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Resumo

Atividades neuronais sd0  responsdveis  por  grandes
movimentagBes idnicas em tecidos neuronais. O processamento e a
passagem da informagcdo sinaptica entre duas células neurais iniciam-se
com a chegada de um potencial de acdo nos terminais pré-sinapticos.
Este fendmeno causa a despolarizacdo do potencial de membrana da
célula neural gerando grandes movimentacfes iOnicas através da
membrana neural. Modelos matematicos encontrados na literatura que
reproduzem este fendmeno usualmente baseiam-se em circuitos elétricos
anélogos e, por ndo considerarem os efeitos da eletrodifusdo, podem ser
guestionados. O presente trabalho tem como objetivo propor um modelo
de eletrodifusdo no qual a dindmica temporal do potencial de membrana
e as concentracfes idnicas nos espacos intra e extracelular sdo
consideradas durante a despolariza¢do do terminal pré-sinptico. Neste
modelo estdo incluidos a participacdo dos trocadores, bombas e canais
voltagem-dependentes das quatro espécies idnicas mais relevantes:;
Potassio (K*), Sédio (Na*), Cloro (CI) e Calcio (Ca®*). Os resultados
sdo consistentes com a literatura e reproduzem a dindmica i6nica
durante a chegada de um sinal pré-sinaptico. Este modelo pode ser de
grande utilidade para futuros trabalhos que pretendem simular a
liberacdo de neurotransmissores e a passagem da informacao sinaptica
em células do sistema nervoso central (SNC).

PALAVRAS-CHAVE: Potencial pré-sinaptico, dindmica ionica,
eletrodifusdo






Abstract

The neuronal activities are responsible for high ionic movements
in neuronal tissues. Processing and presentation of information between
two synaptic neural cells begin with the arrival of an action potential in
presynaptic terminals. This phenomenon causes the depolarization of the
membrane potential of neural cell generating large ionic movements
across the neuronal membrane. Mathematical models in the literature to
reproduce this phenomenon are based on analog electrical circuits, and
by not considering the effect of electrodiffusion, they may be
questioned. This paper aims at proposing a model of electrodiffusion for
which the temporal dynamics of membrane potential and ionic
concentrations in the spaces within and outside the cell are considered
during the depolarization of the presynaptic terminal. This model
includes the participation of exchangers, pumps and voltage-gated
channels of the four ionic most relevant species: Potassium (K),
Sodium (Na*), chlorine (CI) and calcium (Ca?*). The results are
consistent and accurately reproduce the ion dynamics during the arrival
of a presynaptic signal. This model may be useful for future studies that
aim at simulating the release of neurotransmitters and synaptic passage
of information in cells of the central nervous system (CNS).

KEYWORDS: presynaptic  potential, ion  dynamic,
electrodiffusion
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NOTACAO

[S]i Concentracdo do soluto, i=1 — interior, i=2 —

exterior (mol/m®)

[XIi Concentraco do fon X no meio interno (mol/m®)

X1o Concentraco do fon X no meio externo (mol/m®)

As Area da membrana sinaptica (m*)

Cj Concentracéo do fon j na regido i (mol/m°®)

Cn Capacitancia da membrana (F)

D; Coeficiente de difusdo para o fon j (m*/ms)

e Carga elementar (1,602 . 10™°C)

Eion Potencial do ion (V)

Ex Potencial do ion X (V)

F Constante de Faraday (96485,34 C/mol)

Fpi Fluxo da bomba Na'/K" (mol/s)

Fej Fluxo elétrico do ion j na regido i (mol/s)

fo Forca sobre a particula (N)

Fa;j Fluxo difusivo ou quimico do ion j na regido i (mol/s)

h Variacao de inativacio do ion Na" (adimensional)

lion Corrente que pode ser dos ions sodio, potassio e
outros (Ina, Ik, lvaz) (A)

lionica Corrente idnica (A)

Im Corrente na membrana (A)

Js Fluxo do soluto (mol/m?s)

Ko Constante de Boltzmann (1,38.10% J/K)

Ko Coeficiente de condutividade (9.10° N.m*/C%)

m Variago de ativacio do jon Na" (adimensional)

