmeno de ondas solitirias e o
aniquilamento de ondas.

A Figura 3.2 mostra uma representagao esquematica do modelo simplificado de
DA, proposto por TUCKWELL e MIURA (1978), onde figuram apenas os ions de K,
principal responsavel pela despolarizagio da membrana, e de Ca**, que ativa a liberagdo
de neurotransmissores. As correntes de Ca®" sdo levadas em consideracio na medida em
que elas afetam a liberacdo de neurotransmissores. Os mecanismos de transporte ativo
(bombas) estdo localizados tanto em membranas pré- quanto poOs-sindpticas € sua

principal fun¢do € restaurar a distribuicdo normal de ions.

ra ~ r -
-~ e - n

- T e L - == u

—____Espago Extracelular____

Neurdnio Pdssinaptico
K+

Bomba

terminal
présinaptico

Figura 3.2 — Representacdo esquematica dos detalhes anatomicos e fisiologicos do
micro-sistema no qual o modelo simplificado de DA ¢ baseado (adaptado de

TUCKWELL e MIURA, 1978)

Neste modelo, admite-se que as membranas pré- e pos-sinapticas assumem oS

mesmos potenciais. Essa simplificacio tem como base a proximidade entre as
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membranas e o fato de que o potencial transmembranico ¢ determinado principalmente
pela variacdo de concentragdo no meio extracelular. O modelo ¢ constituido por um
sistema de equacdes de reacdo-difusdo, com fontes e sorvedouros para os ions
extracelulares (equagdo 3.3), e equagdes diferenciais de primeira ordem para os ions

intracelulares (equagao 3.4):

oACy, _, DACL,

Py =D, e +G, - Vm=V)+¢ (3.3)
a[c]z _ 1% . . _ el

e IR A (3.4)

onde [C], e [C]; ¢ o valor de concentracdo do ion C no meio extra- e intracelular,

respectivamente, G, a condutancia, Vm, o potencial transmembranico e V¢, o potencial
de Nernst do fon C. O termo D, -8°[C], /0x provém da 2* lei de Fick que descreve o
movimento de difusdo de particulas. O termo G¢ - (Vm — V¢) representa a contribui¢ao
dos transportes passivos e ¢3C, a contribui¢do dos transportes ativos aos fluxos i6nicos,
através da membrana. A taxa de troca entre os meios € obtida por meio da aplicacdo de
fator de escala -/ (I - &), onde « ¢ a fracao de volume do meio extracelular (= 0,2).
A taxa de liberagio de neurotransmissores, é proporcional ao influxo de Ca®’,
sendo a condutincia de Ca’", G¢,, fungdo do proprio potencial transmembranico do

terminal pré-sinaptico (equacao 3.5).

or,
ot

o« G, -(Vm=V,), (3.5)

onde Ge, = g, (1 + tanh[pg(Vm + Vy)]), com g,=0,039 cn/s, p,=0,11 mV"' e
Ve=45,0 mV. A abertura e o fechamento de canais i6nicos sdo modulados
indiretamente pela corrente de Ca>" que provoca a liberagdo de neurotransmissores na
fenda sinaptica.

Reescrevendo-se as equagdes 3.3 e 3.4 para K™ e Ca”* e modulando a abertura
dos canais de K™ em funcdo da taxa de liberacdo de neurotransmissores (equagdo 3.5),

tem-se:
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oK1, . OUK']

¢ =Dy 2t Gy - VM=V )] (Vm =V, )+ §* (3.6)
ot ox
O[K*1. a A
K @y, [Go V=V V=V, ) 4 6¥) (3.7)
ot -«
d[Ca™] 0’[Ca™], ~Ca
—OZDCu'—2(+pCa'GCa'(Vm_VCu)+¢ (3.8)
ot ox
o[Ca™ ], a ~ca
[ J == '[pCa -G, '(Vm_Vca)+¢C 5 (3.9)
ot -«

onde px € pc, sdo fatores de multiplicacdo das condutancias. Forma-se, portanto, um
sistema de duas equagdes de reacdo-difusdo para concentragio de K™ e Ca”*" no meio
extracelular acopladas com um sistema de duas equagdes diferenciais ordinarias para as
concentragdes intracelulares.

O potencial transmembranico € calculado por meio da equacao de Goldman-
Hodgkin-Katz (GHK) (equagdo 3.10) simplificada, e aplicada considerando-se a uma
temperatura de 37°C:

Vin=58,0-log, | 5o T | (3.10)
[K].+0

J A . \ ~ +
onde as constantes y e o contém os pardmetros relacionados as concentragdes de Na' e
CI, as quais, por simplificag¢do, foram consideradas constantes.
Os potenciais i06nicos sdo calculados por meio da equacdo de Nernst (equagdes

3.11 ¢ 3.12):

K]
V, =58,0-log,| 3.11
% ([K ],) G1D
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|4 - -9
Ca [Ca2+]

i

- 29,0-10g10[[ca2+]”J (3.12)

. ;. . + +
O gradiente eletroquimico provoca um influxo de Ca*" ¢ um efluxo de K'. Para
. . . r +
uma bomba que retorna ions do meio extra- para o intracelular, como ¢ o caso do K', o

fluxo da bomba de K" ¢ dado por:
df =" -A—exp(=r" -(K"], ~[K" 1N+ /™, (3.13)

n r ~ + . ’ . K
onde ¢* ¢ o fluxo de concentragdo de K" referente ao meio extracelular (indice o), /™ e

K ~ o, ~ , . .
¥ sdo constantes positivas € [K*]* a concentragio de potdssio em repouso. O sinal

negativo da constante /* indica que a bomba diminui a concentragio no meio
extracelular. /% ¢ a constante de bombeamento em regime permanente. O controle da
bomba ¢ feito pelo nivel de concentracao extracelular.

Para o Ca®” a bomba deve atuar provocando um efluxo desse fon, ou seja, o

controle da bomba ¢ feito em fun¢do do nivel de concentragdo intracelular. Assim,

~

4, =1 - (—exp(=r - ([Ca"], = [Ca" ]} )+ £ (3.14)

Com este modelo, os autores conseguiram descrever um fendmeno de
caracteristicas similares a propaga¢do de ondas de DA em meios excitaveis. As
velocidades obtidas variavam entre 1,0 a 2,9 mm/min com uma magnitude da onda de
K" em torno de 15 a 20 mM e uma variagdo no potencial de membrana de 20 mV
(TUCKWELL, 1980, 1981).

Posteriormente, TUCKWELL e HERMANSEN (1981) publicaram uma
extensdo do modelo envolvendo os ions de Na', K*, CI" e Ca*", além da descrigdo da
atuacdo de duas substancias neurotransmissoras, uma excitatoria e outra inibitéria, que
poderiam ser o glutamato ¢ o GABA (4cido gama-aminobutirico), respectivamente.
Diferentemente do modelo anterior, as substincias neurotransmissoras S3o
explicitamente representadas por equagoes de reacdo-difusdo proprias.

Como nao havia modelos para a ligacao de glutamato ou GABA a receptores, os

autores consideraram que a maneira com que €SsSses neurotransmissores provocam a
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alteragdo das condutancias iOnicas era similar aquela proposta para a acetilcolina
(KATZ e THESLEFF, 1957, KATZ ¢ MILEDI, 1973). Dessa forma, considerou-se a
probabilidade por unidade de tempo de que um receptor esteja ligado a um
neurotransmissor, a probabilidade de que um receptor no estado TR (Transmissor-
Receptor) torna-se refratario e a probabilidade de que um receptor deixe de ser
refratério.

Esse modelo foi capaz de prever a deflagracdo de ondas de DA tanto para a
aplicagao de KCl quanto de glutamato. Observou-se que o nivel de limiar do glutamato
¢ muito menor do que para K'. Além disso, a formacdo da onda de glutamato precedeu
a formagdo da onda de K'. No entanto, ¢ provavel que, com diferentes intensidades dos

mecanismos de recuperagdo, a ordem de ocorréncia das ondas de DA se inverta.

[11.4 — Modelo fisiopatoldgico

REGGIA e MONTGOMERY (1994, 1996), REVETT et al. (1998), RUPPIN et
al. (1999) e RUPPIN e REGGIA (2001) tentaram relacionar modelos tedricos
simplificados de DA a fisiopatologia de condicdes clinicas. Dessa forma, foi constituido
um modelo neuro-metabdlico das interagdes que supostamente ocorrem no cortex
durante a passagem de multiplas ondas de DA, correlacionando com a morte de tecidos
em um derrame cerebral.

O modelo bi-estavel proposto por GRAFSTEIN (1963) propicia a descrigao de
um mecanismo para a excitabilidade, mas negligencia o mecanismo de recuperagao.
Este fato foi revisto por REGGIA ¢ MONTGOMERY (1994, 1996), em uma versao
discreta e bi-dimensional do modelo bi-estavel, com a inclusdo de uma variavel no
termo que descreve a homeostase do sistema, f{[K],), na equagdo 3.2. A fungio f{[K'],)

passa a ser descrita por um polindmio de 3* ordem dado por:

f(K"],)=4-([K"], -K,)- (K, =[K"],)-([K"], -K,)—r-[K"],, (3.15)

r .7 . + r
onde A <0 ¢ uma taxa constante. A variavel » representa a taxa de seqiiestro de K" e ¢

dada por:
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&1k, -K)-c.), (3.16)

onde 0 < B << |A| e C > 0 s3o constantes.
Essa técnica foi inspirada no modelo Fitzhugh-Nagumo para excita¢do nervosa e
no modelo Morris-Lecar para fibra muscular (MORRIS e LECAR, 1981).
Posteriormente, o0 modelo foi modificado por REVETT et al. (1998) e RUPPIN
et al. (1999) para estudar a relagcdo entre DA e a isquemia. Isso foi feito com a descri¢ao

dos efeitos de lesdo em tecidos no termo de homeostase f{[K']):

JUAK™]) =cxy-1-(K"], - K,)- (K, -[K"],)-([K"], -K,)-([K"], +0,1)+’ (3.17)
+Cys  (Sk=1)-(K,, —[K"],)—r[K"], + Ky

onde cxy <0, Cxs> 0, Cgp > 0 e Kj,r< 0 sdo constantes. O segundo termo representa um

“leakage patolégico” do K intracelular no meio extracelular danificado, sendo uma

funcdo dos niveis de K" intracelular Sk, viabilidade do tecido 7, ¢ do K* extracelular. O

terceiro termo reflete o seqiiestro de K extracelular e o ultimo termo, Ky, representa a

. ~ + J .
infusdo externa de K" no cortex simulado.

[11.5 — Modelo para correntes idnicas durante a DA

KAGER et al. (2000) modelaram as correntes de Na™ dependentes de potenciais
transitorio e persistentes e correntes controladas por receptores NMDA. Segundo os
autores, correntes continuas que penetram na membrana neuronal podem sustentar
crises epilépticas e a DA. Um Unico neurdnio, dividido em dendrito e soma, foi
envolvido por um meio extracelular onde ocorre a movimentacdo de K™ e Na', cujos
gradientes sdo restaurados por meio de uma bomba de Na" e K'. Além disso, [K'], foi
controlada por uma funcdo de reabsorcdo que mimetiza fenomenologicamente o
comportamento das glias, que acumulam K em seu interior através do mecanismo de
spatial buffering. Nesse modelo, a DA poderia ser produzida de duas maneiras: por uma

corrente NMDA dendritica ou por uma corrente persistente de Na'.
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O modelo incorporou correntes passivas proporcionais a uma condutancia de
+ +
leakage (giear) para Na' € K (Lieak nva € Liear k) € uma corrente de leakage fixa (Ljear ) para

estabilizar o potencial de membrana:

Ileak,Na = 8leak,Na * (Vm - ENLZ)’ (3 1 8)
Ileak,K = ZleakK * (Vm - EK), (3 19)
]leak,f: 8leakf " (Vm + 70) ) (320)

onde Ey, ¢ Ex sdo os potenciais de Nernst de Na" e K, respectivamente, ¢ Vm o
potencial de membrana.

Os autores utilizaram as equagdes classicas do modelo de HODGKIN e
HUXLEY (1952) para descrever as condutancias dependentes de potencial e expressoes
para descrever as transicdoes dependentes de potencial de primeira ordem m, n e h
baseadas num modelo de células piramidais descritos por TRAUB et al. (1994). A
descri¢ao das varias correntes de ativagdo na membrana foi feita por meio da equagao

de GHK de corrente:

Zign FVm
2 F*.Vm [lon],—[I i
Lo (onlon] ymy= P, Zex 0 L G (21)
' (7 RT ]

1-e

onde [/on]; e [lon], s@o as concentracdes intra- e extracelulares, respectivamente.
A dependéncia de potencial descrita por HODGKIN ¢ HUXLEY (1952) foi

incorporada da seguinte maneira:
1, (Vm,t) = g, - Gates{m(Vm,t),n(Vm,t), h(Vm,t)}- I (3.22)

onde Gates{m(Vm,t), n(Vm,t), h(Vm,t)} descreve a dependéncia da corrente dos fatores
de ativagdo e/ou inativagdo. As variaveis n, m e h sdo solucdes de equagdes diferenciais
de primeira ordem, cujos coeficientes sdo fungdes instantaneas do potencial Vm e sao

utilizadas para modular a permeabilidade na equacao de GHK de corrente.
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Seis correntes de ativagdo foram incorporadas nos moldes da equacao 3.22,

sendo elas:

1. corrente transiente de Na', Iy, 1, com Gates(m, n, h) = m -h;

corrente persistente de Na", Iy, p, com Gates(m, n, h) = m2~h;

corrente de Na'" mediada por NMDA, Iy, nupa, com Gates(m, n, h) = m-h;
corrente retificadora de K de atraso, Ix pg, com Gates(m, n, h) = n2;

corrente transiente de K', Ix 4, com Gates(m, n, h) = m*h;

AN

corrente de K" mediada por NMDA, Ix nypa, com Gates(m, n, h) = m-h.

No célculo das correntes mediadas por NMDA, foi incluido um termo para
representar o bloqueio por ions de Mg*™ que ¢ dependente de potencial. Esse termo é um
divisor da equacdo de corrente dado por 1 + 0,33 - [Mg*'], ¢ @077+ 07

Para restaurar o balango idnico, foi implementada uma bomba de Na" ¢ K*
estimulada pela [K'], e pela [Na']; de acordo com as seguintes relagdes (LAUGER,

1991):

I, ==2-1, A (3.23)

Ty =314 (3.24)
Km, ) (. Kmy |

A:(H ””KJ -(1+ mfﬂj : (3.25)
(K], [Na™],

onde Kmy e Kmy, sdo constantes.
O seqiestro de K extracelular pelas glias foi representado

fenomenologicamente por meio do seguinte esquema:

k2
[K'], + [buffer] < [Kbuffer]
kil

onde k1 ¢ uma constante de retorno e k2, uma constante de avango, dadas por:

k1=0,0008 (3.26)
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k2=k—1+, (3.27)
[K*],-15
1+e[ o j

onde [buffer] e [Kbuffer] sdo, respectivamente, o buffer livre e o buffer ocupado.
A distribuicdo dos diversos componentes de corrente entre os elementos do

modelo ¢ mostrada na Figura 3.3.

K], [Na],

Correntes |6nicas Dendrito

Espaco Extracelular
(K], [Na]_, [M 3*1 15% do Volume Celular
57 5 g

Concentragdes Idnicas
Distribuigao de Corrente

I NMDA

Figura 3.3 — Diagrama esquematico dos principais constituintes do modelo e da
distribuicdo dos elementos de corrente transmembrénica: corrente transiente de Na'
(Ia,7), corrente permanente de Na* (I, p), corrente retificadora de K (Ix pr), corrente
transitoria de K' (/x 4) corrente mediada por receptores NMDA (Iyupy4), fluxos idnicos

ativos e passivos e concentragao (adaptado de KAGER et al., 2000).
KAGER et al. (2000) utilizaram um modelo de célula baseada na reconstrugdo

de neuronios presentes na regido CA1l do hipocampo de ratos jovens adultos (Figura

3.4).
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Dendrito (14)

Soma Dendrito (2)
Figura 3.4 — Modelo geométrico de neuronio baseado na regido CA1 do hipocampo de

ratos (adaptado de KAGER et al., 2000).

Varios testes foram executados em neurdnios simplificados constituidos por um
unico compartimento somatico com ramificacdes dendriticas dispersas anexadas. O
neurdnio foi representado por 201 compartimentos e implementado no ambiente de
simulacdo NEURON (HINES e CARNEVALE, 1997).

O modelo ¢ favoravel a hipotese dual de VAN HARREVELD (1978) que
defende a agdo conjunta do K* e do glutamato na propagacio de ondas de DA. Os
autores sugerem que apenas um neuronio € capaz de produzir processos fisiopatologicos
auto-sustentados durante uma crise epiléptica ou a DA.

A caracteristica tudo ou nada da despolarizagao de DA simulada ¢ similar a8 DA
experimental. A deflagracdo da DA acontece quando os niveis de [K'], excedem 8 mM.

Embora o comportamento do modelo, em muitos aspectos, tenha reproduzido
resultados experimentais, 0 mesmo ndo foi capaz de emular varias caracteristicas dos
neurdnios. As velocidades de propagacao estimadas em registros dendriticos do modelo,
por exemplo, sdo bem mais rdpidas do que a velocidade de propagacdo da DA no
cérebro.

Uma outra deficiéncia do modelo foi a auséncia de difusdo lateral. A difusdo
10nica poderia suavizar as transi¢des bruscas no tempo e espago. A inclusdo dos ions de
Ca®" e CI poderia contribuir para balanco de cargas e difusio espacial.

Posteriormente, KAGER et al. (2002), acrescentaram o CI° e 4anions
intracelulares impermeaveis de forma a preservar a eletroneutralidade das solucdes e
para que fosse possivel avaliar o efeito da osmolaridade. Diferente do modelo anterior,
foi implementado um sistema de buffer i6nico, presente nas glias, através de um

compartimento delimitado por uma membrana em contato com o meio extracelular e a
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difusdo extracelular de ions foi considerada. As propriedades elétricas passivas
passaram a ser calculadas por meio da equagdo de GHK de corrente, ao invés da
aplicacdo da lei de Ohm, como em 3.18, 3.19 e 3.20.

Nesse modelo, os autores tentaram identificar as condigdes para a deflagracdo da
onda de DA, apontando como condigao critica a ativagdo de uma corrente persistente de

membrana de entrada nos dendritos apicais. Essa condi¢do ocorria quando:

(INa,P + INMDA + ]Na,leak) > (IK,DR + INa,Kpump + IK,leak) (328)

Este modelo, embora mais completo, ainda ndo incorpora certos tipos de
transporte presentes em tecidos cerebrais, efeitos de eletrodifusdo no meio extracelular.
Além disso, o modelo considera um Unico neurdnio, enquanto que a DA ¢ um fenomeno
que envolve a participagdo de vérios neurdnios. Mais notavel ¢ a auséncia de Ca®’,

importante na liberagdo de neurotransmissores nos terminais sinapticos

[11.6 — Modelo de DA envolvendo a atuacao de gap-junctions e de forcas

osmobticas

O modelo computacional de DA desenvolvido por SHAPIRO (2001) baseia-se
em experimentos recentes que sugerem que as gap-junctions podem ser necessarias para
a propagacdo da onda de DA (MARTINS-FERREIRA e RIBEIRO, 1995,
NEDERGAARD et al., 1995, LARGO et al., 1996). As movimentagdes i0nicas atraveés
de um sincicio neuronal de células conectadas por gap-junctions sdo descritas por meio
de mecanismos de eletrodifusdo. A difusdo extracelular ¢ modelada, mas as simulagdes
mostram que esse movimento ¢ menos significante do que outros componentes do
modelo. O tecido cortical ¢ descrito como um meio unidimensional continuo, para a
reducdo do esfor¢co computacional, com dois compartimentos, representando o meio
intracelular e o meio extracelular. O compartimento do meio intracelular representa um
sincicio de neurdnios conectados por gap-junctions. Os compartimentos do meio
extracelular representam a regido preenchida com fluido entre duas células no
neuropilo. O espaco ocupado por células ndo neuronais ndo ¢ modelado, embora a
atividade de glia, que normalmente mantém a homeostase extracelular, esteja incluida.

Um diagrama esquematico do modelo ¢ apresentado na Figura 3.5.
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As concentragdes intracelular, [C];, e extracelular [C], de cada ion foram

descritas por uma equagdo de eletrodifusdo generalizada para cada um dos meios:

2
o[cy, -D,, 0 [C;], +ii([c]l Dy, ‘aﬂj_K'JCm + 5
ot ‘o’ RT ox SO ’ (3.29)
aCl, o’[C], k- f ’ |
— P,y ;> Tt “om _Jc,glia
ot Ox 1-f

onde D¢ ¢ a constante de difusdo do ion C, x ¢ a area de superficie dendritica média,
Jem € 0 somatdrio das diversas correntes de membrana relativas a cada ion C e de
bombas, s¢ modela uma fonte intercelular de Ca”, f ¢ a fragdo de volume neuronal e
Jc giia descreve o seqiiestro glial. O potencial de membrana Vm € calculado por meio de
uma equacdo GHK de potencial. Uma parte das correntes segue o formalismo
estabelecido por HODGKIN ¢ HUXLEY (1952), cuja equagdo geral, semelhante a
equagao 3.22, ¢ dada por:

Jo(Vm,t) =g, -Gates{m(Vm,t),h(Vm,t)}-(Vm—V,.) (3.30)

Oito correntes de ativagdo foram incorporadas nos moldes da equacdo 3.30,

sendo elas.