Mp Massa molecular do solvente (g/mol)



Pkl PNa: PC|

Qij
R
S ou Sa(j)

Si ou Sv(j)

Sbkb
SV j

Vin
Vm
Vout

Zx

Gion
linj

Na
Sh

Variagdo de ativacdo do jon K* (adimensional)
Permeabilidade dos ions potassio, sddio e cloro
respectivamente (cm/s)

Carga do ion j naregido i (C)

Constante dos gases (J/mol.K)

Fracdo de As ocupadas por canais passivos
para o ion j (adimensional)

Fracdo de As ocupadas por canais voltagem
dependentes para o ion j (adimensional)
Constante da bomba Na*/K* (m°/mol“s)
Densidade maxima de canais voltagem-
dependente para os ions j (adimensional)
Tempo (s)

Temperatura (K)

Diferenca de potencial (mV)

Volume molar (cm*mol)

Potencial no meio intracelular (V)
Potencial de membrana (V)

Potencial no meio extracelular (V)
Valéncia do ion j (adimensional)

Valéncia do ion x (adimensional)
Condutancia do ion Na* ou K" ou de
vazamento (Q™)

Corrente injetada (A)

Deslocamento (m)

NUmero de Avogrado (6,02.10°° mol™)

Densidade de Bombas Na'/K" (adimensional)



Kb

RNav RK! RL

z

Sv_Na

Sv_K

t_estimulo

t Vmax

tvNa

tvk

Velocidade cinética (mol/m®.s)

Constante cinética (m°/mol®.s)

Distancia (m)

Campo elétrico (N/C)

Resisténcias dos ions Na*, K™ e de vazamento ()
Valéncia (adimensional)

Densidade maxima dos canais sensiveis a tensdo do ion
sodio (adimensional)

Densidade maxima dos canais sensiveis a tensdo do ion
potassio (adimensional)

Tempo da chegada do estimulo na membrana (s)

Tempo quando o potencial de membrana ¢ igual ao seu
valor maximo, sendo esse valor dependente do tipo de
neuronio (s)

Tempo quando o potencial de membrana é igual ao valor
de inicio de processo de fechamento dos canais Sy,
sendo esse valor dependente do tipo de neurdnio (s)
Tempo quando o potencial de membrana € igual ao valor
de inicio de processo de fechamento dos canais Sg, sendo

esse valor dependente do tipo de neur6énio (s)

LETRAS GREGAS

&

Nij

b

Constante da equacéo de diferenca de potencial (Nm*/C?)
Permissividade na regido i (F/m)

Densidade idnica do fon j na regido i (ion/m?)
Mobilidade mecanica (m/Ns)

Viscosidade do solvente (cP)

Velocidade da particula (m/s)



pri
pi
Pmi
c

T

¢
9

o

Om € PBm

an € B

an € Bn

Binas Bik
Bona, B2k

Densidade de cargas fixas na regido i (C/m°)
Densidade de cargas na regiéo i (C/m?)
Densidade de cargas méveis na regifo i (C/m°)
Densidade superficial de cargas (C/m°)
Espessura da membrana (m)

Fator de associacao do solvente

Potencial (V)

Espessura das camadas préximas a membrana (m)

Paradmetros determinados com base nos ajustes das

curvas de condutividade por Hodgkin e Huxley

Pardmetros determinados com base nos ajustes das

curvas de condutividade por Hodgkin e Huxley

Pardmetros determinados com base nos ajustes das

curvas de condutividade por Hodgkin e Huxley

Parametro de abertura para os canais Sy, e Sy respectivamente
(adimensional)

Parametro de fechamento para os canais Sy, € Sg
respectivamente(adimensional)



1. Introducéo

O sistema nervoso é um dos sistemas mais complexos existentes
na natureza. Esta complexidade é o resultado ndo apenas da interacdo
entre bilhdes de neurdnios que operam de maneira ndo linear e
comunicam-se usando uma sofisticada arquitetura de sinapses, mas
também da flexibilidade e plasticidade desses elementos. Além disso, a
complexidade se revela em praticamente todos os niveis: mesmo as
propriedades elétricas de um dnico neurbnio, quando isolado da
interacdo sinaptica com outras células, emergem da interacdo de
milhares de canais ibnicos microscOpicos que possuem regras nao
lineares de plasticidade e funcionamento (Malta et al, 2004).