— trés correntes de K dependentes de potencial (VGKC): corrente transitoria (Jy,
onde Gates(m,h) = m-h), correntes que fluem pelo canal muscarinico (Jy;, onde
Gates(m,h) = m) e corrente lenta retificadora (Jpz, onde Gates(m,h) = m*h);

— trés correntes de K™ ativadas por Ca*" (K(Ca)) que passam por canais de
condutancia elevada (Jzx, onde Gates(m,h) = m), que ¢ tanto dependente de
potencial, quanto de Ca®’, canais de condutdncia intermediaria (Ji, onde
Gates(m,h) = m) e canais de baixa condutancia (Jsx, onde Gates(m.,h) = m>);

— duas correntes de Na™ dependentes de potencial (VGNaC), com uma componente

rapida (Jr, onde Gates(m,h) = m-h) e outra persistente (J,, onde Gates(m,h) = m);
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Oito correntes de ativagao foram incorporadas nos moldes da equagao de GHK

de corrente (3.21 ou 3.22), sendo elas:

— correntes iénicas de Na*, K™ e Ca®" ativadas por NMDA (Jyup.), que incluem
termos que modelam a dependéncia de glutamato e o bloqueio dependente de
potencial por ions Mg*";

— correntes de “leak” ou fuga de Na", K™ e Ca®" (Jiew);

— duas correntes de Ca®" dependentes de potencial (VGCC, onde Gates(m,h) =
m-h), uma ativada em potenciais de membrana elevados (Jyy4) € outra em

potenciais de membrana mais baixos (Jyy4);

A bomba NaK-ATPase ¢ descrita pelo modelo analitico proposto por
LEMIEUX et al. (1992) para o musculo cardiaco. O modelo incorpora ainda uma
bomba Ca-ATPase, descrita por uma equacdo de Michaelis-Menten (DIPOLO e
BEAUGE, 1979, DE SCHUTTER e SMOLEN, 1998), um trocador Na,Ca proposto por
DI FRANCESCO e NOBLE (1985), um trocador HCO3,Cl, descrito por uma equagdo
de Michaelis-Menten, e canais ativados por meio de distensdo da membrana.

Os mecanismos de buffering de Ca*", presentes no reticulo endoplasmatico, sio
modelados de acordo com os modelos descritos por KEENER e SNEYD (1998) e ATRI
et al. (1993).

O modelo conta ainda com a descri¢do da regulagdo da homeostase feito pelas
glias. Os niveis de K" e Na' sio mantidos com um trocador Na,K e um co-transporte
NKCC, descrito por uma fungdo de Michaelis-Menten. A homeostase de CI- ¢ mantida

por meio de um trocador HCO3,CL.
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Figura 3.5 — Diagrama esquematico do modelo de DA proposto por SHAPIRO (2001).

Como resultado, o modelo apresenta a propriedade de que as ondas sao
independentes do estimulo aplicado, sendo deflagradas acima de um determinado
limiar. Foi possivel registrar uma velocidade de onda em torno de 5,9 mm/min, dentro
dos limites observados experimentalmente. Por esse modelo, a difusdo extracelular ndo
¢ necessaria para a propagagao da onda. O autor ndo inclui no modelo a tortuosidade do
meio extracelular por observar que esta varidvel nao ¢ fundamental para os resultados.

A expansdo osmotica ¢ necessaria para que haja a DA na simulagdo. As
simulacdes prevéem que a DA sé ocorrerd se as células puderem se expandir em
resposta a um aumento de pressio osmoética e se 0 K puder se movimentar através das

gap-junctions.

[1l.7 — Modelo de eletrodifusdo extracelular e terminais singpticos para DA

O modelo proposto por ALMEIDA et al. (2004) consiste de trés
compartimentos: o espaco intersticial, onde a movimentacdo idnica ¢ descrita por
mecanismos de eletrodifusdo, e os meios intracelulares pré- e pos-sinapticos, onde sao
descritas as dinamicas transmembranicas. Esses meios interagem entre si € constituem a
unidade funcional do modelo. A distribuicdo volumétrica dessas unidades representa o
tecido neuronal.

Baseados na hipdtese de que a negatividade do potencial extracelular ¢
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parcialmente devido a um potencial de Nernst ao longo do meio extracelular
(MARTINS-FERREIRA et al., 2000), ALMEIDA et al. (2004) consideraram que o
campo elétrico extracelular poderia influenciar a dindmica idnica neste meio. Neste
caso, os fluxos i0nicos extracelulares foram representados por duas componentes: uma

produzida pelo gradiente de concentracdo (difusdo idnica) e outra devida ao campo
elétrico, VIV, onde V ¢é o potencial extracelular. A partir da segunda Lei de Fick ¢ da
equagao de Nernst-Planck, obteve-se a densidade de corrente no meio extracelular, I c

. . . ~ ;e eA e + +
considerando-se os dois efeitos em relagdo a uma espécie i6nica C (onde C = Na', K,

Ca*" ou CI):

- D, - zlF* D -
I ==zcF—-V[c], -=———lcLvr, (3.31)

onde [C], € a concentragao extracelular de C, com valéncia z¢ e coeficiente de difusao
D¢, A=1,6 ¢é a tortuosidade do meio extracelular, /"= 96,487 C/mMol é a constante de
Faraday, 7=310 K ¢ a temperatura absoluta, R = 8,314 mV-C/(K-mMol) ¢ a constante
universal dos gases.

A variagdo temporal de concentragdo ionica foi descrita em funcdo da densidade

de corrente i6nica de acordo com a seguinte relagdo:

acl, __ 1

> - Fﬁolc, (3.32)
C

de (3.31) e (3.32) obteve-se a equacdo que governa as alteragdes temporais na

concentragao ionica espacial do ion C, considerando os efeitos da difusdo e do campo

elétrico:

olc], D FD. o - FD

acl = ZCv2[C), + ZEZE VO], VY + 2= ), VY (3.33)
or RT) RT)

Uma questdo abordada por ALMEIDA et al. (2004) refere-se quanto ao
estabelecimento do potencial extracelular V' em fun¢do da distribuicdo das espécies

i0onicas. No caso da membrana celular, o potencial transmembranico, de acordo com a
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equagao de GHK, ¢ baseado no balango das correntes idnicas transmembranicas. O
principio desse balanco ¢ a nulidade do somatério das correntes i0nicas. A equagao de
GHK ¢, na verdade, uma extensdo da equacao de Nernst para membranas permeaveis a
mais de uma espécie ionica. De modo similar, o equilibrio dinamico ¢ estabelecido
quando o fluxo i6nico total através da membrana ¢ nulo. Assim, para um modelo que
envolve as concentracdes de Na*, K, Ca*' e CI', utilizando a equacdo 3.31, a corrente
para cada ion pode ser estimada e o equilibrio dindmico pode ser considerado como

sendo o somatorio dessas correntes i0nicas igual a zero, ou seja:

—zNaFD ( [Na*], + If;a [Na'], wj

e )
(3.34)
—z,F (V[Cl 1+ ZC’ Za”cry, ﬁVj—
F 2417 o R
-z, F [ ”T [Ca ]OVVJ:O.

A partir da equagdo 3.34, foi possivel explicitar o gradiente de potencial, dado por

4 —
D.V[C
RT;ZC VIC],

6V = —7 2
Y. z'D[C],
C=1

, (3.35)

onde C refere-se a espécie 10nica. O potencial extracelular V, para cada compartimento

extracelular, foi calculado integrando-se VI a partir de uma referéncia remota.

Ao contrario de TUCKWELL e MIURA (1978) que admitiram os potenciais das
membranas pré- e pds-sinapticas como sendo iguais, neste modelo ambos os terminais
foram explicitamente representados. Nas membranas pré-sinapticas, a permeabilidade
de Ca2+, Pcypre, € dependente do potencial transmembranico, tendo sido calculada de

acordo com a seguinte sigmoide:

P

Ca,pre

=p,(l1-tanh(p,(Vm,, +V,)), (3.36)
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com p, = 0,039 cm/s, p, = 0,11 mV'e Ve =45,0 mV. Essa equacdo ¢ similar a equagdo
utilizada por TUCKWELL e MIURA (1978). Vim,,. ¢ o potencial transmembranico do
terminal pré-sindptico. As permeabilidades dos outros ions foram consideradas
constantes, sendo no terminal pds-sindptico moduladas pela liberagdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica, que por sua vez sao liberados em fungao do
influxo de Ca*" no terminal pré-sinaptico (D,cq). Dessa forma, a permeabilidade, Pc s,

do ion C no terminal pds-sinaptico foi obtida por meio de:

PC,pst = pC,pst@Ca,pre H (337)

onde pc,s € uma constante de permeabilidade méaxima que envolve o parametro de area.
A corrente idnica transmembranica, /-, em ambos os terminais foi calculada a

partir da equagao de corrente de GHK (HILLE, 1992).

RT

l—exp| -z EVm
p ¢ RT

onde P¢ ¢ a permeabilidade do ion C ¢ V,, o potencial transmembranico.

[C1, - [C1, exp(— ze FV’"]
(3.38)

Multiplicando-se a equacao 3.38 por 1/(z¢F), obtém-se a equacao de “fluxo de

GHK”:
FVm
[C], —[C], exp[— Zc j
¢ O RT | ex (_Z Fij
p ¢ RT

A acumulacdo e a diminui¢do dos ions nos meios intra- e extracelulares foram
balanceadas por uma bomba baseada em TUCKWELL e MIURA (1978). Essa bomba
foi ajustada para cobrir a agdo global das bombas de Na™ e K, bombas de Ca®',
mecanismos de co-transporte ¢ 0 mecanismo de seqiiestro de K" feito por células gliais.

A estrutura geral da bomba foi representada por:

35



88 = f.(1-exp(-r.(C1,, -[C,1,, )+ s (3.40)

onde @, ¢é o fluxo idnico devido ao bombeamento, fc é o fator de multiplicagdo da

bomba, @, o fator de regime permanente da bomba, rc a constante de tempo e [C,] ¢ a

concentragdo extra- (o) ou intracelular (7) no repouso.

O fluxo i6nico através das membranas sinapticas ¢ dependente do potencial
transmembranico correspondente, como visto nas equagdes 3.36 e 3.39. A membrana ¢
considerada como sendo permeavel aos ions de Na', K*, CI ¢ Ca’’. Uma extenséo da
equacdo de GHK foi deduzida baseando-se na equacdo 3.38 e assumindo-se que o
somatorio das correntes i0nicas sob condi¢des de equilibrio dindmico € zero, tal como

feito na equagdo 3.34. A equagdo obtida e implementada no modelo foi:

_ _ 2
Vm:RTlnB A++(4-B) +4(A+C)D+B) e
F 2A4+C)
onde

A=P,[Na"], + P, [K"], +P,[CI"],,
B=P,[Na"], +P,JK"], +P,[Cl"],,
C=4P [Ca®"],

D=4P. [Ca™],.

As alteragdes nas concentragdes intracelulares de cada ion foram descritas por:

a[C]

re a
atp == 1 i [¢C,pre + ¢C{J,pre:|’ (342)
AC], 20 p
atp == 1 —a [¢C,pos + ¢C,pos ] ’ (343)

onde a=0,2 ¢ a fragdo de volume, e os indices pré- e pds representam,
respectivamente, a varidvel correspondente calculada para o terminal pré- e pds-
sinaptico.

Para o meio extracelular, as alteracdes nas concentragdes ionicas foram descritas
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pela eletrodifusao e pelos fluxos i6nicos correspondentes e os mecanismos de balanco

10nico, resultando em:

qel Lerre), + 28 Grey Gy +
o A RT2

zoFD,
RT)?

[C]o VZV + ¢C,pre + ¢C,pos + ¢C}'),pre + ¢é‘),pos (3 44)

Com esse modelo, ALMEIDA et al. (2004) conseguiram reproduzir, pela
primeira vez, a propagagao do potencial extracelular, uma das principais caracteristicas
da DA, em velocidades observadas experimentalmente. As curvas das dindmicas i0nicas
extracelulares também foram reproduzidas dentro do observado experimentalmente.
Além disso, a estrutura tridimensional do modelo permitiu a comparagdo das ondas de
DA simuladas com aspectos do sinal intrinseco optico.

No entanto, o modelo ndo prevé o detalhamento dos mecanismos de recuperacio
i0nica, como a atuacdo de glias, mecanismos de bombeamento idnico, co-transporte e
uma descri¢do dos mecanismos de neurotransmissdo. A auséncia desse detalhamento
impede a reproducao do periodo refratario. Acredita-se que, com essas descrigdes, seja

possivel a simulagdo completa da forma da onda de DA.
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Capitulo IV — Descricéo da estrutura do modelo de DA

Neste capitulo, serd apresentada uma visdo geral da estrutura do modelo
proposto neste trabalho, tendo como base o modelo apresentado por ALMEIDA et al.
(2004). Na Figura 4.1, tem-se o diagrama esquematico da unidade funcional do

modelo de DA proposta.

Fenda
sinaptica

Neuro-
transmissores

\

Pre-sinaptico Pds-sinaptico

Figura 4.1 — Diagrama esquemadtico da unidade funcional do modelo de DA para
terminais sindpticos, que tem como base o modelo proposto por ALMEIDA et al.
(2004). A letra B, envolta por um circulo, representa a bomba Na,K-ATPase ou a bomba
Ca-ATPase. Os canais 10nicos sdo representados por um par de retangulos adjacentes.
Um circulo vazio representa o co-transporte KCC. Dois circulos vazios adjacentes
representam o co-transporte NKCC. O simbolo de retificagdo dentro de um circulo

representa o canal retificador de K da glia.
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Diferente de ALMEIDA et al. (2004) e de TUCKWELL e MIURA (1978), a
permeabilidade de Ca®" no terminal pré-sinaptico foi descrita segundo o modelo

proposto por CHAY (1996), baseando em HODGKIN e HUXLEY (1952). Assim,

PCa,pre = pCa ml3 ’ hl (41)
afm1

i m )= By m

dh

7;:0‘111'(1_h1)_ﬂh1'h1:

’ .1 J 2+ ~
onde pc, ¢ a constante de permeabilidade méxima de Ca™". @, Bni, Ani, € Pr S30 as

taxas de transferéncia entre os meios intra- e extracelulares e foram calculadas por meio

de:

0,1-(Vm,,, +25)
Et = [Vmp,.e:)ZS] (4.2)
e’ -1
Vm .
p=4¢e"?’ (4.3)
Vm,,,
a, =0,07-¢ % (4.4)
1
ﬂhl = [Vmwﬁuo] (4.5)
e Y+

O fluxo de Ca*" no terminal pré-sinaptico foi obtido da mesma forma que na
equacdo 3.39. As concentragdes de Na', K e CI' foram mantidas constantes e as
permeabilidades fixas em um valor que permita o potencial de membrana se estabelecer
em torno de —65 mV a —70 mV. O influxo de Ca*" ¢ o gatilho para o mecanismo de
liberagdo de neurotransmissores na fenda sinaptica, o qual ¢ detalhado no Capitulo VIIL.
A presenga de neurotransmissores na fenda sinaptica provoca a modula¢do das
permeabilidades pos-sindpticas, conforme equacao 3.37. A partir dos valores das
permeabilidades, os fluxos nos terminais pos-sindpticos foram calculados de acordo
com a equacdo 3.39. Os mecanismos fenomenologicos de regulacdo dos gradientes

ionicos adotados por ALMEIDA et al. (2004) foram substituidos pelas descrigdes
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fisiologicas da bomba Na,K-ATPase e da bomba Ca-ATPase (Capitulo V), mecanismos
de co-transporte (Capitulo VI) e canais retificadores de entrada de K™ (Capitulo VII).

Para representar a camada IPL da retina de aves, uma matriz tridimensional de
compartimentos foi constituida por quinze planos sobrepostos com 201 x 201
compartimentos, com cada compartimento possuindo 10,5 um de aresta. O passo de
iteragdo A¢ foi fixado em 2 x 107 s, respeitando a precisdo numérica e estabilidade do
processo iterativo (Figura 4.2).

Os compartimentos nos nove planos centrais foram constituidos com a unidade
funcional do modelo, incluindo o meio extracelular ¢ os meios intracelulares dos
terminais pré- e pos-sinapticos e glias. Para representar as camadas que delimitam a IPL
nos dois niveis, acima e abaixo dos planos centrais, foi descrito apenas o meio
extracelular. Cobrindo toda a estrutura, foram acrescentados dois planos de
compartimentos constituidos apenas de meio extracelular, com concentra¢des i0nicas
constantes, de forma a se representar o efeito de uma solugdo de perfusdo. A aplicagao
do estimulo foi feita no plano central da rede. Os resultados apresentados referem-se ao

compartimento 51, na linha central do plano de observacao.

Matriz de compartimentos

|:] Niveis centrais

[] Niveis com concentragéo
normal constante

Niveis sem terminais
sinaplicos

[l Fiano de estimulagio

- =Plano de observagio

Figura 4.2 — Representacdao esquematica da IPL consistindo de quinze planos ou niveis
com 201x201 compartimentos cada. Os planos mais externos, em cinza claro,
representam as camadas que estdo em contato direto com a solu¢do de perfusdo. Os
planos mais internos, em cinza escuro, possuem apenas compartimentos representativos
do meio extracelular. Os planos centrais, em branco, sdo compostos por compartimentos
divididos em quatro subcompartimentos: o meio intracelular dos terminais pré- e pos-
sinapticos, o meio intracelular das glias e o meio extracelular. O estimulo foi aplicado,
no plano em preto (plano de estimulacdo), por meio de uma distribuigdo Gaussiana de
K. A linha pontilhada delimita um plano perpendicular aos niveis para observagio da

propagacao da onda de DA (plano de observagao).
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O modelo foi inicializado com as concentracdes normais de cada meio (Tabela
4.1). As simulagdes foram repetidas com passos de iteracdo diferentes para se verificar a
ocorréncia de instabilidade ou se a precisdo numérica poderia afetar os resultados. Para
se determinar o passo de iteragdo, A¢, 6timo, testou-se valores entre 10° a 10" s sendo
At = 0,02 s o melhor compromisso de forma a se evitar a propagacdo de erro numérico
e, a0 mesmo tempo, reduzir o esfor¢o computacional por meio da redugdo do numero de

iteragoes.

Tabela 4.1 — Valores das concentragdes normais no meio extracelular, terminais

sinapticos e glias

lon | Concentragdo no| Concentracdo nos | Concentragio
extracelular terminais sinapticos nas glias
(mM) (mM) (mM)
Na" 142,0 18,4 18,4
K" 4,0 140,0 98,0
Ccr 103,0 16,21 16,21
Ca™ 1,2 0,05 0,05

Na Figura 4.3, tem-se um diagrama esquemadtico da descricdo matematica do
meio extracelular, que se encontra detalhado em ALMEIDA et al. (2004) . A entrada do
sistema representa um estimulo experimental para a deflagracdo da onda de DA (1). A
partir dos valores de concentragdo (2) e da distancia entre os compartimentos, obtém-se
o valor do gradiente de concentracdo (3), do qual se extrai o valor do Laplaciano de
concentragdo (4). O gradiente de potencial ¢ calculado em fun¢do do gradiente de
concentragdo de cada um dos ions (5). Por meio do gradiente de potencial, calculam-se
a distribuicao de potencial no meio extracelular (6) e o Laplaciano de potencial (7). O
Laplaciano de concentragao ¢ utilizado para o célculo da difusao (8). O efeito de campo
elétrico ¢ funcdo do produto entre o gradiente de concentragdo e o gradiente de
potencial, juntamente com o produto entre a concentra¢do e o Laplaciano de potencial
(9). A eletrodifusao ¢ a superposi¢ao dos efeitos de difusdo e campo elétrico (10). Apds

o calculo da eletrodifusdo, as concentracdes i0nicas sdo atualizadas (11).
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Figura 4.3 — Diagrama simplificado do algoritmo para o célculo da eletrodifusdo no

meio extracelular.

A interface do meio extracelular com o meio intracelular dos terminais
sinapticos e das glias, através da membrana, ¢ mostrada esquematicamente na Figura
4.4. Apos a aplicagdo do estimulo no meio extracelular, com os valores de concentracao
intra- e extracelulares e das permeabilidades, calculam-se os potenciais
transmembranicos dos terminais e das glias (1). No caso dos terminais, 0 proximo passo
¢ o calculo da permeabilidade de Ca*" no terminal pré-sinaptico, que ¢ dependente do
potencial transmembranico (2). Com esse valor, obtém-se o fluxo de Ca®" pré-sinaptico
(3). O aumento da concentragio pré-sinaptica de Ca”" é responséavel pela liberagdo de
neurotransmissores na fenda sindptica, modulando, assim, as permeabilidades pos-
sinapticas (4). Nas glias, assumiu-se que as permeabilidades sdo fixas, ndo se aplicando
os passos (2), (3) e (4). Com os valores de permeabilidade, determinam-se os fluxos
ionicos (5). Em seguida, calculam-se os fluxos devido a atuagdao da bomba Na,K-
ATPase e da bomba Ca-ATPase (6) e, no caso da glia, a atuacdo do canal retificador de
K'. O efeito eletrogénico das bombas sobre o potencial transmembranico ¢ considerado
(7). Em funcdo das concentragdes, calcula-se o fluxo devido aos mecanismos de co-

transporte (8), sendo o KCC nos terminais ¢ o NKCC nas glias. Por ultimo, atualizam-se
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as concentracoes em funcdo dos fluxos através dos canais ¢ dos mecanismos de

recuperagdo idnica (9).