Por todos esses motivos, construir modelos mateméticos
satisfatorios para a atividade elétrica do sistema nervoso ou mesmo de
um Unico neurdnio biolégico ndo é uma tarefa féacil. Entretanto, a
construcdo de modelos simplificados da atividade elétrica de neurbnios
é muito importante para a compreensdo dos principais mecanismos de
geracdo de sinais em redes neurais e quais os detalhes fisiolégicos mais
importantes para o seu funcionamento. Além disso, modelos
simplificados podem ser usados para desenvolver dispositivos artificiais
capazes de simular e até substituir neurbnios ou pequenos circuitos
neurais biolégicos danificados. Dispositivos neurais artificiais também
podem ser usados para reconfigurar redes bioldgicas e produzir circuitos
hibridos com novas funcdes/capacidades ou ainda promover a troca de
informacédo entre tecido neural vivo e um computador digital, abrindo
todo um novo horizonte de aplicagdes.

A abordagem neurofisiologica de um sistema nervoso segue duas
linhas de pesquisa. Enquanto uma abordagem biofisica ou de
neurofisiologia celular procura obter uma compreensdo detalhada dos
mecanismos de canais idnicos, sua estrutura, e sua funcdo na
transmissdo de sinais entre células, a abordagem sistémica observa a
resposta e as propriedades dessas células quando conectadas em redes
neurais. Fazer a conexdo entre os resultados obtidos com estas diferentes
abordagens é frequentemente bastante dificil, em parte devido a
abordagem sistémica basear-se em medidas extracelulares dos
potenciais de acdo em um ou mais locais do sistema nervoso e, portanto
medidas que podem apenas demonstrar indiretamente 0s mecanismos
sindpticos e celulares que produzem os padrdes elétricos observados €
sua correlacdo. Neste sentido, o Laboratério de Neuroengenharia
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Computacional (NeuroLab) do Departamento de Engenharia Quimica e
de Alimentos (EQA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
discute um modelo de abordagem biofisica para o potencial pré-
sindptico, objetivando em futuros trabalhos a integracdo do modelo
proposto em redes neurais e no desenvolvimento de um modelo que
descreva toda a transmissdo sinaptica que ja vem sendo estudado por
outros integrantes do laboratério.

1.1 - Objetivo

1.1.1 — Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho é construir um modelo
fenomenoldgico biologicamente realista do potencial pré-sinaptico, para
ser utilizado na construgdo de redes neuronais e posteriormente na
modelagem completa da transmissdo sinaptica. A finalidade do modelo
é permitir uma melhor compreensdo dos mecanismos de transporte de
massa envolvidos no aparecimento desse potencial.

1.1.2 — Obijetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho consistem em:

e realizar um levantamento bibliografico do assunto e dos
modelos matematicos correspondentes presentes na literatura;

e realizar balangos de massa para a regido da membrana pré-
sinaptica;

e desenvolver o programa computacional;
apresentar e discutir os resultados;

e validar os resultados obtidos.

1.2 — Inovagéo

O estudo e o desenvolvimento de modelos que descrevam o
potencial pré-sinaptico sdo feitos na sua maioria com base em modelos
de circuitos elétricos andlogos a membrana pré-sinaptica. A auséncia de
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modelos matematicos que considerem a eletrodifusao através dos canais
ibnicos e a acdo da chamada bomba sddio-potéssio, sdo os principais
estimulos para o desenvolvimento do presente trabalho. A inclusdo de
ambos em um mesmo modelo matematico pode ser considerada uma
inovacao e sera Util para outras pesquisas em andamento do laboratério.






2. Revisdo Bibliografica

Para entender as acdes das drogas psicoativas, as causas dos
transtornos mentais, e as bases do aprendizado e da memoria é
necessario entender a transmissdo sinaptica. Para o melhor
entendimento, este capitulo apresentard uma revisdo da literatura sobre
0s aspectos da transmisséo sinaptica.