Pxcc

¢NK cC

lo o o @ ®

P a,poss P 0§
—P> C, C, —P Vin —»PCa,pre—b [Ca”]pre - Nap Kp ¢Na,pos, ¢KPOS

P Clposs P Ca,pos ¢Cl,posa ¢Ca,p0s

Efeito @

Eletrogénico

?

g ¢bom bas
¢rect @

Figura 8.4 - Diagrama simplificado do algoritmo para o calculo dos fluxos

transmembranicos nos terminais sindpticos e nas glias.

IV.1 — Deflagracdo da onda de DA

No modelo, a onda de DA foi deflagrada por meio da aplicacdo de uma
distribuicdo Gaussiana tridimensional de K', conforme descrito em TUCKWELL e
MIURA (1978), com centro na coordenada (13, y., z.) na estrutura da Figura 4.2. A
distribui¢do Gaussiana foi utilizada como estimulo para se evitar eventuais erros
numéricos originados de alteragdes espaciais abruptas na [K'],. A suavizagdo do
estimulo obtida com a Gaussiana ¢ adequada para esse objetivo. A distribuicao ¢

normalizada entre 0 e 40 mM de K'. A equagao foi dada por:

s ) ) )
’ 2

e o

4.1)
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onde o= 1, u. = 13, 4, = y¢, f- = z.. A curva para o plano em z = z. (plano central) ¢é

mostrada na Figura 4.5.

Estirnulo

4
o

a0 e :

K], - i

¥ %

Figura 4.5 — Estimulo de K" aplicado no modelo para camadas de terminais sinapticos.

IV.2 — Recursos computacionais

O modelo foi implementado utilizando-se a linguagem FORTRAN 90, com
compilador FORTRAN 90 Compiler 1.2 (SUN Microsystems, EUA). As simulagdes do
modelo sdo executadas em 2 estagdes SUN Ultra 10 equipadas com um processador
UltraSparc-11i, 300 Mhz, e 512 MB de memoéria RAM.

Esses equipamentos estdo disponiveis no Laboratorio de Neurociéncia
Experimental e Computacional (LANEC) do Departamento de Engenharia Biomédica
da Universidade Federal de Sao Joao del-Rei. Simulagdes que demandam maior tempo
de processamento sdo executadas no Centro Nacional de Processamento de Alto
Desempenho para Minas Gerais e o Centro-Oeste (CENAPAD-MG/CO) em uma
maquina SUN Starfire ENT10000 que conta com um gabinete com 32 processadores
Ultrasparc 250MHz ¢ 8 GB memoria RAM em moddulos de 512 MB. A opgao pela
linguagem FORTRAN se justifica pela facilidade de migra¢do para outros tipos de
plataformas, sem a necessidade de grandes alteracdes no cddigo-fonte, além da
possibilidade de paralelizagdo do algoritmo. Para apresentagdo grafica dos resultados

utilizou-se o programa Matlab V5.3 (The MathWorks, EUA).
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Capitulo V — Mecanismos de Bombeamento I6nico

Neste capitulo sera apresentada uma revisao dos mecanismos de bombeamento
baseados na familia de enzimas do tipo ATPase. Serdo discutidos os procedimentos
utilizados para implementacdo desses mecanismos que incluem a bomba Na,K-ATPase

e a bomba Ca-ATPase.

V.1 - Bomba de sbédio e potassio

A enzima ATPase, ativada por Na" e K™ e dependente de Mg, é a base
molecular da bomba de s6dio e potassio nas membranas celulares de animais. Essa
bomba sustenta os gradientes de Na" e K™ entre os meios intra- ¢ extracelulares. A
manuten¢ao desses gradientes ¢ um pré-requisito para a homeostase idnica das células,
para a regulacdo do volume celular e para o transporte secundério ativo de aminodacidos,
agucares, acidos biliares, neurotransmissores, ions ¢ outros solutos através da membrana
celular. Em células eletricamente excitaveis, a criagdo ¢ a manutengdo dos gradientes
i0nicos através das membranas sdo necessdrias para a geracdo e propagacdo de
potenciais de agdo (GLITSCH, 2001).

A existéncia de mecanismos de acumulagao idnica era conhecida ha mais de um
século. No entanto, somente em 1957 ¢ que Skou, trabalhando com nervos de
caranguejo, identificou a Na,K-ATPase como a enzima envolvida no bombeamento
seletivo de ions através de membranas celulares (SKOU, 1957). Essa enzima ¢
composta por duas cadeias de polipeptidios, denominadas a e 3, que se estendem pela
membrana. A enzima ¢ ativada quando ocorre a ligacio de trés ions de Na” em uma face
e a ligagdo de dois ions de K™ na face oposta. De acordo com o ciclo de Post-Albers, o
transporte acoplado de 3 Na' para o exterior e 2 K' para o interior da célula ocorre com
a quebra de uma molécula ATP na superficie interna liberando ADP e fosforo
inorganico, Pi. Segundo ARTIGAS e GADSBY (2002), a enzima possui dois estados
conformacionais: E,, relacionado com Na" (e ATP), com acesso ao sitio de ligagio pelo
meio intracelular, e E, relacionado com K™ com acesso ao sitio de ligagio pelo meio
extracelular. Os sitios de ligagao dos ions ndo sdo completamente acessiveis nos dois
estados de conformagao, fazendo com que os ions sejam ocluidos no interior da enzima

(BLANK, 1995). Somente apés a ligagio do terceiro Na" na conformagdo E; é que
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ocorre a liberacdo de um fosfato da molécula de ATP para formar o estado fosforilado
E,P(Na3), no qual 3 ions de Na' sdo ocluidos dentro da proteina e ficam inacessiveis do
outro lado da membrana (simbolizado pelos parénteses). Uma relaxacdo espontanea
para o estado E,P resulta na liberagio de 3 ions de Na" para o exterior refletindo a
aparente afinidade reduzida dos sitios de ligagdo externos por Na'. Os ions de K" ligam-
se com alta afinidade na conformacio E,P. A ligagio do segundo K' inicia a
desfosforilacdo da bomba, concomitante com a oclusdo dos dois ions K'. A taxa do
ciclo completo de transporte ¢ limitada pela transicdo conformacional subseqiiente da
enzima desfosforilante, E;(K;) — EK», que libera os ions de K™ para o interior da

célula em troca dos ions de Na' (Figura 5.1) (ARTIGAS e GADSBY, 2002).

3Na’ <—/] &—ﬂNa*
E,-ATP P-E,
2K* (—\1 I/—» 2K*
K, E{-ATP P-E.-K
2= ATP Pi 272
L. ATP-E(K,) «—2> Ey(Ky) A
Intracelular Extracelular

Figura 5.1 — Ciclo simplificado de Post-Albers mostrando o transporte de 3 Na" /2 K"
da Na" K'-ATPase que assume duas conformagdes principais. Na conformacio E;, os
sitios de ligagdo idnica estdo no meio intracelular e apresentam alta afinidade para Na",
Na conformagao E,P, os sitios de ligagdo se abrem para o meio extracelular com baixa
afinidade para Na' e alta para K. A fosforilacdo de ATP, no estado E;, oclui trés Na",
que sdo liberados para o meio extracelular, depois da alteragdo conformacional para
E,P, onde 2 K" se ligam levando a uma despolarizagdo da proteina e a oclusdo de K. A
ligacdo de ATP em um sitio de baixa afinidade favorece a transi¢do subseqiiente para o

estado E;, que libera K' para o citoplasma, completando o ciclo.
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As conformagdes de oclusdo de ions, com sitios de ligagdes inacessiveis de
ambos os lados, representam estados intermedidrios nessa descricdo de acessos
alternados de transporte. Elas garantem protecdo contra eventos potencialmente
destrutivos, além de permitir o acesso simultdneo a ambos os lados da membrana
(ARTIGAS E GADSBY, 2003).

Em principio, cada passo do ciclo ¢ reversivel. Com as concentragdes
apropriadas do ion e do nucleotideo, o ciclo pode retroceder estrugindo K" e importando
Na', produzindo ATP a partir de ADP e Pi, e gerando uma corrente de bomba de
entrada (ARTIGAS e GADSBY, 2002).

Como resultado de cada ciclo, uma tUnica carga positiva total ¢ exportada
provocando o aparecimento de uma corrente de saida em regime permanente através da
membrana. A corrente gerada pela bomba ¢ muito pequena para se detectar
(~20 attoAmp/bomba). No entanto, essa corrente ¢ perfeitamente mensuravel em células
contendo milhdes de bombas. De acordo com ARTIGAS e GADSBY (2002), para se
medir as correntes da bomba Na,K-ATPase ¢ necessario anular a componente da
corrente de membrana pela aplicagdo de um esterdide cardiotonico como a ouabaina.

O trabalho da bomba faz surgir uma corrente de bombeamento Ip através da
membrana que, sob condigdes fisioldgicas normais (onde 3 Na' sdo removidos da célula
e apenas 2 K' sdo recuperados), ¢ de saida (GLITSCH, 2001). Essa corrente provoca
alteracdes no potencial transmembranico, caracterizando o efeito eletrogénico da bomba
Na,K-ATPase. O conceito de bomba eletrogénica emergiu lentamente durante a década
de 50 (THOMAS, 1972). CONNELLY (1959) foi o primeiro a concluir, baseado em
evidéncias experimentais, que as bombas Na,K-ATPase de fibras nervosas sdo
eletrogénicas.

Apesar das bombas e dos canais i6nicos serem proteinas integrais da membrana,
tradicionalmente esses elementos sdo considerados entidades bastante diferentes,
principalmente por razdes cinéticas. Entre as principais diferengas, ARTIGAS e

GADSBY (2002 e 2003) apontam:

— o fluxo através dos canais i6nicos é do tipo dissipativo, ou seja, a favor do
gradiente eletroquimico. Na bomba, o fluxo ¢ contra o gradiente eletroquimico
das espécies i0nicas envolvidas, a custa de ATP;

— o fluxo através de canais é rapido, da ordem de 10® ions/s, enquanto que na

bomba o fluxo deslocado ¢é lento, da ordem de 10 ions/s;
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— 0s canais i06nicos encontram-se a maior parte do tempo fechados, enquanto que

as bombas funcionam durante todo o tempo regulando a homeostase celular.

Conforme descrito anteriormente, na bomba, os ions em uma superficie da
membrana se ligam a sitios dentro do corpo da proteina e tornam-se temporariamente
ocluidos antes de serem liberados para a superficie oposta (ARTIGAS e GADSBY,
2002). Na verdade, as bombas idnicas podem ser interpretadas como canais i0nicos com
duas portas, conforme sugerido por LAUGER (1979), estando uma em contato com o
meio extracelular e outra em contato com o meio intracelular. Uma regra de operagdo
simples para uma bomba desse tipo é que as portas ndo podem ser abertas
simultanecamente (ARTIGAS e GADSBY, 2003). Caso contrario, a bomba poderia se
tornar um canal e conduzir fluxos dissipativos com uma ordem de magnitude muito
maior e em dire¢cdo oposta (ARTIGAS e GADSBY, 2002).

O funcionamento da bomba como canal idnico foi comprovado por ARTIGAS e
GADSBY (2002), em estudos feitos em fragmentos de membrana de miodcitos cardiacos
de porquinhos-da-india, utilizando a toxina marinha palitoxina ou PTX. A palitoxina
interage com a Na,K-ATPase e gera um canal ionico relativamente ndo-seletivo a
cations, deflagrando um fluxo dissipativo de cations rapido o suficiente (10 ions/s) para
ser medido em uma unica bomba. Trabalhando com células de levedura, que ndo
possuem bomba de sddio e potassio, confirmou-se que o alvo de agao da PTX ¢ mesmo
a Na,K-ATPase.

A PTX converte a bomba Na,K-ATPase em canais de cations nao-seletivos,
possivelmente pela ruptura do mecanismo de acoplamento entre as portas da Na,K-
APTase (ARTIGAS e GADSBY, 2004). ARTIGAS e GADSBY (2003) verificaram que
aplicagdes citoplasmaticas de ATP promovem a abertura de canais, e a substitui¢do de
ions Na' por K™ promove o fechamento dos canais. Isso sugere que, apesar da presenca
de PTX, algumas reacdes parciais do ciclo de transporte normal da Na,K-ATPase
persistem e permanecem capazes de efetivar alteracdes que controlam o acesso a sitios

de ligacao de cétions nas bombas.

V.2 —Bomba de Calcio

A atuagdo da Ca-ATPase ¢ considerada um mecanismo de ajuste fino da

concentracdo intracelular de Ca®". Essa bomba pertence a familia de ATPase do tipo P,
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que utiliza energia a partir da quebra da molécula de ATP para transporte de ions contra
o gradiente eletroquimico através das membranas (ZYLINSKA e SOSZYNSKI, 2000).
O ciclo de reagao da Ca-ATPase envolve a formagdo seqiiencial e a degradagdo de
intermediarios fosforilados (aspartilfosfato). Da mesma foram que a Na,K-ATPase, a
enzima pode se apresentar em dois estados conformacionais distintos (E; ¢ E;) com
diferentes afinidades para o Ca®*. Dados experimentais mostram que a bomba opera
como um trocador eletrogénico de Ca*"/H" com uma estequiometria 1:1 (SALVADOR
et al., 1998). Alguns modelos de ativacdo da Ca-ATPase tem sido relatados, incluindo
estimulagdo por fatores naturais como calmodulina e fosfolipideos acidos.

Por causa da alta afinidade ao Ca®", acredita-se que a Gnica funcdo da bomba é a
manutengdo da homeostase do Ca®* em células eucariontes (FILOTEO et al., 1997). Em
muitos tipos de célula, a bomba Ca-ATPase ¢ o Gnico mecanismo responsavel pela
extrusdo de Ca’", enquanto que nas células neuronais, ela divide essa tarefa com o

trocador Na"/Ca”" (PENNISTON e ENYEDI, 1998).

V.3 — Implementacdo da bomba de sédio e potassio

A bomba Na,K-ATPase foi modelada, considerando-se a hipotese de ARTIGAS e
GADSBY (2002) de que a bomba possa ser interpretada como canal idnico. Dessa
forma, admitiu-se que a enzima Na,K-ATPase constitui um canal através da membrana
neuronal, cujo fluxo pode ser descrito pela equagdo de Goldman-Hodgkin-Katz para
corrente.

A movimentagdo dos ions Na" e K™ em sentidos opostos, na razio 3:2, foi
interpretada como o movimento de uma carga positiva através da membrana. Essa
movimentacdo de cargas gera uma corrente que influencia diretamente o potencial
transmembranico (efeito eletrogénico). Assim, para modelar a bomba Na,K-ATPase
como um canal i6nico, admitiu-se a movimentacao de carga como o movimento de um

ion ficticio, neste caso, denominado A, monovalente e positivo (Figura 5.2).
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Figura 5.2 — Representacao da corrente gerada pelo deslocamento de carga através da
Na,K-ATPase. O cation monovalente ficticio representa o saldo de cargas da troca de

dois K" por trés Na".

A corrente transmembranica /4 gerada pelo deslocamento da carga foi calculada a

partir da equagdo de GHK de corrente (HILLE, 1992):

1=p, 2 (o ) 5.1
4 =1y R-T [_%j ’ G.0)

l-e

onde P4 ¢ a permeabilidade do canal, z4 ¢ a valéncia para um cation monovalente, F' a
constante de Faraday, R a constante universal dos gases, 7" a temperatura em Kelvin, Vm
o potencial transmembranico, [A']; concentracdo do ion ficticio A" no meio intracelular
e [A'],, concentragdo no meio extracelular.

As concentragdes do fon A" foram calculadas analisando as reagdes quimicas
nos sitios de ligacdo na face intracelular e extracelular da enzima Na,K-ATPase e os
solutos Na', K', ATP, ADP e Pi (RODRIGUES, 2003). Os ions Na" ¢ K" foram
concebidos concorrendo aos mesmos sitios de ligacdo na enzima (WEISS, 1996), tanto
na face intra- (S1;) quanto na face extracelular (S1,). As moléculas de ADP e ATP e
fosforo reagem somente em um sitio especifico na face intracelular (S2). Dessa forma, o
modelo da bomba Na,K-ATPase implementado por RODRIGUES (2003), e adotado

neste trabalho, foi baseado nas seguintes reacgoes:
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K'+S81-SKSI, K:+SI.SKS1,
Na; +S1; 5 NaSl, Na' +S1. 5 NaSl,|
ATP+S825 ATPS2 ~ ADP+ Pi+S2 S (ADP, Pi)S2

Admitindo-se, a cada instante de tempo, o equilibrio instantaneo das reagdes,

obteve-se:
_[KT) [ST], :[K+]n'[51_]o

[KSI]i - deKSl > [KSI]O Kd(fm ’ (5-2)
_[Na"]-[S1], _[Na"],-[S1],

[NaS1], = K [NaS1], = e (5.3)
_[ATP]-[S27] ) _ [ADP]-[Pi]-[S27]

[ATpsz]_—KdATPS2 ,  [(ATD,Pi)S2] PP S? (5.4)

onde Kd*'e Kd*', Kd"*'e Kd"', Kd*""™* (em mM) e Kd**"""%* (em mM?) sdo

as constantes de dissociagdo das respectivas reagoes.
A concentragao de sitios de ligagao S1 da enzima, que podem ser ocupados tanto
. + + . . .
por ions Na™ quanto por K', na face intracelular, foi descrita por:

[S1°], =[S1°],,, —[NaS1], —~[KS1],, (5.5)

total
onde [S17],wm € concentracdo total de sitios de ligacdo de Na" e K' presentes nas

enzimas Na,K-ATPase.

Substituindo as equagdes 5.2 € 5.3 na equacgado 5.5 e explicitando o termo [S17];:

- (ST ],
[S1"], = e (5.7)
Nt K,

KdNaSl Kd»KSl

Levando a equagdo 5.7 as equagdes 5.2 ¢ 5.3:
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[K"],

[KST], =[ST1 1,0 —> (5.8)
[Km+mﬁ”@+wﬂﬁJ
Kd™
[NaS1); =[S1" ], e [K] (5.9)
Analogamente, para [NaS1], e [KS1],, obteve-se:
[KST], =[ST Jprat - ), TN’ (5.10)
MﬁL+K§“{HJMZ£J
Kd*
[NaS1], =[S1],,,,- Na], (5.11)

KS1
o

[Na+]U+K j\/asl. 1+[K ]o
Kd

Supondo que as moléculas de ATP concorrem com as moléculas de ADP e Pi

para formar ligagdes com a enzima, entdo, de forma analoga, tem-se:

[ATPS2]=[527],,,, - AT ., (5.12)
[ATP]+ Kd "™ -(1+[ADP]'[PZ]j
K (ADP-P)S2
[(ADP,P)S2]=[S2"1,,., - [ADP]-[Pi] — (5.13)
[ADP]-[P]+ Kd “PPP)5% . (1 + [Ed ATPS]Z j

~ 7 + . . .
A formacdao de um ion A" na superficie interna e na superficie externa ficou,

entdo, associada as seguintes reacoes:

3-NaS1,+2-KS1, +1- ATPS2 <> 1- 4,
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3-NaS1,+2-KS1, +1-(ADP,Pi)S2 <> 1- A

Admitindo-se que estas reagdes equilibram-se a cada instante de tempo:
[4%], = Kd -[ATPS2]-([NaS1],)* - ([KS1],)?, (5.14)
[4%], = Kd! -[(ADP, Pi)S2]-([NaS1],)’ - ([KS1],)?, (5.15)

Onde KiA = KdiA ) [S2_ ]total ) ([Sl_ ]mlal )5 € K:l = KdoA ’ [Sz_ ]mlal ’ ([Sl_ ]total )5 9send0
Kd' e Kd as constantes de equilibrio em mM.

A partir das concentragdes do ion ficticio A (equagdes 5.14 e 5.15) calculou-se
o valor da corrente (equacdo 5.1) e obteve-se o valor dos fluxos de Na" e de K,

considerando-se a relacao de 3:2:
¢Na,bomba = 390 X ]A /(ZA'F) (516)

¢K,bomba = _270 X IA /(ZA'F) (517)

A corrente que atravessa a bomba Na,K-ATPase foi considerada em suas
componentes como fluxos distintos de Na" e K. O efeito eletrogénico da bomba sobre o
potencial transmembranico ¢ equivalente ao efeito de um céation monovalente. Portanto,
o calculo dos termos 4 e B da equacao de GHK (equagdo 3.41) deduzida no modelo

anterior foi alterado para:

2w INa™ ], + P -[K'], + P, -[CI"], +P,-[4"],

P
(5.18)
Py, [Na™],+ B -[K"], + Py -[CI], + P, - [A47],

A
B
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V.4 — Implementacdo da bomba de calcio

Uma bomba difusiva de célcio foi implementada nos moldes da bomba Na,K-

ATPase. Dessa forma, admitindo-se a existéncia de um cation ficticio bivalente CA,

tem-se,
[CA2+]- :KdCA . [ATP] . [Ca2+]i , (5.19)
' ' [ADP]-[Pi] . . Ca™
[ATP]+ K (Hl(dj [Ca™], +Kd .[H[de}o
2+
[CA2+]0 :KdoCA . [ATP] [ATP] . [Ca ]0 [C 2+] R (5.20)
; > + a a i
[ADP]-[Pz]+KdiADPP-[1+Kdm,j [Ca* ], + Kd© -(1+ e ]

O fluxo devido a movimentagao deste ion foi dado modelado por:

[_Z-F-Vm]
2-F-Vm | [CA™] —[CA™], -e* *T
¢Ca,bomba =Leas ’ 2. F-Vm (521)
)
l—e* *T

O efeito eletrogénico da bomba sobre o potencial transmembranico ¢ equivalente
ao efeito de um cation bivalente. Portanto, o calculo dos termos C e D da equagdo de
GHK (equacdo 3.41) foi alterado, acrescentando-se os termos referentes a esse cation

ficticio. Assim,

C=4-(P, -[Ca®],+ Py, -[CA™],)

5.22
D=4.(PCa.[Ca2+]o+PCA.[CA2*]O) (>.22)

V.5 — Atuacdo da bomba de sédio e potassio e da bomba de calcio
durante a DA

—+ .
Durante a DA, o excesso de K™ no meio extracelular, provocado pela passagem

da onda, faz com que a bomba Na,K-ATPase atue de forma mais intensa, seqiiestrando
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o K" para o meio intracelular e bombeando o Na' para o extracelular na relagdo de
2K":3 Na'. A simulacdo da atuacdo da bomba Na,K-ATPase durante a onda de DA é
ilustrada na Figura 5.3. O fluxo i6nico, devido ao trabalho da bomba, mostra a
concentracdo de Na" que foi retirada do meio intracelular do terminal pos-sindptico, a

cada instante de tempo, e a de K que foi acumulada.

Pos-Sinaptico

0 1 2
Tempo (min)

Figura 5.3 — Variagdo da concentragio de Na’ e K" a cada instante de tempo devido &

atuacdo da bomba Na,K-ATPase no terminal sindptico durante a passagem da onda de

DA.

A atuacao da bomba Na,K-ATPase sobre as concentragdes pode ser visualizado
sobrepondo-se os resultados das simulagdes com e sem a atuagdo da bomba (Figura 5.4,
curvas pontilhadas e so6lidas, respectivamente).

Observa-se que a atuagdo da bomba Na,K-ATPase favorece a recuperagao da
concentracdo de K" extracelular e do Na' intracelular. Além disso, houve uma reducdo
na magnitude dos perfis de concentragdo desses ifons. Sem a atuagdo da bomba, as
concentragdes intracelulares de Na” e K ndo se recuperam. Nessa condigdo, o tecido
ndo ¢ capaz de sustentar uma nova onda de DA. A recuperagdo das concentragdes
10nicas extracelulares na auséncia da bomba se deve ao efeito da eletrodifusao descrita

para esse meio.
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Figura 5.4 — Atuagdo da bomba Na,K-ATPase sobre as concentragdes iOnicas € 0s
potenciais durante a onda de DA. O pontilhado representa a simulagdo com a atuagdo da

bomba Na,K-ATPase. O solido representa a simulagdo sem a atuacao da bomba.

A bomba de Na,K-ATPase gera gradientes i0nicos que sdo utilizados pelos
mecanismos de co-transporte cloreto-dependentes. Isso explica o maior acimulo desse
ion no meio intracelular quando a bomba ¢ desligada. Essas alteragdes na distribui¢ao
10nica entre os meios intra- e extracelulares devido a auséncia da bomba se reflete nos
potenciais extracelular e transmembranico.

A bomba Na,K-ATPase também colabora para a manuten¢do do equilibrio do
sistema. Sem a descricdo da bomba, ndo foram possiveis simulagcdes superiores a 3
minutos devido, principalmente, ao acimulo de Na' no intracelular.

No momento da passagem da onda de DA, ocorre o aumento da concentracao
intracelular de Ca** (BASARSKI et al, 1998). Para o restabelecimento da concentragio

normal desse ion, é necessaria a atuagdo da bomba Ca-ATPase. A atividade dessa
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bomba pode ser simulada, conforme resultado da simulagao, apresentado na Figura 5.5,

referente ao fluxo desse ion, por esse mecanismo de bombeamento, durante a DA.

Pos-Sinaptico

x 10°
Q3
= -5
E
<-10
& 15
0 5 10
Tempo (min)

Figura 5.5 — Deplegdo da concentragio de Ca®" intracelular, a cada instante de tempo,

devido a atuagdo da bomba Ca-ATPase no terminal sindptico, durante a onda de DA.

O ecfeito da atuagdo da bomba Ca-ATPase sobre as concentragdes idnicas ¢
mostrado na Figura 5.6. Observa-se uma recuperagdo mais rapida da concentragao desse
ion no meio extracelular devido a perfusdo. No meio intracelular, a atividade da bomba
evita o acimulo excessivo de Ca®". Esse mecanismo se mostra essencial para o retorno
da concentracdo intracelular de Ca*" aos niveis normais.

A regulagdo da concentragio do Ca®" deve ser eficiente, uma vez que este ion é
responsavel pela liberacdo de neurotransmissores na fenda sinaptica que, por sua vez,
modula as permeabilidades dos canais nos terminais pos-sinapticos. A auséncia dessa
regulacio mantém Ca’" intracelular em um nivel de concentragdo que sustenta a
liberagcdo de neurontransmissores, dificultando a reducdo da permeabilidade i6nica pos-
sinaptica. Nesse estado, o fluxo idnico através dos canais dificulta o trabalho da bomba
Na,K-ATPase, ¢ dos mecanismos de co-transporte a ela acoplados. Assim, o retorno das
concentragdes intracelulares dos demais ions e, por conseguinte, do potencial

transmembranico fica prejudicado.
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Figura 5.6 — Atuacdo da bomba Ca-ATPase sobre as concentragcdes iOnicas € 0s
potenciais durante a onda de DA. O pontilhado representa a simulagdo com a atuagdo da

bomba de célcio. O sélido representa a simulagdo sem a atuagao da bomba.
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Capitulo VI — Mecanismos de Co-Transporte Cation-Cloreto

Os mecanismos de co-transporte cation-cloreto (CCC) tém sido identificados
como importantes reguladores da concentracdo neuronal de CI. O transporte de CI
mediado por CCCs ¢ eletroneutro, ou seja, ndo ha hidrélise direta de ATP, apesar dos
ciclos de transporte serem conduzidos contra o gradiente de concentragdo das espécies
10nicas envolvidas. Os CCCs utilizam a energia que provém dos gradientes de cations
gerados pela atuagcdo da bomba Na,K-ATPase (PAYNE et al., 2003).

A primeira sugestio de um processo de co-transporte acoplado com ions de Na"
e CI foi feito por SHANES (1958). Evidéncias de um mecanismo de co-transporte
acoplado entre Na', K" e CI, bloqueado por loops diuréticos, e ndo afetado por
ouabaina, foi apresentado pela primeira vez por GECK et al. (1980). Acreditava-se que
os varios relatos de processos de co-transportes de Cl representavam diferentes modos
de atuacdo de uma tunica entidade de transporte. Entretanto, com os avangos dos tltimos
anos, sabe-se agora que co-transportes CCCs sao produtos de genes separados
(RUSSEL, 2000).

A familia genética do CCC consiste de trés grupos amplos (Figura 6.1): o co-
transporte acoplado Na-Cl (NCC), o co-transporte Na-K-2CI (NKCC) e o co-transporte
K-CI (KCC). Sob condigdes fisioldégicas normais, o0 NCC e o NKCC promovem a
acumulagdo de CI intracelular, enquanto que o KCC opera na extrusao de CI'. Como um
mecanismo de transporte eletroneutro, a direcdo de movimentacdo dos ions pelo co-
transporte ¢ determinada apenas pelo somatorio das diferengas dos potenciais
eletroquimicos (PAYNE, 1997). Portanto, os CCCs sao bidirecionais (PAYNE et al.,
2003). Até¢ o momento, foram identificados um NCC, duas isoformas NKCC (NKCC1 e
NKCC2) e quatro isoformas KCC (KCC1, KCC2, KCC3 e KCC4). O NKCCI ¢
encontrado no sistema nervoso central tanto em neurdnios quanto em glias, e no plexo
coroidal e em células vasculares do endotélio. O NKCC2 ¢ encontrado principalmente
nos rins. Uma tUnica isoforma do KCC (KCC2) ¢ exclusivamente expressada nos
neurénios maduros, sendo responsdvel pela baixa concentragdo do Cl intracelular.
KCCI, KCC3 e KCC4 tém sido encontrados no sistema nervoso, com expressoes muito

mais limitadas em neurdénios (PAYNE et al., 2003).
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Figura 6.1 — Grupos de co-transportes cation-cloreto e suas respectivas isoformas

(PAYNE et al., 2003).

V1.1 — Co-transporte Na-Cl (NCC)

As propriedades funcionais do NCC foram caracterizadas definitivamente por
STOKES et al. (1984). Eles demonstraram a interdependéncia entre os efeitos de Na' e
CI” na absor¢do de Cl” e Na' respectivamente, a independéncia de K™ e que o NCC ¢
inibido por tiazida diurética (droga para controle de pressdo arterial) e ndo por loops
diuréticos como a furosemida e nem por drogas que inibem o KCC e o trocador HCO3"
/CI ou outros processos de transporte de anidnicos. Entretanto, ha evidéncias de que o
co-transporte NCC seja sensivel a bumetanida (um loop diurético) na traquéia e na
vesicula biliar de Necturus (RUSSEL, 2000).

De forma geral, o NCC parece estar extensamente confinado em células
epiteliais como os rins onde ele participa da movimentagdo de Na' e CI através da
barreira epitelial (RUSSEL, 2000). O NCC ainda nao foi identificado em tecidos
nervosos (PAYNE et al., 2003).

VI.2 — Co-transporte K-C| (KCC)

O KCC ¢ uma proteina integrante da membrana que ¢ responsavel pelo
transporte acoplado e eletricamente neutro entre K e CI', sendo ativado pelo aumento
do volume celular, podendo promover uma redugdo da regulacao de volume. Também
pode estar envolvido na manuten¢do da concentragdo de CI intracelular em niveis

inferiores ao de equilibrio em neurdnios. A ativacdo do KCC pelo aumento de volume
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celular esta relacionada com a perda de K™ e CI” juntamente com uma equivaléncia
osmotica em dgua. Isso resulta na reducao do volume celular (RUSSEL, 2000).

Sob condigdes fisiologicas normais, o co-transporte KCC é um caminho de
efluxo com a diregdo sendo comandada pelo gradiente de K* mantido pela Na,K-
ATPase (Figura 6.2). O CI é co-transportado com o K', que é bombeado pela bomba de
Na,K-ATPase (TAS et al., 1987). O co-transporte KCC ¢ caracterizado por sua
sensibilidade a /loops diuréticos como a furosemida (maior sensibilidade) e a
bumetanida. Essa afinidade a loops diuréticos ¢ significativamente menor do que o do

co-transporte NKCC (AULL, 1981, LAUF et al., 1984).

2K*

N K* CI7
~ 4
Figura 6.2 — Interdependéncia entre a bomba Na,K-ATPase e o co-tranporte KCC. O

excesso de K' gerado pela bomba é retornado ao meio extracelular pelo KCC

juntamente com CI” (extraido de PAYNE et al., 2003).

O isomorfo KCC1 esta presente em todos os tipos de tecidos analisados e parece
ser uma forma padrao, envolvida com a regulacdo de volume celular. Esse isomorfo tem
uma baixa afinidade aparente por Rb" e por CI extracelulares. Ha evidéncias de que o
KCC1 possa participar na movimentagdo de sais em tecidos transepiteliais como o
pulmao ou o rim (GILLEN et al., 1996).

A isoforma KCC4 ¢ sensivel a variagdo de volume, sendo ativada
bioquimicamente pelo inchago celular, e mostra pouca expressao em cérebros maduros.
A isoforma KCC3 ¢ a tinica que ndo ¢ sensivel a volume (PAYNE et al., 2003).

O isomorfo KCC2 ¢ encontrado em abundancia nas células neuronais. Baseado
nessa expressdo neuronal abundante, PAYNE et at. (1996) propuseram que o KCC2

seria provavelmente a bomba que provocaria o efluxo de C1” de neurodnios.
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O KCC2 apresenta algumas caracteristicas funcionais bem diferentes em relagao
ao KCCl, incluindo a insensibilidade ao inchago celular e uma aparente afinidade ao
Rb" no lugar do K'. As caracteristicas unicas do KCC2, além de sua especificidade
neuronal, fortalece a possibilidade que seus aspectos fisiologicos diferem do KCCI.
Uma fung¢ao potencial do KCC2 poderia ser a reducdo da concentracao neuronal de CI',
de forma a favorecer o gradiente eletroquimico de influxo desse ion, para o correto
funcionamento de canais dependentes de CI, na inibi¢do pos-sinaptica (PAYNE et al.,
1996). Sob condigdes fisioldgicas normais, hd energia reservada no gradiente quimico
de K’ para mover o CI” contra seu gradiente para fora do neurénio através do co-

transporte eletroneutro de K-Cl.

VI.3 — Co-transporte Na-K-2Cl (NKCC)

O NKCC possui duas formas isomorfas: NKCC1, que ¢ encontrada praticamente
em todas as células e principalmente na membrana basolateral de células epiteliais € o
NKCC2 que tem sido identificado apenas em regides medulares e corticais do rim
(RUSSEL, 2000).

Sob condigdes fisiologicas normais, segundo PAYNE er al. (2003), o co-
transporte NKCC ¢ um caminho de influxo com a dire¢do sendo comandada pelo

gradiente de Na" mantido pela bomba Na,K-ATPase (Figura 6.3).

- —~

. a
/ 2K+ Na® K* 2CI~

3Na* ATP)

Figura 6.3 — Interdependéncia entre a bomba Na,K-ATPase e o co-tranporte NKCC. O
sentido do fluxo é mantido pelo Na" acumulado no meio extracelular pela bomba Na,K-

ATPase (extraido de PAYNE et al., 2003).
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O NKCC ¢ importante na manuten¢ao da concentracdo intracelular de CI" em
niveis acima do equilibrio eletroquimico e serve como rota para correntes de captura de
Na" e K" para o interior da célula e é importante no processo de regulacio de volume
celular. E afetado pelo volume celular, hormdnios, fatores de crescimento, tensdo de
oxigénio e pela concentracdo intracelular de Mg*" ionizado (FLATMAN, 2002, HASS ¢
FORBUSH, 2000).

Como o processo de transporte dos ions ¢ eletroneutro, entdo, o nimero de
cations (Na” e K") que atravessam a membrana sera igual a soma de anions CI.
Portanto, a estequiometria mais simples de transporte é 1 Na":1 K":2 CI' (GECK et al.,
1980). Uma estequiometria ndo usual de 2:1:3 foi observada em axo6nio de neuronio
gigante de lula (RUSSEL, 1983, 2000). Provavelmente, trata-se de um outro isomorfo
do NKCC. Essa estequiometria exige muito mais energia dos mesmos gradientes
i6nicos para bombear CI” para o meio intracelular. Uma forma truncada do NKCC2
pode co-transportar 1 Na":1 Cl independente de K' (FLATMAN, 2002).

O NKCC também mostra algumas caracteristicas requeridas para um buffer
eficiente de [K'],, que é uma forca de condugdo dirigida para dentro da célula (PAYNE,
et al., 1995).

No cérebro de rato, o NKCC1 parece ser muito mais restrito em sua distribui¢ao
e densidade neuronal do que o KCC2. Por exemplo, PLOTKIN et al. (1997)
descobriram o NKCC1 em altos niveis apenas em neurdnios sensoriais € em certos
neurdnios do tronco cerebral. Isso pode limitar sua fungdo no buffer de [K'], dentro do
microambiente neuronal. Portanto, tanto o KCC quanto o NKCC parecem desempenhar

fungdes importantes na regulagdo neuronal de [C17; e [K'], no cérebro (PAYNE, 1997).

VI.4 — Implementacdo dos mecanismos de co-transporte

O mecanismo de co-transporte NCC encontra-se distribuido em células epiteliais,
sendo o Unico que nao ¢ encontrado em células do sistema nervoso. Dessa forma,
somente os mecanismos de co-transporte KCC e NKCC serdo considerados no modelo.

O mecanismo de co-transporte KCC ¢ capaz de transportar, simultaneamente, um
jon K" e um fon CI, através da membrana neuronal, em fung¢io do gradiente de
concentracdo de KCI entre os meios intra- e extracelulares. Portanto, trata-se de um

transporte eletroneutro (PAYNE, 1997, DEFAZIO et al., 2000). Quando a concentragdo
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de KCI1 é menor no meio extracelular, é possivel que haja um influxo de K* contra seu
gradiente de concentracdo, por meio de um co-transporte com o CI .

Para que os ions sejam transportados, os dois ligam-se a enzima, a0 mesmo
tempo e numa mesma face, intra- ou extracelular. A ligacdo ocorre em sitios especificos
denominados S1 para K™ e S2 para Cl. Dessa forma, as reagdes dos ions com as
enzimas nos meios intra- e extracelulares, segundo RODRIGUES (2003), foram

descritas por:

K'+SI"SKSl, K'+SI"SKSI,,

S2° +Cl7 5 82C1,, §2* +CI. S 82CI,

Admitindo-se que o equilibrio das reagdes ¢ atingindo a cada instante de tempo e

as constantes de dissociagao (Kd) de cada reacdo, tem-se:

K*1[S1 K*1,[S1
[KS1]. J{@}%, [KS1], :%, (6.1)
[s2C1], =%,[520[]0 =%. (6.2)

Se for admitido a mesma probabilidade de se fazer ligagdes nas faces intra- ¢
extracelulares da enzima do co-transporte, entdo a concentragdo de sitios livres, [S17],
. ~ , + .
que podem formar ligagdes com o ion K', pode ser relacionada por:

[S17]=[S1"],., —[KS1], —-[KS1], , (6.3)

total

onde [S1 ], € @ concentragao total de sitios de K" das enzimas presentes na membrana.
Substituindo as equagdes 6.1 e 6.2 na equagdo 6.3 e explicitando a concentragdo

de sitios livres, tem-se:

Kd ol : [Sl_ ]total
Kd®' +[K*], +[K*],

[S17]= (6.4)
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Levando a equagdo 6.4 a2 6.1 e a 6.2:

_ 5],
KS1]. =[S1 . ! 6.5
LKST]; =81 Lo s +[K*], +[K 7], .

_ 5]
St 151 ' 0 6.6
[KST], =[ST" ], Kd®™' +[K*], +[K"], -

De forma anéloga, para o CI':
+ (I

S2C1], =[S2°] - l X
[ 1, =821 KdS% +[CI'] +[CI'], ()
[S2C1], =[52"],,,,- o .

KdS% +[CI'], +[CI"],

Se for considerada a ligagdo simultinea de K e CI" a um sitio especifico S da
enzima (onde S representa S1 ou S2 ligados a seus pares), numa mesma face da
membrana, o resultado é a formacdo do composto KCIS, o qual é responsavel pelo

transporte de K e Cl na razdo 1:1. Entdo, as seguintes reagdes podem ser descritas:

S2Cl +KS1, <> KCIS,,

S2CI +KS1, <> KCIS,

Supondo o equilibrio instantaneo de cada reagdo anterior, tem-se:

[KCIS], = Kd““ [KS1], -[S2CT]., (6.9)

[KCIS], = Kd*“ [KS1], -[S2C1],, (6.10)

onde K& ¢ a constante de equilibrio da reagdo dada em mM™.
Substituindo as equagdes 6.5 ¢ 6.7 na equagao 6.9 e as equagdes 6.6 ¢ 6.8 na

6.10:
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[K+]i '[Cl_]i

[KCIS]i = Kd*"® '([S]total)z ) KS1 n + S2C1 - - ’
(Kd™ +[K"],+[K"],)-(Kd>"" +[CI" ], +[CI"],)

(6.11)

| [K™],-[Cl],
(Kd™' +[K*], +[K"],)-(Kd**“ +[CI"]. +[CI"1,)

[KCIS], = Kd"" -([S],u)’ (6.12)

Fazendo o fluxo i6nico devido ao co-transporte KCC proporcional a diferenga

entre [KCIS]; e [KCIS],, entao:

(K], -[CI7), ~[K"), [Cl],
(dem +[K+]i +[K+]0).(KdS2CI +[le]i +[le]0) ’

(6.13)

¢1<cc = QKCC ’

onde Oy =@-Kd ™" -([S],.)°» sendo @ uma constante de proporcionalidade. Essa

concentragdo de parametros facilita na etapa de ajuste de parametros, durante as
simulagoes.