2.1 — Sistema nervoso

O sistema nervoso é resultado de uma complexa rede formada
pelos neurbnios e células da glia que objetiva receber, processar e
responder os mais diferentes tipos de estimulos. Sendo que este sistema
tem duas funcdes principais: (1) de regular, na gualidade de restaurar
alguma condicdo do organismo, ap6s algum estimulo externo, e (2) a de
agir para modificar uma condi¢do preexistente substituindo-o ou
modificando-o (Micheli-Tzanakou, 2000).

Podemos classificar o sistema nervoso em duas partes: sistema
nervoso central, SNC — formado pelo encéfalo e pela medula espinhal, e
sistema nervoso periférico, SNP — constituido pelos nervos cranianos,
raquidianos, simpaticos e parassimpaticos, e 0s ganglios nervosos.

As células do sistema nervoso podem ser divididas em duas
categorias: neurénios e células gliais, que estdo representadas na Figura
2.1, esses dois tipos celulares sdo diferenciados com base na estrutura
guimica e funcional. Mesmo que usualmente sé se ouca falar dos
neurdnios como células nervosas, as células gliais sdo 10 vezes mais
numerosas no encéfalo que os neurdnios.

A palavra glia origina-se da palavra grega empregada para
“cola”, sugerindo que a principal func¢do destas células seria manter a
coesdo do tecido neural (Bear et al, 2001). Ja é sabido que as células gliais
desempenham a funcdo de isolar, nutrir e sustentar os neurénios
vizinhos, mas agora se sabe que elas também desempenham funcéo
importante na transmissao sinaptica (Lent, 2001).
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Figura 2.1 — Representa¢do da interagdo neuronio e glia. Imagem (modificada)
retirada do site www.rienstraclinic.com.

Os neurbnios apresentam caracteristicas que os distinguem de
células de outros tecidos, por exemplo, eles sdo relativamente
polarizados devidos principalmente a uma distribuicdo desigual de ions
dentro e fora das células. Dos tipos de ions mais abundantes encontrados
em ambos os lados da membrana, sédio, cloro e calcio sdo encontrados
em maior concentracdo no meio extracelular, enquanto que potassio e
anions organicos sdo encontrados em maior concentragdo no meio
intracelular. A diferenca idnica desses ions é mantida por mecanismos
de transporte ibnicos presentes na membrana celular. Esta membrana
celular possui espessura que varia entre 7 a 10 nm (Karp, 2005).

O neurbnio consiste de vérias partes, como se pode observar na
Figura 2.2: 0 soma, 0s dendritos e 0 axdnio. O contelido interno de um
neurdnio é separado do meio externo por uma membrana limitante, a
membrana neuronal, que recobre o neurdnio.

Axo6nios geralmente terminam em outros neurdnios por meio de
terminais sinapticos e exercem a finalidade de transmissdo de sinal.
Apo6s o término do ax6nio encontra-se um contato indireto com a
préxima célula chamado sinapse, que sera explicado posteriormente.
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2.2 — Transportadores idnicos:

Como ha corrente idnica mesmo durante o “repouso” é necessario
algum mecanismo para manter as diferencas de concentracdo dos ions,
evitando que elas se anulem. Esta tarefa é executada nos neurénios
bioldgicos por um tipo especial de proteinas que existe na membrana,
chamadas transportadores inicos.

O nome “bomba” é uma terminologia de transporte reservada
para denominar o mecanismo de transporte ativo primario. “Transporte
ativo” refere-se aos processos de transporte que provocam a
transferéncia liquida de um soluto de uma regido de menor concentracao
para uma regido de maior concentracéo.

A mais comum destas proteinas é a bomba de sédio-potassio.
Esta proteina usa uma ATP para em um ciclo bombear dois ions sédio
para fora do neurnio, a0 mesmo tempo em que trés ions potassio sao
bombeados para dentro.