Outro mecanismo de co-transporte identificado em tecidos neuronais ¢ o NKCC.
Nesse mecanismo, sio transportados, simultaneamente, um Na“ e um K' juntamente
com dois CI” através da membrana glial. Como as concentragdes de Na™ e de CI sdo
elevadas no meio extracelular, entdio o NKCC depende, basicamente, da variagdo de
[K'Jo. Com isso, K* pode ser transportado para o meio intracelular, contra o gradiente
de concentragio, juntamente com dois CI” e um Na'. Partindo-se das reagdes entre os
jons Na', K" e CI" com os sitios de ligagdo da enzima, de forma analoga ao co-
transporte KCC, o fluxo devido ao mecanismo de co-transporte NKCC, ¢yxce, pode,

segundo RODRIGUES (2003) ser descrito por:

Ouce ([Na” ], -[K"), [CI" ]} ~[Na"], -[K "], [CI°T3) (6.14)
(Kd"" +[Na*], +[Na*1,)(Kd*> +[K*], +[K "1, (Kd** +[CI"], +[CI"],)*

1 1

¢N1<cc =

onde, Qe = 1 - Kd"* " -([S],,,)" sendo y uma constante de proporcionalidade e S1

e S2 e S3, os sitios de ligagdo de Na’, K e CI', respectivamente.
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VI.5 — Atuagdo dos mecanismos de co-transporte durante a DA

No repouso, o co-transporte KCC atua retirando K™ e CI” do meio intracelular,
com a direcio sendo comandada pelo gradiente de K, mantido pela bomba Na,K-
ATPase. Durante a passagem da onda de DA, as simulagdes mostram um aumento na
intensidade do fluxo através do KCC, que contribui para remover o excesso de CI” nos
terminais. A medida que a concentragio intracelular de K" retorna aos valores normais,

o fluxo 16nico através do KCC retorna aos niveis do repouso (Figura 6.4).

Pos-Sinaptico

g -0.2
éx-o.s
= 04
S 02
£ o3
<° 04
0 5 10

Tempo (min)
Figura 6.4 — Fluxo de K e CI" devido a atuacdo do co-transporte KCC no terminal

sindptico durante a onda de DA

A atuacdo do co-transporte KCC sobre as concentragdes idnicas ¢ mostrado na

Figura 6.5. O KCC atua de forma a regular a concentracdo de CI” evitando o actimulo
desse ion no terminal pds-sinaptico. Essa regulacao ¢ feita de forma eletroneutra
aproveitando-se o gradiente eletroquimico do K, que ¢ sustentado pela bomba Na,K-

ATPase. O efeito sobre os potenciais de membrana e extracelular ¢ minimo.
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Figura 6.5 — Atuagdo do co-transporte KCC sobre as concentracdes ionicas. As linhas
tracejadas representam a simulagdo feita com o co-transporte. As linhas solidas

representam a simulac¢do onde a atuag¢do do co-transporte foi desativada.

Como ja mencionado, segundo PAYNE et al. (2003), sob condicdes fisioldgicas
normais, o co-transporte NKCC ¢ uma via de influxo, comandada pelo gradiente de
Na', mantido pela bomba Na,K-ATPase. Durante a DA, as simulagdes mostram que o
co-transporte NKCC, também atua retirando Na', K" e CI” do meio extracelular para o
interior das glias, durante a passagem da onda de DA. Mas, neste caso, apesar da
reducdo das [Na'], e [ClT],, os gradientes desse ions permanecem no sentido extra-intra
glial. Com o actimulo de K" no meio extracelular, decorrente da onda de DA (Figura
6.6), fica favorecido o gradiente de [Na,K,2CI] no sentido extra-intracelular glial,
definindo o influxo pelo co-transporte.

A atuacdo do NKCC sobre as concentragdes idnicas ¢ mostrado na Figura 6.7.

Observa-se que a retirada da atuagdo do co-transporte NKCC corresponde uma maior
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redugdo da [CI];. Isso estd em acordo com o que foi descrito por PAYNE (1997),

indicando que o NKCC impede a saida excessiva do CI intracelular glial.
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Figura 6.6 — Fluxo ionico de Na', K" e CI devido a atuago do co-transporte NKCC na

glia.
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Figura 6.7 — Atuacdo do co-transporte NKCC sobre as concentragdes ionicas. Em
pontilhado, tem-se a simulacdo feita com o co-transporte. Em linhas solidas, registros

simulados a partir da desativacao do co-transporte NKCC.
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Capitulo VIl — Canais Retificadores de Entrada de Potassio

Uma funcdo essencial das células gliais ¢ a regulacdo da concentragdo
extracelular de K. Por meio do mecanismo de spatial buffering, o K é acumulado nas
glias e, posteriormente, por meio de um mecanismo denominado spatial siphoning, é
distribuido para regides onde a concentragdo extracelular de K™ é menor. Em particular,
na retina, essa funcao ¢ desempenhada por um tipo de glia denominada célula de Miiller
(NEWMAN 1993). Conforme verificado por BREW e ATTWELL (1985), o principal
canal de K presente nas células de Miiller de retina de anfibios é o canal retificador de
entrada de K.

Os canais retificadores de entrada de K™ foram observados, pela primeira vez,
por KATZ (1949), que utilizou o termo “retificagdo andmala” para denotar as
propriedades de retificacdo diferentes do que, até entdo, havia sido observado. A
anomalia era uma condutancia que aumentava sob condi¢des de hiperpolarizagdo e
decrescia na despolarizagao. Durante a hiperpolarizacao, observou-se uma corrente de
entrada de K™ que ndo existia na despolarizagdo. As propriedades mais importantes que

foram relatadas a respeito desses canais foram:

e abrem-se com uma dependéncia acentuada de potencial na hiperpolarizagao;

e dependéncia de potencial em fungdo de [K'],, deslocando ao longo do eixo de
potencial com a quantidade R-7*In[K];

e parte da retificacdo acentuada parece ser instantanea, ocorrendo em menos de
Il ms, e uma fracdo adicional pode se desenvolver exponencialmente com

constantes de tempo da ordem de mili-segundos a 0,5 s.

Na Figura 7.1, tem-se um exemplo da curva I-V para ovos de estrela do mar
submetidos a quatro diferentes concentragdes de K* (HILLE, 1992). A membrana ¢é
mantida no potencial de corrente zero (zero-current potential) e despolarizada ou
hiperpolarizada com dois micro-eletrodos. As linhas tracejadas mostram as relagdes -V
instantaneas e as linhas sdlidas, as relagdes de regime permanente apds algumas

centenas de segundos (7= 21°C):
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Figura 7.1 — Curva I-V de um canal retificador de K~ em ovo de estrela do mar para

diferentes concentragdes de K (extraido de HILLE, 1992, pp. 129).

O potencial de equilibrio de Nernst de K corresponde aquele para os quais a
corrente de K* é zero. A medida que a célula se despolariza, aumentado-se a
concentracdo extracelular de K, o potencial de equilibrio desloca-se em diregdo ao zero
(Figura 7.1, seta superior). Nessa situacdo, aparece uma corrente negativa que conduz o
K" para o interior da célula.

Em experimentos de voltage clamp com whole-cell, em células de Miiller, com e
sem end-feet, realizados por NEWMAN (1993) as curvas de I-V foram levantadas
fixando-se a concentracdo intracelular de K™ em 98 mM e concentragdes extracelulares
em 2,5, 10, 30 e 98 mM. As curvas foram ajustadas utilizando-se uma equagdo
incluindo termos da relacdo de Boltzmann, representando o canal de retificacdo e a

probabilidade de abertura do canal (NEWMAN, 1993):

I =AV- -G, (7.1)
AV =Vm -V, (7.2)
[K"],
VK = NSlope ln[ [K+ ]i (73)
c
Gy = , 7.4
* [AV—VhR] 79
1 +exp R
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onde / ¢ a corrente de membrana, AV é a forca para o fluxo de K', Ex é o potencial de

+ r r A . r
Nernst para K, Ny, € a constante de Nernst, Gx ¢ a condutancia de membrana, ¢ € um
fator de escala, V,® ¢ a potencial na qual a condutancia é metade do maximo, S* & uma

medida da taxa na qual a condutincia altera com a potencial. A magnitude da retificacdo
da célula (taxa da corrente de dentro para fora) é descrita pelo pardmetro S¥, enquanto
que ¥} especifica a potencial na qual a retificagdo ocorre. Os pardmetros c, Ste VE
sdo variados de forma a se obter o melhor ajuste.

Os canais retificadores de K' sdo sensiveis a [K'], e ao potencial. A
sensibilidade das correntes nas células de Miiller ao K pode ser verificada
determinando-se as relacoes I-V em solugdes de banho contendo 98, 30, 10 ¢ 2,5 mM de
K. De acordo com a descrigdo de NEWMAN (1993), em seus experimentos, os valores

calculados para S® sdo bastante proximos para células com e sem end-feet, conforme

mostrado na tabela 7.1:

Tabela 7.1 — Valores dos parametros com e sem end-feet

Com end-feet Sem end-feet
Sk 338+42mV | -13,9+8,5mV
VhR 322+6,1 mV 21,4+ 6,1 mV

Na Figura 7.2, tem-se a relacdo I-V de whole-cell com end-feet, onde o [K'], foi

gradualmente reduzido de 98 para 2,5 mM.

0
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25 | - ]
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=
o
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-100 } .
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-150 -100 -50 0 50 100
Voltagem (mV)
Figura 7.2 — Curva I-V de um canal retificador de K" de glia (whole-cell) com end-feet

para diferentes concentragdes de K* (Extraido de NEWMAN, 1993).
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Observa-se que a condutancia da membrana ¢ aumentada e o grafico I-V ¢

. . N . + ~ ~
deslocado para direita a medida que [K '], aumenta. As relacdes I-V sdo deslocadas para
direita com o potencial reverso e ¥, assumindo valores cada vez mais negativos a

. + .. . ~ ~ 7o .
medida que [K'], diminui. Essas alteracdes sdo tipicas de correntes geradas por canais

retificadores de K.

VII.1 — Implementacao dos canais retificadores de potassio

No modelo, o fluxo de K através do canal retificador, @rect, TO1 Obtido pela

equacdo de corrente de GHK, no lugar da Lei de Ohm originalmente utilizada por

NEWMAN (1993):

N o
¢rect = Lyeet * L RFTVm ) L3 ]i _[K(_]zzFimj (7.5)
RT

l-e

A permeabilidade do canal P, foi calculada de modo analogo a condutancia

descrita por NEWMAN (1993):

C

b ’ (7.6)
rect AV_VR
1+exp[RhJ
S

— *V Slope

_ _ [K7],
onde AV =Vm—-E,,e E, =N, -In ,
(K]

i

sendo AV, a forca para o fluxo de K", Ex, o potencial de Nernst para K, Niiope, a
constante de Nernst, P,., a permeabilidade de membrana, ¢, fator de escala, VhR, a

. A . , , . R .
potencial na qual a condutancia é metade do maximo e S°, medida da taxa na qual a

condutancia se altera com a potencial. A magnitude da retificacdo da célula (taxa da

corrente de dentro para fora) ¢ descrita pelo parimetro S* enquanto que v} especifica o
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potencial na qual a retificacio ocorre. Os pardmetros ¢, S* e vk sio determinados a

partir de ajustes otimizados pelo método do gradiente.

Além da descrigao feita por Newman, incluiu-se no modelo o efeito eletrogénico
da atuagdo dos canais retificadores sobre o potencial da membrana glial. Esse efeito foi
modelado alterando-se os termos A e B da equacdo de GHK (equacao 3.41) de
potencial, somando-se a permeabilidade de K' com a permeabilidade do canal

retificador. Dessa forma, tem-se:

A=P, -[Na"],+(P; +P,,)[K'],+ Py -[CI"], + Pyy - [NaK"],

(7.7)
B=P, -[Na'l, +(P, +P,)-[K'], +P,-[CI"]. + P, -[NaK"],

VII.2 — Atuacgéo do canal retificador de entrada de potassio durante a DA

Como mencionado, estudos como o de NEWMAN (1993), demonstram a
importancia das glias na remocdo do excesso de K* do meio extracelular, através dos
canais retificadores de entrada de K'. A atuacdo desses canais pode ser visualizada por
meio das simulacdes, durante a passagem da onda de DA (Figura 7.3). O estudo
comparativo das [K']; glial e [K'], mostra que na auséncia desses canais, o acimulo de
K" glial ¢ menor e ha um aumento da [K'],. Verifica-se que a [K'], atinge 70 mM na
auséncia dos canais retificadores, uma diferenca de 10 mM, comparado-se com o caso
controle no qual o NKCC atua. Correspondentemente, a fungio de buffer de K™ pela
glia, fica incrementada pelos canais retificadores, oferecendo um incremento

intracelular glial de K de cerca de 15 mM.

74



Extracelular Glia

s 40
E
~ 20
©
Z
0 [

(=]

150

[K'] (mM)
3883

1004

__100
=
£
2 59
s 0.08
E 1
; 0.06
‘}3 0.04
S
£ 45| — sem canal retificador
com canal retificador
0 1 2 0 1 2
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 7.3 — Efeito da atuagdo do canal retificador de K* sobre as concentragdes idnicas.
Em pontilhado, tem-se a simulagdo feita com o canal. Em linhas sdélidas, o efeito do

canal foi desativado.

Acredita-se, ainda, que, sem essa atuagdo glial, o acimulo de K" extracelular
seja responsavel pelo aumento da susceptibilidade a deflagragao de ondas de DA, como
observado por MULLER e SOMIJEN (1999). Pela Figura 7.4, observa-se que o canal é
ativado quando o potencial de Nernst de K supera o potencial de membrana da glia,
como demonstrado por NEWMAN (1993). Comparando ainda com a [K']; glial,
conforme Figura 7.3, observa-se que mesmo com acumulo desse ion no intracelular, os
canais retificadores continuam a retira-lo do extracelular, quando o nivel de K se eleva

nesse meio. Esse influxo ¢ mantido as custas do potencial transmembranico.
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Figura 7.4 — Influxo de K para a glia, através dos canais retificadores de K', durante a
onda de DA (A). O canal permanece atuando enquanto o potencial de Nernst de K', Vi
(curva sélida em B), for superior ao potencial de membrana glial, V,, (curva pontilhada
em B). As linhas verticais auxiliam na comparacao entre os dois registros, identificando

os pontos em que as curvas de Vg e Vy, se cruzam.
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Capitulo VIIl — Transmissé&o sinaptica

Em 1897, o fisiologista inglés Charles Sherrington descobriu que a transferéncia
de informagdes entre neurdnios ocorre em sitios de contato especializados. Esses sitios
foram denominados sindpses e o processo de transferéncia de informagao, transmissao
sinaptica. A natureza da transmissao sindptica permaneceu uma incognita durante anos.
FURSHPAN e POTTER, (1959) propuseram que a transmissao sinaptica fosse de
natureza elétrica, considerando-se a velocidade de transmissdo. Uma hipotese
alternativa surgida antes de 1900, propunha a existéncia de substancia
neurotransmissoras. A existéncia dessas substancias foi comprovada por Otto Loewi
em 1921 (BEAR et al., 1996).

As sinapses quimicas, cuja transmissdao ocorre pela liberacdo de substancias
neurotransmissoras de neuronios pré-sinapticos, sdo as mais comuns. Essas substancias
se difundem na fenda sindptica (20 a 30 nm de distancia, segundo KLEINSMITH e
KISH, 1995) até atingir o neurdnio pos-sindptico. As substancias neurotransmissoras
encontram-se armazenadas em vesiculas e sdo liberadas na fenda quando ocorre a
despolarizacdo da membrana. Essas vesiculas sdo de dois tipos: pequenas vesiculas
sinapticas (50 nm de didmetro) localizadas préximas a membrana do terminal e granulos
de secrec¢ao (90 a 250 nm de diametro), que estdo distribuidas de forma mais espagadas
no terminal (KLEINSMITH e KISH, 1995).

Nas sinapses elétricas, que sdo relativamente raras em vertebrados superiores, os
neurdnios pré- e pos-sinapticos estdo fisicamente unidos por estruturas denominadas
gap-junctions, que permitem comunicagdo elétrica direta entre os citoplasmas de duas
células (WOLFE, 1993). Nessa regido, o espago entre as membranas pré- e poOs-
sinapticas ¢ de apenas 2 a 3,5 nm. O fluxo de ions através das gap-junctions permite a
passagem da despolarizagdo da membrana diretamente do terminal pré-sinaptico para o
terminal pds-sinaptico. Esse acoplamento direto permite que o sinal seja transmitido
mais rapidamente do que em uma sinapse quimica, onde € necessario tempo para a
difusdo das substancias neurotransmissoras (Figura 8.1).

Os sinais se movem t3o rapidamente através das sindpses que por muitos anos
acreditou-se que se tratava de um fenOmeno puramente elétrico. Apesar dessa

informacao ser verdadeira para o caso das sindpses elétricas, a maioria das sinapses sao
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quimicas. Os sinais sao transmitidos através da fenda sinaptica por difusdo de moléculas

denominadas neurotransmissores. Uma relagdo dos principais neurotransmissores € as

principais areas de atua¢do ¢ mostrada na Tabela 8.1.

Sinapse gquimica

Axénio da
celula
pré-sinaptica

Granulos
secretores

Vesiculas
sinapticas

Terminal

Receptores

Célula pos-sinaptica

Sinapse elétrica

Gap
junctions

S

Célula pos-sinaptica

Figura 8.1 — Estrutura das sindpses quimicas e elétricas. Nas sindpses quimicas os sinais

sdo transmitidos por neurotransmissores liberados por exocitose do terminal pré-

sinaptico, que se difundem através da fenda sindptica, e se ligam ao receptor no terminal

pOs-sinaptico. Nas sindpses elétricas, os sinais sdo transmitidos por ions que fluem

diretamente através das gap-junctions que ligam os citoplasma dos neurdnios pré- € pos-

sinapticos (extraido de KLEINSMITH e KISH, 1995).

Tabela 8.1 — Relagao dos principais tipos de neurotransmissores € o sitio de atuagao.

Tipo Neurotransmissor Principal area de acao
Aceltilcolina Jung¢do neuromuscular e cérebro
Norepinefrina Sistema nervoso central e

Ami sistema simpatico

minas . , h C

Dopamina Cérebro e sistema simpatico
Serotonina Cérebro
Histamina Hipotalamo
Acido y-aminobutirico (GABA)  Sistema nervoso central

Aminoécidos Glicina Medula espinhal
Glutamato Sistema nervoso central
Tirotropina Hipotalamo
Leu-enquefalina Cérebro
Met-enquefalina Cérebro
Gonadotroprina Hipotalamo

Peptideos Somatostatina Hipotélamg o
[-endorfina Glandula pituitaria
Substancia P Cérebro
Neurotensina Cérebro
Calcitonina Cérebro
Peptideo intestinal vasoativo Intestino

Purinas ATP Cérebro
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A liberagdo de neurotransmissores é regulada pela entrada de fons de Ca’" no
terminal (KATZ, 1969 e LLINAS et al., 1995). Segundo AUGUSTINE (2001), essa
liberagdo envolve muitas reagdes de transicdo e cada reagcdo requer um ndmero
consideravel de interagcdes do tipo proteina-proteina. A membrana do terminal pré-
sindptico no repouso ¢ relativamente impermeavel ao Ca®’, cuja concentracdo ¢ maior
no meio extracelular. Durante a despolarizagdo, ocorre a abertura de canais de Ca*"
dependentes de potencial permitindo a entrada desse ion que, por sua vez, inicia a
exocitose das vesiculas (BENNETT, 1997).

Além da regulagdo da exocitose, evidéncias demonstram que o Ca*” também esta
envolvido na regulacdo de outros aspectos da liberacdo de neurotransmissores,
incluindo o recrutamento de vesiculas sindpticas para os sitios de liberagdo
(MENNERICK e MATTHEWS, 1996, ROSENMUND e STEVENS, 1996, KOENIG et
al., 1993), liberacdo assincrona de neurotransmissores (GODA e STEVENS 1994) e
varias formas de plasticidade sindptica de curto termo (ZUCKER, 1996).

A liberagio de neurotransmissores na fenda sinaptica induzida por Ca®" é
extremamente rapida, comparada com a exocitose em outras células. A velocidade do
processo ¢ baseada na existéncia das vesiculas sinapticas (localizadas junto a superficie
interna da membrana do terminal) e dos granulos secretores, mais afastados, € presos ao
cito-esqueleto por uma proteina denominada sinapsina (KLEINSMITH e KISH, 1995).
Para explicar a velocidade de liberagdo de neurotransmissores, considera-se que as
vesiculas sinapticas possuem uma proteina formadora de canais alinhada com uma
proteina semelhante na membrana do terminal. De acordo com esse modelo, o canal
formado pelas duas proteinas normalmente estaria fechado, mas um aumento na
concentragio de Ca®" provocaria uma alteragio conformacional que permitiria a
abertura do canal para a liberagdo de neurotransmissores diretamente na fenda sindptica
(Figura 8.2). A localizagdo precisa das vesiculas sinapticas proximas de canais de Ca®" é
determinante para a velocidade de liberacdo de neurotransmissores (BENNETT, 1997)

Modelos matematicos indicam que a difusdo produz uma rapida acumulacao de
Ca” em uma 4rea com poucas dezenas de nandémetros ao redor dos canais de Ca’"
(SIMON e LLINAS, 1985). Essa area ¢ chamada de dominio de Ca** (CHAD e
ECKERT, 1984) ou nanodominio (KASAI 1993).

As vesiculas sindpticas sdo uma pequena fragdo do total da populacdo de

vesiculas. Sabe-se que a entrada de Ca®" estimula proteinas dependentes de Ca*™ que,
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por sua vez, catalisa a fosforilagdo da sinapsina, destruindo sua capacidade de fixar os

granulos ao cito-esqueleto, aumentado a reserva de vesiculas de liberagao.

Vesicula posicionada A despolarizacédo R e branasda
Grénulos de para a liberacao de aumenta a concentragdo vesicula e plasmatica
i +
secre¢do | heurotransmissores de Ca“™ e abre o canal se fundem

filamento
de actina

Vesiculas de

liberagao
Proteina
formadora neurotransmissores
de canal
Figura 8.2 — Modelo proposto para explicar a velocidade de liberagdo dos

neurotransmissores. A entrada de ions de Ca®" provoca alteragdes conformacionais na
proteina formante de canais que se abre e permite a difusdo de neurotransmissores para
a fenda sindptica (extraido de KLEINSMITH e KISH, 1995).

Como a liberacdo de neurotransmissores ¢ seguida da fusdo das vesiculas
sindpticas com a membrana pré-sindptica, deve existir um mecanismo que previne a
expansdo descontrolada da membrana plasmatica durante a transmissdo sindptica. A
descoberta de que o numero de vesiculas presente no terminal ndo aumenta
significativamente durante a transmissao, sugere que o material adicionado a membrana
plasmatica esta sendo continuamente reciclado para a formagao de novas vesiculas. Esse
processo de reciclagem, denominado endocitose, ¢ esquematizado na Figura 8.3.

Os neurotransmissores liberados do terminal pré-sindptico se difundem através
da fenda sinaptica e se ligam a receptores especificos localizados na membrana pos-
sindptica. A ligagdo de um neurotransmissor ao seu receptor correspondente provoca
alteragdes na permeabilidade e, conseqiientemente, no potencial da membrana pos-
sinaptica. Neurotransmissores excitatorios provocam a despolarizacio da membrana,

enquanto que neurotransmissores inibitorios induzem a hiperpolarizagao.
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Terminal
do
axénio

Novas vesiculas
sinapticas

Figura 8.3 — Processo de reciclagem das vesiculas sinapticas. O material adicionado a
membrana durante a exocitose da vesicula sinaptica ¢ retornado por endocitose. A
micrografia mostra a fusdo de duas vesiculas incorporadas (extraido de KLEINSMITH

e KISH, 1995).

A neurotransmissao quimica pode ser dividida em duas categorias principais,
baseando-se no tipo de receptor envolvido: a transmissdo quimica rapida e a lenta
(WOLFE, 1993). Na transmissao quimica rapida (requer alguns milisegundos) os canais
i0nicos possuem receptores que se abrem quando ocupados por neurotransmissores. A
ligacdo de um neurotransmissor a esses receptores altera a permeabilidade do canal,
provocando uma alteracdo imediata no fluxo i6nico da membrana pos-sindptica e
resultando numa alteragdo do potencial de membrana. Esse tipo de neurotransmissdo €
mais comum com a acetilcolina e o glutamato, para sinapses excitatorias, e glicina e
GABA para sinapses inibitorias. Na transmissdo quimica lenta (requer centenas de
milisegundos) os receptores ndo estdo localizados nos canais e utilizam-se de proteinas
especificas, denominadas proteinas G, para desempenhar suas funcdes. Esses receptores
podem alterar as propriedades dos canais e os niveis de mensageiros secundarios
intracelulares por meio da agdo intermedidria das proteinas G. A maior parte dos
neurotransmissores do tipo amina e peptidicos sdo dependentes de proteina G.

Além da diferenciacdo do tipo de receptor empregado e da velocidade de
resposta, a transmissdo rdpida ou lenta também se difere na maneira em que os

neurotransmissores sdo armazenados e liberados. Os neurotransmissores rapidos sao
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sintetizados e armazenados no terminal do axonio em pequenas vesiculas sinapticas e
liberados em sitios especializados. Os neurotransmissores lentos sdo normalmente
sintetizados e armazenados em vesiculas maiores nos corpos celulares. As vesiculas sdo,
entdo, transportadas para o terminal, onde o contetido ¢ liberado por meio de sitios
especializados (Figura 8.4). Alguns neurotransmissores podem ser armazenados nos
dois tipos de vesiculas.

Uma vez que o neurotransmissor tenha se ligado ao receptor, sua agdo deve ser
neutralizada de forma a prevenir que a célula permane¢a num estado continuo de
excitacdo (ou inibi¢do). Essa neutralizagdo pode se dar por simples difusdo das
moléculas neurotransmissoras ou por reabsor¢ao pelo terminal sinaptico (BEAR et al.,
1996, CLEMENTS, 1996). No caso da acetilcolina, a enzima acetilcolinesterase,
presente na fenda sinaptica, rapidamente degrada o neurotransmissor em acetato e
colina. Como a acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor a ser estudado em detalhe,
supds-se que a inativagdo por degradagcdo enzimdtica fosse valida para todos os
neurotransmissores. No entanto, verificou-se que 0 mecanismo mais comum para cessar
a acdo de um neurotransmissor ¢ o seqiiestro para o terminal de onde foi liberado.
Transportadores de neurotransmissores, localizados na membrana de células gliais ao
redor das sinapses também contribuem para a remocao dessas substancias na fenda

sinaptica (NEWMAN, 2003).

Vesiculas
sinapticas

Granulos de
secrecio

L

Canais i6nicos Receptar Proteina
gatilhados por Proteina G alvo
neurotransmissores

Figura 8.4 — Transmissdo quimica rapida e lenta. A transmissdo rapida (2 esquerda)
utiliza pequenas moléculas neurotransmissoras que sao liberadas a partir das vesiculas
sinapticas, se difundem através da fenda siniptica e atuam diretamente nos canais
i6nicos na membrana poés-sinaptica. A direita, durante a transmissio lenta, os
neurotransmissores sdo liberados a partir de grandes vesiculas de secre¢do e atuam
sobre receptores dependentes de proteina G no terminal pos-sindptico (extraido de

KLEINSMITH e KISH, 1995).
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VIIl.1 — Implementagdo do mecanismo de transmisséo sinaptica

Segundo JOHNSTON e WU (1995), durante a neurotransmissdo, os eventos

sinapticos envolvidos podem ser resumidos na seguinte seqiiéncia:

1. Despolarizacao neuronal: a despolarizagdo neuronal, na dependéncia de canais
de Na' e K, atinge o terminal pré-sinaptico.

2. Despolarizagdo no terminal: a despolarizagdo ativa os varios canais
dependentes de potencial, presentes no terminal pré-sindptico, principalmente
canais de Ca>", permitindo um influxo desse ion para o terminal.

3. Fusdo da vesicula com a membrana e liberacdo de neurotransmissores: a
entrada de Ca™" no terminal proximo de sitios receptores provoca a fusdo das
vesiculas sindpticas com a membrana do terminal. Essa fusdo resulta na
liberagdo dos neurotransmissores, denominada exocitose.

4. Difuséo: os neurotransmissores se difundem na fenda sinaptica até atingir os
receptores da membrana poOs-sinaptica.

5. Ligacgdo a receptores: os neurotransmissores se ligam a receptores especificos
na membrana poés-sinaptica, que por sua vez modulam a abertura de canais
16nicos nesse terminal.

6. Abertura de canais i0nicos: a ligacdo dos neurotransmissores a receptores
provoca a rapida abertura dos canais. Essa abertura provoca alteragcdes no
potencial de membrana do neurdnio pos-sinaptico. Em algumas sinapses, a
ligacdo de neurotransmissores a receptores provoca a liberacdo de mensageiros
secundarios no citoplasma do neurdnio pds-sinaptico, que por sua vez, modulam
a abertura de canais i0nicos. Sera admitido que os receptores, uma vez ligados
ao neurotransmissores, modulam diretamente a abertura dos canais como ocorre
com a acetilcolina, o glutamato ¢ 0 GABA.

7. Endocitose das vesiculas: depois da exocitose, a membrana da vesicula se
separa da membrana do terminal pré-sindptico para formar uma nova vesicula
em um processo denominado endocitose.

8. Sequestro de neurotransmissores: de forma a evitar que um terminal
permaneg¢a constantemente no estado excitatorio, os neurotransmissores, apos se
ligarem aos receptores, retornam ao terminal de origem para que possam ser

reutilizados.
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O mecanismo de liberagdo de neurotransmissores na fenda sinaptica foi
implementado computacionalmente a partir do modelo elaborado de acordo com os
mecanismos basicos da neurotransmissao usualmente aceitos pela literatura. O modelo
consiste da descricdo de reagdes quimicas que representam cada passo da
neurotransmissao sindptica.

Uma sintese do modelo de transmissdo sindptica € apresentada na Figura 8.5.
Despolariza¢des da membrana pré-sindptica provocam a abertura de canais de Ca*". O
fluxo i6nico através desses canais provoca o aumento da concentragdo intracelular de
Ca”" (1). O aumento da concentrac¢io deste ion no terminal pré-sinaptico faz com que as
vesiculas se fundam a membrana neuronal, liberando neurotransmissores na fenda
sinaptica (2). Estes se difundem no meio extracelular da fenda até atingirem o terminal
pos-sinaptico, onde se ligam a sitios especificos de canais ionicos (3), provocando
alteragdes no valor de permeabilidade (4). Em seguida, os neurotransmissores se
desligam dos sitios de ligagdo, podendo reagir com enzimas de degradacdo (5). Essas
enzimas provocam a inativacdo dos neurdnios que reagem com as enzimas de
reabsor¢cdo (6), retornando para o terminal pré-sinaptico (7), sendo novamente
armazenados nas vesiculas sinapticas (8), para nova liberacao.

O aumento da concentragdo pré-sinaptica de Ca>", devido ao influxo deste fon,
geralmente oriundo de despolarizagdes neuronais, provoca a liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica. A liberagdo dos neurotransmissores para a fenda
sindptica, induzida pelo aumento da concentracdo de Ca*" no terminal pré-sinaptico, foi

sintetizada pela seguinte equacao:

d[Tliberado ](t)
dt

= 7 [TpreJO) - ([Ca™* ] e () ~[Ca™ Ve pormat) - 8.1)
onde y é uma constante de ajuste (y = 600,0), [Tiperado] @ concentracdo de
neurotransmissores liberados na fenda, [7,.] a concentragdo pré-sinaptica de
neurotransmissores armazenados em vesiculas proximas a membrana do terminal,
portanto, reativa a entrada de Ca™", e [Ca2+]pré,normal a concentragdo pré-sinaptica de Ca”"
no repouso.

A dependéncia quadratica de d[Tjperado]()/dt com o incremento de Ca*"

intracelular foi admitida a partir da busca de uma forma mais adequada para a variagao
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positiva das permeabilidades na frente da onda de DA. Esse ajuste tomou como base
medidas experimentais da taxa de variacdo da concentragdo de neurotransmissores na

frente da onda de DA, feitas por voltametria (PEREIRA et al., 2003).

Neuro-
transmissores

. ..
)...
\’.

Pos-sinaptico

Pré-sinaptico

@

Figura 8.5 — Diagrama esquematico do mecanismo de transmissao sindptica. O aumento
da concentracio intracelular de Ca*", (1), provoca a liberacdo de neurotransmissores na
fenda sinaptica, (2). Estes se ligam a sitios especificos, SR, nos canais pos-sinapticos,
(3), provocando alteragdes no valor de permeabilidade e permitindo a ocorréncia de
fluxos pds-sinapticos, (4). Em seguida, os neurotransmissores se desligam dos sitios de
ligagdo podendo reagir com enzimas de degradacdo, E, (5), tornando-se inativos. Uma
vez no estado inativo, os neurotransmissores reagem com as enzimas de reabsor¢do, ER,
(6), retornando para o terminal pré-sinaptico, (7), sendo novamente armazenados nas

vesiculas sinapticas, (8), para nova liberagao.
Uma vez no meio extracelular, os neurotransmissores podem se ligar aos sitios

receptores SR, presentes nos canais pos-sinapticos. Esse processo foi representado pela

seguinte reagao:

T +SR<TSR, (8.2)

4
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onde T, representa o neurotransmissor livre na fenda sinaptica e T,SR representa o sitio
receptor ocupado por um neurotransmissor.
A partir da reagdo 8.2, a taxa de variagdo da concentragdo do composto T,SR foi

expressa por:

d[T, SR](¢)
dt

=@ [Tp10)  [SRmax ] = & - [T, SR](?) , (8.3)
onde SR;.x se refere aos sitios receptores, ¢ € ¢ sdo as constantes de dissociacdo e
formagao dos compostos, ajustadas em ¢ = 1,5 ¢ £=0,05. A concentragdo de SR« foi
mantida constante no seu valor maximo ([SRp.x] = 1,0) para indicar que o nimero de
receptores ¢ sempre suficiente para a quantidade de neurotransmissores liberados na
fenda sinaptica.

Na fenda sinaptica, existem enzimas de degradagdo (E) que atuam sobre os
neurotransmissores formando o composto T,E. Essas enzimas sdo responsaveis por
tornar os neurotransmissores inativos. A forma¢ao do composto T,E foi, entdo, expressa

pela reagao:

T, +E — T,E (8.4)

Uma vez no estado inativo, os neurotransmissores podem ser reabsorvidos para
o terminal pré-sindptico. A exemplo da enzima acetilcolinesterase nas juncgdes
colinérgicas, esse processo foi representado pela reagdo da enzima de reabsor¢cdo ER
com T,E, que serd responsavel pela formagdo do conteudo T, das vesiculas de

neurotransmissores, da seguinte forma:

T,E + ER - T, (8.5)

Apo6s formacgdo da vesicula de neurotransmissores, ha um decurso de tempo até

\

seu estado de acoplamento & membrana pré-sindptica, quando seu conteudo estara

disponivel para nova liberagao na fenda, o que foi sintetizado pela seguinte reagao.

Tvo T, (8.6)
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onde T, representa os neurotransmissores armazenados em vesiculas, mas ainda ndo
. \ 2+ . = .
reativas a entrada de Ca” no terminal e 7, representa os neurotransmissores

’ ~ . \ 2+ . ~
armazenados em vesiculas que sdo reativas a entrada de Ca™ no terminal. A reagdo 8.6

pode ser representada pela seguinte equagao:

d[T,]1(t)

o AL, (8.7)

onde o parametro £ ¢ uma constante de tempo associada a ativacdo dos
. , . -1
neurotransmissores das vesiculas, ajustada em 0,002 s™. Deve-se, portanto, observar que

a taxa de formagdo de 7, incrementa a taxa de formagao de Ty,

Em funcdo da descricdo de 8.6 por 8.7, e considerando que ha sempre enzimas
de reabsor¢do ER para os neurotransmissores inativos presentes na fenda, e levando em

conta a reagdo 8.5, pode-se descrever a taxa de variagao temporal de T, dada por:

% = 0 [T, E)0) ~ f-[T,]0). 8.8)

onde v ¢ a constante de tempo de armazenamento de T, nas vesiculas, ajustada em

0,16 s". O termo v -[T, o E](t) refere-se a taxa de formagdo de T, a partir de T,E e ER.

Essas consideragdes juntadas as reacoes 8.4 ¢ 8.5 permitem calcular a taxa de

varia¢do temporal de T,E, considerando que «-[T,](¢)-[E](¢)¢ taxa de formagdo de

T,E, conforme 8.4, sendo « a constante de tempo de formagao, ajustada em 0,4 s

d[T,E)(t) _

7 a-[T,1(0)-[E]®) —v-[T,E]@?) (8.9)

Se a concentragdo maxima de enzimas de degradagdo (Em.x) ¢ dada pelo

somatorio entre as enzimas de degradagao livres e ocupadas, entdo,

[Elmax = [E] + [ToE] (8.10)

87



Substituindo-se 8.10 em 8.9, tem-se:

d[T,E](t)
Od—t =a-[T,](t) (Emax ~[ToE](1) —v-[T, E](?) (8.11)
A partir dos equacionamentos anteriores, pode-se calcular a taxa de variag@o
temporal de neurotransmissores livres na fenda sinaptica. Essa taxa serd funcdo da taxa
de neurotransmissores liberados na fenda (equagao 8.1), da taxa de formacdao do
composto T,SR (equagdo 8.3), da taxa de formagao do composto T,E e da difusdo dos

neurotransmissores ao longo do espaco extracelular:

d[7,1)
dt

=7 (7, 00 ([Ca™ 1, () ~[Ca* ] e sormar) —

— @[T, 1(t) - [SR . )(t) + & [T, SR1(t) - (8.10)
—a[T,)t) (Elpe —[T,EI))+
+D, [ -V*[T,]

onde Dy, ¢ a constante de difusdo dos neurotransmissores no meio extracelular, ajustada
em 3,64 x 107 cm?/s.

O célculo da taxa de variagdo temporal de T serd fungdo da taxas de variagdo
da concentracdo de neurotransmissores em vesiculas que se tornaram reativas ao influxo
de Ca** (equacdo 8.7), menos a taxa de liberagdo na fenda sinaptica (equagdo 8.1), mais
a taxa de sintese pelo reticulo endoplasmatico, representada por z-(1 — [Tpre](t)), onde

 foi ajustado em 0,0013 s7';

Iy 1(0) _

= Tl ([Ca™ 1 e (0 =1Ca™ Ve pormar) + B [T, 10 + g2 (1= [T, 1(0)) (8.12)

Como a permeabilidade pos-sinaptica ¢ fungdo da [T,SR], calculada a partir de
8.3, admitindo uma relagdo de proporcionalidade ao nimero de canais abertos, entdo,

Pc i, a permeabilidade 16nica de um ion C no terminal pos-sinaptico, € calculada por:

])C,pst = pC,pst ’ [T:)SR] > (8 13)
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onde pc,. € uma constante de proporcionalidade, dada em cm.s ' mM™.
Em sintese, o0 modelo da neurotransmissdo ¢ dado pelo seguinte sistema de

equacdes diferenciais:

@ =@-[T,1(t)-[SR,.1—&-[T,SR](¢)
—d[T;t] O 7 [T, )0 -([Ca* 1, () =[Ca™ 1 pernormar) —

~@[T,1(t)-[SR,,, 1(t) + &[T, SR1(t) -
~a[T,)(0)-(Elw —[T,EN0))+
+D, -V’[T,]

@ =a-[T,)(0)-(E,, —[ToE(t)—v-[T,E(t)
%:u-[ﬂﬁ](ﬂ—ﬂ'm]@)

d|T
%]m=—7-[Tm](r)-([caﬁ]pmm—[Caz*]p,g,,ml)+ﬂ-[Tv1<t>+ﬂ-<1—[Tpre](f>)

VIIl.2 — Atuagdo do mecanismo de transmisséo sinaptica durante a DA

A resposta do modelo a um degrau de [Ca%]pré ¢ mostrada na Figura 8.6.
Aplicando-se um pulso de Ca*" no meio pré sinéptico é possivel observar a liberago de
neurotransmissores na fenda sindptica e o seu retorno, com o auxilio das enzimas de
degradagdo e absor¢do. O retorno de Ty ¢ importante para a definicdo do periodo

refratario da onda de DA.
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Figura 8.6 — Resposta do modelo de neurotransmissdo a um degrau de [Ca2+]pré. A
quantidade de neurotransmissores no terminal sindptico (Tp.) € inicializada em 1. Com
o degrau de [Ca2+]pré esse valor diminui, pois o Ty invade a fenda sinaptica tornando-se
T,. Parte de T, se liga aos canais receptores (T,S;) enquanto que parte de T, se liga as
enzimas de inativagdo formando T,E. Os neurotransmissores inativos na fenda sindptica
retornam ao terminal pré-sindptico sendo armazenados em vesiculas (Ty). Apds o

2+ ~ ’ .
degrau de [Ca™ ],z observa-se a recuperacdo nos niveis de Tpre.

O comportamento do modelo de neurotransmissdo durante a onda de DA ¢
mostrado na Figura 8.7. O aumento da concentragdo pré-sinaptica de Ca** provoca a
rapida liberacdo de neurotransmissores na fenda sinédptica. Isso é verificado pela
diminui¢do da concentragdo de Tp.. Uma vez na fenda sindptica, os neurotransmissores
(T,) se ligam rapidamente aos sitios receptores dos canais pds-sinapticos (T,SR). Em
seguida, apos modular as permeabilidades pos-sindpticas, 0os neurotransmissores sao
degradados por enzimas de inativacao (T,E) e retornam para os terminas pré-sinapticos,
onde sdo armazenados em vesiculas (Ty). Observa-se que, apds a passagem da onda de
DA, a concentragdo de neurotransmissores no terminal ¢ recuperada no decurso de dez

minutos. Esse tempo caracteriza o periodo de restabelecimento dos niveis normais de
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concentragdes intracelulares, constituindo o chamado periodo refratario observado na

onda de DA.
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Figura 8.7 — Comportamento do modelo de neurotransmissdo durante a onda de DA. O
aumento da concentragio de Ca’" pré-siniptico provoca a deplecdo dos
neurotransmissores no terminal que invadem a fenda sindptica e se ligam aos sitios
receptores dos canais pds-sindpticos. Apds a passagem da onda, a concentragcdo pré-

sinaptica de neurotransmissores retorna aos valores de repouso.
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Capitulo IX — Simulacdes a partir do Modelo Matematico

IX.1 - Simulag¢é&o do tecido neuronal em condi¢cdes de repouso e de

propagacao da onda de DA

A condi¢do de repouso do tecido neuronal, representada pelo modelo, se
caracteriza quando, em perfusdo com solucdo de perfusdo normal, ndo se verifica a
geragdo espontanea de ondas de DA. Nesta condigo, € necessario que os ajustes feitos
nas permeabilidades e nos mecanismos de restabelecimento i6nico nao provoquem
movimentagdes 1i0nicas através da membrana. Ou seja, os fluxos entre os
compartimentos intra- e extracelulares devem estar em equilibrio. Na Figura 9.1,
observa-se a auséncia de variagdes da concentragdo nos compartimentos do modelo,

mesmo apos 10 minutos de simulagao.