Transporte ativo secundario refere-se ao processo que medeia 0s
movimentos do soluto, mas ndo usa diretamente a energia metabdlica;
ao invés, a energia requerida é derivada do movimento de um ou mais
solutos diferentes, para 0s quais existe uma favoravel diferenca de
potencial eletroquimico (Geck and Heinz, 1989; Heinz et al, 1989). O termo
trocador é usado quando a translocacdo do outro soluto que usa o
mesmo carregador é na direcdo oposta. Quando a translocacdo dos
solutos ocorre na mesma direcdo, através do mesmo carregador, o termo
co-transportador é usado.

2.3 — Canais ibnicos

Canais ibnicos sdo uma classe de proteinas da membrana
plasmatica presente em todas as células do corpo. Os canais das células
nervosas estdo especificamente adaptados para o processamento rapido
de informac@es (Kandel et al, 2003).

Os canais ibnicos tém trés importantes propriedades: eles
conduzem ions; possibilitam a passagem de ions especificos; e se abrem
e se fecham em resposta a sinais elétricos (canais dependentes de tenséo
que sdo regulados por alteragdes na diferenca de potencial), mecanicos
(canais controlados por estimulos mecanicos como pressdao ou
estiramento) ou quimicos (canais dependentes de ligantes que sdo
regulados por transmissores quimicos).
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Além dos canais regulados, existem os que nao sdo modulados e
gue estdo normalmente abertos, sendo sua principal funcdo a
manutencdo do potencial de membrana no repouso. Esses canais sdo
chamados de canais passivos.

o

Figura 2.3 — Representa¢cdo da membrana neuronal no repouso. Figura retirada
da referéncia Lent, 2001.

2.3.1 - Canais de sédio

Tecidos excitaveis, tais como nervos, musculos esqueléticos e
coragdo contém canais de sédio sensiveis a tensdo que medeiam a rapida
ativacdo e inativacio da corrente de Na* no potencial de acao.

A maior densidade desses canais foi encontrada nos nodulos de
Ranvier de ax6nios mielinizados, apoiando a visdo classica da
distribuicdo axonal dos canais de sédio e seu papel na propagacdo do
potencial de acdo (Magee, 2008).
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Os canais sensiveis a tensdo de sédio foram classificados
inicialmente pela sua sensibilidade a tetrodotoxina (TTX). Os canais
sensiveis a tetrodotoxina (TTXs) sdo os canais de sodio predominantes
nos neurdnios, ja os canais resistentes a tetrodotoxina (TTXr) parecem
ser encontrados principalmente durante desenvolvimento do sistema
nervoso (Novakovic et al, 2001).

Por imunocitoquimica a subunidade Navl.2 parece exibir uma
distribuicdo homogénea em ax6nios ndo mielinizados das células
ganglionares da retina, enquanto que a subunidade Navl.6 é mais
encontrada nos nos de Ranvier e no cone axonal (Magee, 2008).

Esses tecidos também possuem canais passivos de sodios que
possibilitam o influxo do ion, mas séo encontrados poucos desses canais
na membrana (Kandel et al, 2003).

A concentragcdo de sédio no meio intracelular ¢ de 18 mM
enquanto a concentracdo no meio extracelular é de 142 mM (Teixeira et
al, 2001).

2.3.2 - Canais de potassio

Os canais de K" sensiveis a tensdo sdo concentrados em vérias
regiGes neuronais, incluindo terminais pré-sinapticos, os nés de Ranvier,
e dendritos, onde eles regulam a excitabilidade da membrana local
(Fujita et al, 2001).

Nos ultimos 15 anos mais de 70 subunidades de canais de
potassio foram identificadas, mas pouco se sabe sobre 0s canais
sensiveis a tensdo de potassio na regido do terminal pré-sinaptico
(Dodson et al, 2004).

Uma célula nervosa possui muitos canais passivos de potassio
gue permitem o respectivo ion a vazar para fora da célula (Kandel et al,
2003).

Funcionalmente, canais de potéassio sensiveis a tensdo podem ser
divididos em trés grupos baseados na sensibilidade a despolarizacéo e
suas propriedades de inativacdo. Os canais ativados por baixa tensdo que
comecam a ativar em despolarizagdes modestas perto do potencial de
repouso, enquanto que os canais ativados por alta tensdo exigir uma
despolarizacao substancial (0 mV) para alcangar ativacdo significativa e,
portanto, participam apenas na agdo de repolarizagdo do potencial. O
terceiro tipo de canal de potassio é ativado na despolarizacdo e, em
seguida, rapidamente sofre inativacdo (Dodson et al, 2004).
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No repouso a concentracdo de potassio encontrada na regido
intracelular é de 140 mM enquanto a concentracao na regido extracelular
é de 4 mM (Teixeira et al, 2001).