Extracelular Pre-Sinaptico Pos-Sinaptico Glia
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=
E
~ 142 18 18 18
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S . -0.5 -0.5 -0.5
0 5 10 O 5 10 0 5 10 0 5 10
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Figura 9.6 — Simulagdo do tecido neuronal com perfusdo de solugdo normal sem

aplicacdo de estimulo para verificacdo da estabilidade do modelo.
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Uma vez ajustadas as condi¢cdes de equilibrio do repouso, foi possivel a
simulacdo da onda de DA, deflagrada por meio da aplicacdo de uma distribui¢ao
Gaussiana de [K'],, centralizada no ponto de estimulo da rede de compartimentos
(compartimento 13 da linha central do plano de observacao da Figura 4.2). A DA ¢ o
inico fendmeno conhecido onde a concentracdo extracelular de K™ aumenta de seu
valor de repouso (3 a 4 mM) para além do nivel limite funcional (ceiling level) de 10
mM (HEINEMANN E LUX, 1997) chegando a atingir concentragdes superiores a 50
mM (SUGAYA et al., 1975). Viérias concentragdes de K extracelular foram testadas
para o estimulo, onde se determinou que o valor minimo para a deflagracao da onda de
DA, no modelo, ¢ 9 mM. Acima desse limite, a velocidade de propagacao, a forma de
onda e a magnitude independem da intensidade do estimulo. Abaixo desse limite, ndo
foi possivel a deflagracao de ondas de DA.

Na Figura 9.2, tem-se a simulagdo da propagacao do potencial extracelular, apos
a aplicacdo do estimulo, que normalmente ¢ registrado em experimentos de DA. A
velocidade da onda simulada foi de 6,02 mm/min. Este valor se encontra dentro da faixa

observada experimentalmente para ondas isoladas de DA.

Extracelular

|
0 0.5 1 1.5 2 25 3
Distancia percorrida (mm)

Figura 9.2 — Propagag¢do da onda de potencial extracelular em uma linha central da rede

de compartimentos a uma velocidade de 6,02 mm/min.

O modelo possibilita prever, simultaneamente, a dindmica das concentracdes dos
ions no meio extracelular. Com as descri¢des dos fluxos transmembranicos por meio de
canais i6nicos e dos mecanismos de recuperacdo, ¢ possivel, ainda, verificar as
movimentagdes idnicas nos terminais sinapticos e nas glias e seus respectivos potenciais

transmembranicos, em resposta ao estimulo (Figura 9.3).
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Figura 9.3 — Simulacdo da dinamica das concentragdes idnicas, do potencial extracelular
e transmembranicos durante a passagem da onda de DA. A linha pontilhada representa a

concentragdo idnica no repouso.

Nesta mesma simulagdo, porém para um periodo de tempo de dez minutos
(Figura 9.4), nota-se que, embora as concentracdes i0nicas e potencial extracelulares
tenham retornado ao repouso no decurso de dois minutos, esses mesmos parametros,
previstos para os meios intracelulares de terminais sindpticos e glias, apresentam um
excursdo que pode durar mais de dez minutos. As curvas invertidas das dindmicas das
concentracdes de K’ intracelular para terminais sinapticos e gliais, mostram que o
efluxo desse ion nos terminais corresponde ao influxo para as glias e vice-versa.
Observa-se uma rapida recuperagdo das concentragdes extracelulares, enquanto que, no
meio intracelular, essa recuperagdo ¢ mais lenta. Essa dindmica idnica intracelular pode
explicar o periodo refratirio da onda de DA, da ordem de minutos. Durante esse

periodo, o tecido ndo € capaz de sustentar uma nova onda de DA. Os mecanismos de
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recuperagdao das concentragdes intracelulares, os quais foram descritos anteriormente,
demandam mais tempo para as trocas i0nicas, diferentemente do que ocorre no meio
extracelular, onde o processo de perfusdo restabelece rapidamente os niveis normais das
concentragdes iOnicas, por meio da eletrodifusdo. A lentificagdo do processo de
restabelecimento aos niveis normais de concentracao ionica intracelular neuronal é mais
intensa para K e CI". As simulagdes permitem interpretar que a glia, como buffer de
K", compete com os mecanismos de recuperacdo de K™ neuronal, retardando o processo.
No caso do CI, a lentificagdo segue a movimentagdo do K acoplada pelos mecanismos

de co-transporte.
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Figura 9.4 — A mesma simulagdo da evolug¢do temporal das concentragdes de Na', K
_ 2+ . . . ..
CI" e Ca™" e potencial referentes ao meio extracelular e o intracelular de terminais
sindpticos e¢ de glias, porém, mostrando os minutos subseqiientes ao término dos

eventos observados no extracelular.

Para validacdo dos resultados apresentados e discutidos, pode-se comparar as

formas das curvas de concentragdo e potencial extracelulares simuladas (Figura 9.3)
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com medidas de DA em retinas de ave e em neocortex (Figura 9.5). O decaimento das
concentracdes de Na“, em 66,0 mM, de CI', em 46,6 mM, de Ca*" em, 0,45 mM e do
potencial extracelular, em -9,7 mV, estdo dentro da faixa que ¢ registrada

experimentalmente, segundo formas semelhantes.
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Figura 9.5 — Perfis de concentragdo e potencial obtidos (a) pelo modelo, (b) em retina
de aves (adaptado de DO CARMO e MARTINS-FERREIRA, 1984 ¢ MARTINS-
FERREIRA, 1983) e (c) em neocodrtex (adaptado de NICHOLSON, 1984).

IX.2 — Importancia do mecanismo de difusédo de neurotransmissores

A importancia da descricdo do mecanismo da difusdo de neurotransmissores no
meio extracelular pdde ser verificada sobrepondo-se simulagdes com e sem esse
mecanismo (Figura 9.6). A velocidade de propagacdo da onda se reduziu de 6,02 para
2,70 mm/min. Isso indica uma alteragdo substancial da excitabilidade do tecido
neuronal, verificada por uma maior reducdo dos gradientes idnicos transmembranicos,
resultante exclusivamente das alteragdes idnicas intracelulares, como mostra a Figura

9.6. Essas alteragdes resultam em reducdes dos potenciais de Nernst de cada espécie
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10nica, implicando em redu¢do da excitabilidade neuronal. Essa constatacdo vai ao

encontro de estudos que consideram a importancia dos processos de neurocomunicagao

denominados neurotransmissdo por difusdo ndo-sindptica (VIZI, 2000 e BACH-Y-

RITA, 2001), usualmente referenciados por NDN. Essas revisdes reportam trabalhos,

como o de NICHOLSON e PHILLIPS (1981), que demonstram que em torno de 20%

do tecido cerebral ¢ constituido de meio extracelular, isso conjugado ao fato de que os

neurotransmissores podem se mover facilmente através desse meio confirma a

existéncia das NDN. Assim, a comprovagdo, por meio das simulagdes, de que a

subtracdo dos processos NDN do modelo implicam em alteracdo da velocidade de

propagacdo, levando a valores fora das constatagdes experimentais, reforcam a

importancia desse tipo de neurotransmissdo para a propagacao da onda de DA.
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Figura 9.6 — Atuacdo da difusdo de neurotransmissores sobre as concentragdes ionicas e

os potenciais durante a onda de DA. O pontilhado representa a simulacao com a difusao

de neurotransmissores. O solido representa a simulagao sem a difusdo.
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IX.3 — Simulagéo do sinal 6ptico da onda de DA naretina

Como demonstram as simulac¢des apresentadas, durante a onda de DA, ocorre
intensa movimentagao idnica entre os meios intra- e extracelulares. Essa movimentagao,
ha muito medida para o extracelular (DO CARMO ¢ MARTINS-FERREIRA, 1984),
explica as alteragdes significativas nos volumes intra- e extracelulares, ocasionadas por
variagoes da osmolaridade do meio, implicando em alteragdes na geometria do tecido,
como demonstraram OLIVEIRA CASTRO e MARTINS-FERREIRA (1971), para o
caso da DA em retina, SOMIJEN et al. (1986), para a DA induzida por hipoxia no
hipocampo, LUX et al. (1986), para atividades epileptiformes induzidas em tecidos
cerebrais, € NICHOLSON et al. (1981), para DA em tecidos corticais. Considerando o
efeito de lente, produzido por refragdo da luz na interface criada pela membrana celular
entre o citosol e o intersticio, ¢ possivel deduzir que variagdes de volumes resultariam
em alteragdo no espalhamento de luz. Ainda que esse efeito seja diminuto, quando
envolvendo finos processos, como ¢ o caso dos processos neuronais dendriticos, as
multiplas refragdes resultariam em efeito multiplicador. Isso estd em acordo com as
constatagdes experimentais de que hd predominancia das variacdes Opticas da DA nas
camadas radiatum e oriens do hipocampo (MULLER e SOMIJEN, 1999). Além disso, a
permanéncia dessas variacdes Opticas durante o bloqueio da atividade glial, verificada
por MULLER e SOMIEN (1999), apontam para os processos neuronais dendriticos
como os principais sitios geradores do sinal optico da DA. Contudo, esses mesmos
autores, embora admitam o efeito multiplicador criado pelos terminais dendriticos, nao
consideram que as variagdes de geometria possam explicar o sinal optico, uma vez que
manipulagdes experimentais dessas variagdes geométricas ndo produziram resultados
consistentes com as alteracdes Opticas. Os autores propdem as macromoléculas do
citosol e as organelas celulares como as fontes mais provaveis do espalhamento de luz
gerador do sinal 6ptico. A diluicdo ou concentracdo desses corpos espalhadores teria
efeito modulador sobre o espalhamento. Por outro lado, DUARTE (2000) considerou a
hipotese de que o espalhamento de luz seria oriundo de variagdes do indice de refracao,
ocasionadas por mudancas na osmolaridade dos meios intra- e extracelulares.
Simulagdes computacionais de estruturas oOpticas, semelhantes as camadas dos
processos dendriticos, mostraram que pequenas variacdes no indice de refragdo relativo
entre os meios intra- e extracelulares, na ordem de 107, sdo suficientes para reduzir a

transmitancia em 10%. Essa alta sensibilidade as alteracdes dos indices de refracdo se
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deve as multiplas reflexdes nas varias interfaces de membranas dos terminais sindpticos,
separando os meios intra- e extracelulares.

Utilizando a hipdtese de que a variag@o da razdo dos indices de refracdo intra- e
extracelulares pode modular o espalhamento de luz em tecidos neuronais e
considerando que o modelo em desenvolvimento apresenta resultados preliminares onde
as variacOes i0nicas intracelulares podem ser previstas durante a DA, julgou-se
pertinente verificar se modulacdes dos indices de refracdo, a partir das variacdes idnicas
intra- e extracelulares, seriam suficientes para reproduzir a forma do sinal Optico
durante a DA. Esse resultado seria de grande importancia para o presente trabalho
oferecendo a possibilidade de validagdo do modelo. Durante o primeiro pico de
espalhamento de luz do sinal 6ptico da DA (fase b — Figura 2.3), com durag¢do da ordem
de dois minutos, observa-se, no extracelular, o DC negativo do potencial (caracteristica
basica do fendmeno), bem como as variagdes idnicas detectadas com eletrodos ion-
sensiveis (DO CARMO e MARTINS-FERREIA, 1984). Porém, concomitantemente ao
segundo pico de espalhamento de luz do sinal dptico da DA (fase d — Figura 2.3), que se
prolonga por todo o periodo refratario (com duracdo de 10 a 20 minutos), ndo ha
variagdes expressivas e consistentes desses pardmetros. E 16gico, portanto, supor que
variagoes de concentracdo no meio intracelular devem perdurar ao longo de todo o
decurso dos primeiro e segundo espalhamentos do sinal dptico, justificando o periodo
refratdrio da DA. As simulagdes apresentadas no item IX.1 prevéem esse tipo de
variagdo intracelular e, por isso, permitem verificar se as variagdes de osmolaridade, ao
alterarem o indice de refracdo dos meios intra- e extracelulares, seriam suficientes para
reconstruir a forma caracteristica do sinal optico.

Admitindo-se, a fim de reconstruir as alteragdes de osmolaridade (O), que esta

possa ser representada pelo somatorio das concentragdes i0nicas nos dois meios, entao:

O, =[Na*], +[K"], +[Cl"], +[Ca’"],, 9.1)

O, =[Na*], +[K*], +[CI"], +[Ca**],, (9.2)

onde O, e O;, representam, respectivamente, as osmolaridades extracelular e intracelular
de terminais pds-sinapticos.
Normalizando-se as osmolaridades em fungdo das concentracdes iOnicas no

estado de repouso, tem-se:
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v _[Na'], +[K"], +[CI"], +[Ca’"],

N . , 9.3)
[Na[], +[K/], +[CI]], +[Ca;"],

oY — [Na™], +[K"], +[CI"], +[Ca2+]i
" [Na K] +ICL) +[Cal

(9.4)

onde 0 e O sdo as osmolaridades normalizadas dos meios extra- e intracelular

respectivamente. Portanto, a estimativa da osmolaridade relativa (O,) entre os meios

intra- e extracelulares foi modelada por:

o"

Or —O—N,

(9.5)

A partir da equagdo 9.5, pode-se calcular O, para a simulagdo de DA apresentada

na Figura 9.4, conforme a Figura 9.7.
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Figura 9.7 — Simulagdo da osmolaridade relativa do tecido durante a passagem da onda

de DA.

Considerando que as variagdes do indice de refragdo relativo entre os meios
intra- e extracelulares, n,, devam ser muito pequenas, € que no repouso o equilibrio
osmotico justifique a transparéncia do tecido, como ¢ o caso da retina (DUARTE,

2000), pode-se estimar n, em funcao de O, por uma relacao linear:

n =K -0 +1-K,, (9.6)

onde K, = 0,077. O coeficiente K, foi propositalmente ajustado para que n,, durante a

DA, varie no entorno de 1,0 numa faixa de + 0,02 (MESQUITA, 2004) (Figura 9.8).
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Figura 9.8 — Simulagdo do indice de refragao relativo do tecido durante a passagem da

onda de DA.

Com base em simulagdes da trajetéria de raios de luz na IPL por meio da 6ptica
geométrica, utilizando-se a lei de Snell, DUARTE (2000) obteve um grafico que

relaciona o espalhamento de luz e o indice de refragao relativo (Figura 9.9).
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Figura 9.9 — Simulagdo da luz refratada numa camada de processos dendriticos em
funcdo do indice de refragdo relativo (Modificado de DUARTE, 2000). Observa-se que
desvios do indice relativo na ordem de 0,02 resultam em reducdo de 10% da

transmitancia.
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Essa simulagdo consistiu do calculo, por método de Monte Carlo, do percentual
de raios refratados em uma regido com multiplas interfaces intra/extracelular, com
geometria semelhante a camadas de processos dendriticos, como ¢ o caso da camada
plexiforme interna de retina ¢ a camada radiatum do hipocampo. Para valores que se
afastam do indice unitario, na faixa de 1,00 = 0,02, observa-se uma reducdo do
espalhamento de luz e, por conseguinte, um aumento da transmitincia, na ordem de
10%.

Calculando o percentual de raios refratados durante a DA, a partir da
combinac¢do das curvas das Figuras 9.8 com 9.9, obtém-se o tragado da Figura 9.10, que,
comparada com um registro optico da DA (Figura 9.11), sugere que o sinal 6ptico deve
ter uma forte componente oriunda das variagdes iOnicas intra- e extracelulares. Observa-
se que o modelo foi capaz de descrever tanto a fase b do sinal optico, relacionada com a
intensa movimentagdo na frente de onda, quanto a fase d, mais relacionada com

metabolismo celular.
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Figura 9.10 — Simulagdo da luz refratada pelo tecido durante a passagem da onda de

Intensidade Relativa

J 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min.)
Figura 9.11 — Reconstrugdo do sinal intrinseco dptico do espalhamento de luz em um

experimento com retina de ave (Extraido de VASCONCELOS, 2003).
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A partir de imagens de propagacao da DA, pode-se calcular a velocidade de
propagacdo (TEXEIRA et al, 2004), que traduz informacdes importantes sobre a
excitabilidade do tecido (MARROCOS ¢ MARTINS-FERREIRA, 1990). O primeiro
pico de espalhamento (fase b) é concomitante as variacdes do potencial extracelular
(MARTINS-FERREIRA e OLIVEIRA CASTRO, 1966), sendo que, ao aumento da
amplitude do potencial extracelular corresponde o aumento da intensidade do sinal
optico (VASCONCELOS, 2003). Como o potencial extracelular pode ser deduzido das
variagdes ionicas extracelulares (ALMEIDA et al., 2004), logo as varia¢des idnicas
extracelulares devem influenciar na amplitude do primeiro pico do sinal dptico da DA.
O segundo pico (fase d), como mostram a simulacdes apresentadas nesse capitulo,
oferecem informagdes relativas ao estado das concentragdes iOnicas intracelulares.
Portanto, a simulagdo do periodo refratario da DA, pretendida a partir da incorporagao
dos mecanismos de transmissdo sinaptica (Capitulo VIII), poderd ser validada
simulando-se o sinal Optico, com destaque para o segundo pico de espalhamento, e
comparando-o com o sinal Optico medido experimentalmente. Isso justifica a
necessidade de se realizar medidas experimentais do sinal Optico e desenvolver
procedimentos computacionais para extragdo de parametros do tipo velocidade de
propagacao, amplitude dos picos de espalhamento e seus comprimentos longitudinais,

como ¢ apresentado no proximo capitulo.

IX.4 — Simulacdo da onda de DA durante o periodo refratario

ApoOs a propagacao da frente de onda da DA, o tecido se encontra em um estado
denominado periodo refratario absoluto. Durante este estado, que dura, em média, dois
minutos, o tecido ndo ¢ capaz de sustentar uma nova onda. A recuperacdo total do
tecido ocorre em um periodo de vinte minutos, denominado periodo refratario relativo.
BRAND et al. (1998) estudaram a propagacdo da onda de DA durante o periodo
refratario relativo, relacionando a velocidade de propagacdo e a amplitude do potencial
extracelular com o intervalo entre estimulos. O periodo entre o primeiro e o segundo
estimulo variou entre dois e dezenove minutos. A velocidade e a amplitude do potencial
extracelular foram normalizadas com a velocidade e amplitude da onda devido ao
primeiro estimulo. Os autores constataram que tanto a velocidade quanto a amplitude do
potencial extracelular aumentam a medida que o intervalo entre estimulos aumenta

(Figura 9.12).
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Figura 9.12 — A velocidade de propagacdo normalizada (linha sélida) e amplitude
normalizada do potencial extracelular (linha tracejada) em funcdo do intervalo entre os

estimulos, em retina de ave (modificado de BRAND et al., 1998).

Esse mesmo procedimento experimental foi verificado com o modelo. Da
mesma forma que no experimento, o periodo entre o primeiro € o segundo estimulo
variou entre dois e dezenove minutos. A velocidade e a amplitude do potencial
extracelular foram normalizadas com a velocidade e amplitude da primeira onda. Pelas
simulagdes, observou-se que o periodo refratario absoluto do modelo ¢ de
aproximadamente quatro minutos (Figura 9.13). O resultado das simulagdes ¢
sintetizado na Figura 9.14 e estdo de acordo com os achados de BRAND et al. (1998),
ou seja, a velocidade e a amplitude do potencial extracelular s3o proporcionais ao

aumento do intervalo entre estimulos.
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Figura 9.13 — Simulagio do perfil de concentragdo de [K '], durante o periodo refratario
relativo apds a aplicagdo de um segundo estimulo. O intervalo entre estimulos variou de

4 a 11 minutos.
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Figura 9.14 — Simulagdo da velocidade de propagacdo normalizada (linha sdlida) e
amplitude normalizada do potencial extracelular (linha tracejada) em fungdo do periodo

refratario da retina.
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Capitulo X — Medidas Experimentais

X.1 — Procedimentos

Os experimentos de DA foram desenvolvidos no Laboratério de Neurociéncia
Experimental e Computacional (LANEC) da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei
(UFSJ). Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas 8 retinas de ave (Gallus
gallus) com idade entre 2 e 10 dias. Os procedimentos para se isolar a retina € o
protocolo experimental encontram-se detalhados em DUARTE et al. (2003). Os animais
foram sacrificados por decapitagdo. Com uma microtesoura, as palpebras foram
removidas para exposi¢ao da regido anterior do globo ocular. Por meio de uma tesoura
de ponta longa e aguda, os musculos extrinsecos € o nervo optico foram secionados e
procedeu-se a enucleagdo. Considerando como podlos do globo ocular a regido da cornea
e o fundo do olho, uma secg¢do, por meio de um bisturi, foi feita ao longo do equador. A
retina pode ser identificada na regido interna do fundo do olho ainda recoberta por
humor vitreo. O humor vitreo foi removido por meio de uma pinga, € o hemisfério
inferior foi colocado em uma placa de Petri com solugdo nutriente padrdo a 30 °C.
Passados quinze minutos de repouso, a retina foi descolada do hemisfério inferior
utilizando-se uma espatula de ponta arredondada, a fim de evitar lesdes. A retina isolada
foi mantida em uma cuba (9 ml de volume) e imersa em uma solug¢ao nutriente padrao
(Figura 10.1). A temperatura foi mantida constante em 29,0 = 0,5°C ¢ a taxa de perfusio
baixa (1,5 ml/min). Essa taxa foi mantida por meio de uma bomba peristaltica PD5002
(Heidolph, Alemanha).

Para se visualizar a passagem da onda de DA, o plano de observacao,
perpendicular as camadas da retina foi iluminado por um feixe de laser vermelho do tipo
He-Ne e poténcia de 2 mW 05-LHR-551 (Xerox, EUA) (Figura 10.1). Uma lente
objetiva 5x/0.12/00 Achrostigmat (Zeiss, Alemanha) e uma lente cilindrica (5 mm de
didmetro) foram utilizadas para direcionar o feixe de laser. Para focalizar as camadas da
retina no plano de observagao, foi utilizado um cilindro plastico preto com 2,5 mm de
diametro, colocado sob o tecido. A luz do laser espalhada pelas camadas da retina foi
direcionada para um microscopio estéreo binocular GSZ 2T (Askania, Alemanha)
acoplado a uma camera CCD KCC310ND (Kocom, Japao). O sinal da camera foi

gravado em fita VHS utilizando-se um videocassete de uso doméstico VR426HF
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(Zenith, Brasil) e entdo, digitalizadas em um computador pessoal com processador
Pentium IV 1,8 GHz e 512 MB de memodria RAM por meio de uma placa de captura de
video DC10plus (Pinnacle Systems, EUA) a uma taxa de 30 quadros/s e salvas em
arquivos no formato AVI. Em seguida, os quadros foram extraidos do arquivo AVI e
salvos em arquivos de imagens individuais do tipo JPEG de 24 bits a uma resolugdo de
640 x 480 pixels. A extracao dos quadros foi feita por meio do programa Fast Movie
Processor que se encontra livre na internet para utilizagdo nao-comercial. O formato
JPEG foi escolhido por proporcionar o armazenamento de imagens de forma
comprimida sem perda consideravel de qualidade, permitindo o uso de arquivos de
tamanho reduzido. As imagens em JPEG foram processadas em MATLAB para

determinar as velocidades e o perfil da onda de DA ao longo do tempo.

Feixe de Laser

W Lente
Objetiva

Feixe
Divergente D‘“‘ Lente

Cilindrica

™ Retina
Cilindrico

Camadas em Foco Cuba

Figura 10.1 — Diagrama esquematico mostrando a retina posicionada sobre um tubo de
plastico preto (2,5 mm de didmetro) com a camada dos endfeed voltada para cima,
dentro da cuba de vidro. Uma lente objetiva e outra cilindrica foram utilizadas para
direcionar o feixe de laser de forma a iluminar uma regido plana perpendicular as

camadas da retina (Extraido de DUARTE et al. 2003).

A solugdo nutriente padrio foi baseada em MARTINS-FERREIRA e
OLIVEIRA CASTRO (1966), cuja composicao ¢ mostrada na Tabela 10.1:
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Tabela 10.1 — Composicao da solucao nutriente padrao.

Substancia Quantidade

(mM)
NaCl 100,0
KCl 6,0
MgCl, 1,0
NaHCO; 30,0
NaHPO, 1,5
Glicose 20,0
Tris 10,0
CaCl, 1,0

A retina permaneceu nesta solugdo por 1h e 30 min. A onda de DA foi
deflagrada mecanicamente, a cada 30 minutos, por uma agulha bem fina. Inicialmente,
para cada retina nesta solu¢do padrdo, determinou-se o nivel de luminancia do
espalhamento de luz da IPL (linha de base) sem a onda de DA e a velocidade da onda.
Este procedimento foi repetido (ap6s 30 minutos) com o objetivo de se verificar a
viabilidade do tecido. A solugdo nutriente padrdo foi, entdo, alterada, variando-se a
concentragdo de NaCl para 60, 80, 120 or 140 mM. Para cada solugdo alterada, foram
utilizadas duas retinas de aves distintas. A retina permaneceu em repouso nesta solugao
at¢ que a linha de base do espalhamento de luz retornasse para os niveis de
espalhamento em solugdo normal. Em geral, o equilibrio osmotico era alcangado em
menos de 1,5 h. Em cada retina, a onda de DA foi deflagrada varias vezes a cada 30
minutos. Ao final do experimento, a onda de DA foi deflagrada na retina em solucdo
padrao com o objetivo de se verificar as condigdes do tecido.

A velocidade de propagacdo da DA de cada retina em solu¢do nutriente
modificada foi normalizada pela velocidade média da DA das respectivas retinas em
solugdo padrdo. Esse procedimento para estabelecer a velocidade relativa em cada retina
foi 0 mesmo adotado por MARROCOS e MARTINS-FERREIRA (1990) e foi utilizado
para se evitar uma possivel variabilidade entre retinas diferentes. Esse procedimento

também foi adotado para os resultados simulados.

X.2 — Estimando a velocidade de propagacéao

O procedimento para o célculo da velocidade de propagacao da onda de DA foi

feito utilizando-se a seqiiéncia de quadros digitalizados (Figura 10.2 A). O
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procedimento consiste em, inicialmente selecionar a regiao da IPL em cada quadro que
contém a frente da onda de DA (Figura 10.2 B). Em seguida, os fragmentos de IPL
foram dispostos verticalmente em quadros de imagem sucessivos (Figura 10.2 C). A
velocidade de propagacao da onda foi determinada pela tangente do angulo (0) formado
entre a reta que passa pelas frentes de onda de cada quadro e uma reta perpendicular a

abscissa:
V=tan(9)=£, (10.1)
At

onde V ¢ a velocidade de propagag¢do da frente de onda da DA, Ax, a distancia
percorrida pela frente de onda, em mm e A¢, o intervalo de tempo gasto pela frente de
onda percorrer a distancia Ax em minutos.

Essa técnica permite verificar, além da velocidade de propagacao, a
uniformidade da propaga¢do da onda e, portanto, as condi¢des de preparagdo da retina.

As retinas com algum tipo de problema foram descartadas.

dx [espago]

dt [tempo]

")
.

Figura 10.2 — Calculo da velocidade de propagacdo da frente de onda da DA por meio
da tg(0) em experimento feito no LANEC. A) Quadro de imagem. B) Janela do quadro
de imagem referente a IPL. C) Imagem resultante formada pela disposicdo de B de

quadros sucessivos.
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X.3 — Estimando o comprimento longitudinal da onda de DA

O termo “comprimento longitudinal” corresponde ao comprimento da onda na
dire¢do de propagacao e foi calculado entre o inicio e o término da fase b (definido em
MARTINS-FERREIRA e OLIVEIRA CASTRO, 1966), onde o nivel de espalhamento
de luz alcanga 20% do espalhamento méaximo da onda de DA como proposto por
BASARSKY et al. (1998). Para estimar o comprimento longitudinal da frente de onda
de DA e verificar sua variacdo em fun¢ao da velocidade de propagagao, a seqiiéncia de
quadros foi montada em uma Unica imagem disposta em uma matriz bidimensional
(Figura 10.3). Nessa imagem, as frentes de onda em cada quadro foram alinhadas uma
abaixo da outra (Figura 10.4 A). Esse alinhamento foi feito calculando-se o
deslocamento de cada frente de onda em cada quadro em funcdao da velocidade de
propagagdo em pixels/s (ou colunas/s). De um quadro para o subseqiiente, a onda
desloca dis. Esse valor ¢ funcdo da velocidade da onda (em pixels/s) e da taxa de
amostragem (em quadros/s) (equagdo 10.2). Fazendo-se a média da luminancia dos
pixels ao longo da dimensao das colunas da imagem na matriz, o resultado ¢ um vetor
linha (Figura 10.4 B) que representa o espalhamento de luz médio na IPL durante a DA.
A partir desse grafico foi possivel determinar o comprimento longitudinal da frente de
onda (fase b). Os sinais opticos em cada quadro foram subtraidos de suas respectivas

linhas de base antes de qualquer tratamento computacional.

J velocidade( pixels / s)

( pixels / quadro) = (10.2)

pixels

Taxa de amostragem(quadros/s)
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Figura 10.3 — Exemplo tipico do procedimento de reconstru¢do da imagem da

propagagdo da onda de depressdo alastrante (DA) na IPL de retina de aves apds a

digitalizacdo de quadros sucessivos. d,ie;s representa o numero de pixels percorridos
g ¢ q p p p p

pela onda entre quadros sucessivos, npi;s a altura de cada quadro e ¢, o instante de

tempo (Experimento feito no LANEC).
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Figura 10.4 — Alinhamento dos quadros sucessivos da onda de DA em funcdo da

velocidade de propagacdao e da taxa de amostragem (A). A média de cada pixel no
sentido das colunas resulta no grafico da intensidade do sinal optico (B). CL representa

o comprimento longitudinal da onda de DA (Experimento feito no LANEC).

A partir do grafico resultante, ¢ possivel determinar o comprimento longitudinal
da onda de DA (CL) que ¢ medido em torno do primeiro pico (fase b).

O resultado de um alinhamento ¢ mostrado na Figura 10.5 (A). Esse alinhamento
foi feito calculando-se o deslocamento de cada quadro em funcdo da velocidade de
propagacdo em pixels (ou colunas) por quadro. Fazendo-se a média da luminancia na
dimensdo das colunas da matriz, o resultado ¢ um vetor linha mostrado no grafico da
Figura 10.5 (B). Esse vetor representa o espalhamento de luz médio na IPL durante a
DA. A partir desse resultado, foi possivel determinar o comprimento longitudinal da

onda, correspondente a fase b (definida em MARTINS-FERREIRA e OLIVEIRA
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CASTRO, 1966). O comprimento longitudinal da frente de onda foi estabelecido na
posicdo em volta do pico onde o nivel de espalhamento de luz ¢ 20% do valor maximo,

como definido em BASARSKY et al. (1998).

a) Alinhamento da frente de onda
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Figura 10.5 — A) Alinhamento de quadros sucessivos da frente de onda de DA. O
deslocamento de cada quadro foi feito em fungdo da velocidade da onda em pixels por
quadro. B) Valor médio da luminancia do alinhamento das frentes de onda. O limiar
para se determinar o comprimento longitudinal da frente de onda foi definido como

sendo entre 20% do valor do pico da fase b.

X.4 — Relacéo entre a velocidade e o comprimento longitudinal da frente

de onda

Em um conjunto de 57 ondas obtidas experimentalmente, a velocidade de
propagagdo foi alterada variando-se a concentragdo de NaCl (60, 80, 100, 120 and
140 mM) na solugdo de perfusdo, sendo o valor de 100 mM adotado como referéncia.

Para cada solugdo alterada foram utilizadas 2 retinas de aves distintas. As velocidades
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foram obtidas de acordo com o método descrito no item X.2. As maiores velocidades

foram observadas para solugdes contendo 60 mM de NaCl e as menores para solugdes

contendo 140 mM de NaCl. As velocidades de DA na solugdo padrio, calculadas para

as 8 retinas (total de 14 obtidas no inicio de cada experimento), resultaram em um valor

médio e um erro médio padrdo de 3,31 £ 0,04 mm/min. O erro médio padrdo indica a

consisténcia do protocolo experimental. Aplicando-se o teste t de Student (a = 0,05)

entre retinas em uma mesma solugdo, as velocidades relativas sdo estatisticamente

iguais. Entre retinas em solucdes distintas (tabela 10.2), a igualdade entre as velocidades

relativas médias s6 pode ser assumida entre as solugdes de 120 ¢ 140 mM (a = 0,05).

Tabela 10.2 — Média e erro médio padrao da velocidade relativa e o comprimento

longitudinal relativo da onda de DA para cada solucdo alterada.

NaCl N°de Velocidade
(mM) ondas relativa

Comprimento
Longitudinal relativo

60 8 1,35+£0,03
80 8 1,12 £0,05
120 8 0,83 £ 0,04
140 8 0,83 £ 0,03

1,04 + 0,01
0,84 £0,10
0,68 0,03
0,46 + 0,04

Como o sinal intrinseco optico ¢ mais intenso na IPL, essa regido foi selecionada

(Figura 10.6 (a)) para se obter o alinhamento das frentes de ondas. As Figuras 10.6 (b) a

10.6 (f) indicam que, experimentalmente, quanto maior a velocidade, maior o

comprimento longitudinal da onda de DA.
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Figura 10.6 — Disposi¢do das ondas de DA selecionadas em ordem crescente de
velocidade de propagacdo. a) Espalhamento de luz da DA apds a reconstrucdo da
imagem, onde a regido da IPL foi selecionada. b) Alinhamento das frentes de onda se
propagando a 1,88 mm/min, ¢) 2,42 mm/min, d) 2,76 mm/min, ¢) 3,35 mm/min ¢ f)
4,57 mm/min (Experimento feito no LANEC).

Para a simulacdo do sinal dptico da DA utilizou-se um parametro que considera
a variacdo da concentracdo idnica total que estaria diretamente associada ao sinal

optico. Este parametro, denominado A[7], ¢ dado por:

) ‘A[Na*]o +\A[K+]o +\A[C1-]0 +\A[Ca2+]o
~ [Na), +[K[ ], +[CL], +[Cal),

A[T] , (10.3)
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onde o subscrito “7” representa a concentracao idnica no estado de repouso.

A distribui¢ao de A[T] € calculada ao longo do plano perpendicular as camadas
da retina, conforme Figura 4.2, durante a onda de DA. Dessa maneira, a simulagcdo da
propagacdo do parametro de distribuicdo pode ser comparada com o espalhamento de
luz na IPL mostrado na figura 10.6. Os aspectos morfologicos bem como as dimensoes
espaciais sdo similares. O resultado ¢ mostrado na simula¢do da Figura 10.7 onde o
plano de observacao da rede de compartimentos foi destacado. Os mapas em escala de
cinza da dinamica do parametro A[7] (¢t = 19 s) para ondas simuladas com valores
diferentes para concentragdo de Na (111, 131, 151, 171 e 191 mM) sdo mostradas na
Figura 10.7 (b) a 10.7 (f), respectivamente. Esses valores foram escolhidos na simulagdo
devido a menor faixa de variagdo na velocidade. Os resultados indicam um aumento do

comprimento longitudinal da frente de onda com o aumento da velocidade.
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Figura 10.7 — Simulagdo da dinamica espacial de A[7] no instante ¢ = 19 s apos a
deflagragdo da onda de DA. As concentragdes extracelulares de Na® (mM) e as
respectivas velocidades relativas de propagagao foram (mm/min.): b) 111 e 0,83, ¢) 131

el1,0,d)151e1,17,e) 171 e 1,33 ¢ f) 191 mM e 1,46.

O aumento na velocidade, com o aumento do comprimento longitudinal da onda
de DA, pode ser atribuido a um aumento na excitabilidade do meio. De fato, ¢ esperado
que em um meio mais susceptivel, a onda deva ocupar uma éarea maior. O maior
comprimento da onda em velocidades mais altas também poderia refletir a limitagdo dos
mecanismos de equilibrio i6nicos em atuar com constantes de tempo suficientes para
recuperar a area afetada para as condi¢des normais de concentragdo. A mesma tendéncia

foi verificada computacionalmente (Figura 10.8). A comparagdo entre os resultados
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experimentais e as simulagdes indica que os mecanismos mais criticos envolvidos na

propagacao da DA parecem ter sido considerados no presente modelo.
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Figura 10.8 — Dependéncia da variacdo do comprimento longitudinal relativo da onda
em funcdo da velocidade de propagacdo. A dispersdo dos dados experimentais ¢
representada por (0) e da simulacdo por (M). As linhas que ajustam os dados
experimentais (—) e os resultados simulados (---) apresentam coeficientes angulares

proximos.
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Capitulo XI — Concluséao

No modelo desenvolvido por ALMEIDA et al. (2004), a descri¢ao
compartimentalizada do meio extracelular consiste da modelagem das dindmicas i0nicas
por meio de mecanismos de eletrodifusdo. O duplo acoplamento entre as espécies
i0nicas por meio de gradientes de concentracdo e de potencial possibilitou a simulagdo
do deslocamento lento e negativo do potencial extracelular, uma caracteristica marcante
da onda de DA. No entanto, a adog¢do de mecanismos de bombeamento
fenomenoldgicos, que mimetizam a atuacdo conjunta dos diversos mecanismos de
recuperagao idnica, faz com que os gradientes sejam recuperados rapidamente. Esse fato
altera a dinamica das concentra¢des intracelulares, ndo correspondendo ao que deve
ocorrer no interior de terminais dendriticos e dos processos gliais. Com as descrigoes
fisiologicas das bombas Na,K-ATPase e Ca,K-ATPase, do mecanismo de co-transporte
KCC, das bombas Ca-ATPase, e das glias, que incluem a representagdo do co-transporte
NKCC e canais retificadores de K, foi possivel estimar essas dinAmicas no meio
intracelular de terminais e glias.

Os resultados deste estudo permitem identificar que o bloqueio de cada um dos
mecanismos pouco afeta a recuperacdo das concentragcdes no meio extracelular. Esse
fato se deve a eletrodifusdo extracelular que auxilia no retorno das concentragdes
i0nicas aos valores normais. No entanto, para o meio intracelular, essa recuperagdo ¢
mais lenta, tem uma dinamica mais complexa e que precisava ser descrita para o estudo
do periodo refratario da onda de DA.

As descrigdes dos mecanismos de eletrodifusdo extracelular, das dinamicas
transmembranicas, dos mecanismos de restabelecimento i6nico e do processo de
liberagdo de neurotransmissores, dispostos em uma estrutura compartimentalizada,
permitiram prever, simultaneamente, as principais caracteristicas da DA, como a
dindmica de concentragdo extracelular e do meio intracelular de terminais sinapticos e
glias, a velocidade de propagacao, o deslocamento de potencial negativo extracelular, o
perfil completo do sinal dptico intrinseco e o periodo refratario. Isso ficou demonstrado
por meio da comparagdo entre os diversos resultados experimentais e simulagdes. Isso
faz desse modelo uma ferramenta util para o estudo da DA, auxiliando na interpretagao

dos resultados experimentais. A partir das simulacdes de sinais mensuraveis
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experimentalmente, tais como: potenciais intra- e extracelulares, sinal optico intrinseco
e concentragdes extracelulares, pode-se inferir sobre os processos envolvidos em cada
manobra experimental, identificando a participacdo dos mecanismos subcelulares sobre
os eventos analisados.

Demonstrando que o modelo proposto pode contribuir para o estudo da DA, no
presente trabalho, algumas caracteristicas do fendmeno foram estudadas identificando-
se ou propondo processos envolvidos em suas géneses. Assim, foi visto que: 1) a bomba
Na,K-ATPase gera gradientes i0nicos que sdo utilizados pelos mecanismos de co-
transporte cloreto-dependentes, explicando o maior acumulo desse ion no meio
intracelular, quando a bomba ¢ desligada; ii) a regulacio da concentracdo do Ca’"
intracelular pré-sindptico influéncia no restabelecimento das concentragdes idnicas
intracelulares pds-sinépticas; iii) a atuagcdo do co-transporte NKCC nas glias, além de
participar dos processos de restabelecimento dos gradientes idnicos, impede a saida
excessiva do CI intracelular glial; iv) as simulagdes demonstram a importancia das glias
na remocdo do excesso de K™ do meio extracelular, através dos canais retificadores de
entrada de K', mesmo contra o gradiente de concentracdo transmembranico glial desse
ion; v) o periodo refratario corresponde ao periodo de tempo minimo necessario para o
retorno dos neurotransmissores ao terminal pré-sindptico. E também quando os
gradientes i0nicos transmembranicos neuronais e gliais sdo restabelecidos, deixando o
tecido apto a sustentar uma nova deflagragdo de DA; vi) a difusdo de
neurotransmissores no meio extracelular contribui para o aumento da excitabilidade do
tecido e refor¢a as teorias que apontam para a importdncia dos processos de
neurocomunica¢do denominados neurotransmissdo por difusdo ndo-sinaptica; vii) o
sinal Optico intrinseco tem como componente o espalhamento de luz oriundo das
variagOes dos indices de refragdo dos meios intra- e extracelulares, em fungdo da
osmolaridade, e permite monitorar o restabelecimento das concentragdes i0Onicas

intracelulares durante a DA na retina isolada.
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