2.3.3 - Canais de célcio:

A concentracdo livre de célcio no citoplasma em células no
repouso é geralmente na faixa de nano molar (aproximadamente 100
nM), e o meio extracelular aproximadamente 3mM (Bittar et al., 1996).
Essas concentracdes sdo mantidas por transportadores de calcio que
podem ser divididos em 3 categorias: canais (que podem ser controlados
pelo potencial de membrana ou por ligantes), trocadores e bombas
(Bittar et al., 1996).

O nivel de calcio intracelular aumenta rapidamente depois da
despolarizacdo no ponto t = 0 s, de valores basais ao nivel maximo de
450-500 nM. Depois de alguns segundos o nivel decresce lentamente em
direcdo ao estado estacionario de aproximadamente 350 nM (Tareilus et
al., 1995). Mas, estudos supdem que as concentracdes de calcio nao estao
envolvidas na geracdo de sinais pré-sinaptico (Tareilus et al., 1995),
portanto, o papel central dos canais pré-sinapticos sensiveis a tensao de
calcio é o desencadeamento da secrecdo de neurotransmissores no
terminal pré-sinaptico e ndo participam da construcdo do potencial pré-
sinaptico.

2.3.4 — Canais de cloro

E agora estabelecido que o cloro possui fungéo vital na fisiologia
das células em geral e, ao contrario do que era conhecido, ndo é
distribuido em equilibrio termodinamico na maioria das células. O cloro
é transportado ativamente e fortemente regulado em praticamente todas
as células. A concentragdo intracelular de cloro em células no estado
estacionario é determinada pela contribuicdo relativa de varios sistemas
de transporte de &nions que incluem canais de cloro como também
varios co-transportadores e transportadores, mas até onde sabemos, o
transporte de cloro nas células animais é feita somente por mecanismo
secundario de transporte ativo e ndo por bombas de cloro (Gerencser and
Zhang, 2003).
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Esses transportes ativos mantém no repouso a concentracdo de
cloro interna de 16 mM e a externa de 103 mM (Teixeira et al, 2001).

Se o0 movimento do cloro ocorresse através de canais por
eletrodifusdo, ou por meio de um transportador eletrogénico, o potencial
de membrana, E,, deveria mudar tanto sobre o efluxo de cloro quanto
sobre o influxo. No entanto, ndo € isso que ocorre. Desde que a
membrana celular tem uma permeabilidade relativamente baixa ao
cloro, os movimentos de cloro ocorrem em grande parte por meio de um
mecanismo de transporte eletroneutro (como o préprio nome diz, ndo
envolve movimentacdo de cargas através da membrana).

Dentre esses varios sistemas de transporte temos um
transportador eletroneutro CI/HCO3;  que possui funcdo central na
regulacdo do pH intracelular e a familia de co-transportadores eletros-
neutros cation-cloro: um co-transportador Na*/ClI" (NCC), dois co-
transportadores Na'/K'/2CI" (NKCC1, NKCC2) e quatro co-
transportadores K*/CI" (KCC1, KCC2, KCC3, KCC4).

Por serem mecanismos de transporte eletricamente neutro, o
fluxo liquido através desses transportadores ndo afeta e nem é afetado
pelo potencial trans-membréanico, ou seja, 0 transporte ndo gera
diretamente corrente elétrica que possa mudar o potencial trans-
membranico (Alvarez-Leefmans, 2001).

2.4— Sinapse Quimicas

Sinapse quimica € um contato especializado indireto entre
terminal axonal e outro neurbnio ou tipo de célula. O sentido mais
frequente do fluxo de informacdo (Figura 2.4) é da membrana pré-
sindptica (que normalmente é o terminal axonal) a membrana pos-
sinaptica (que normalmente séo os dendritos).
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Figura 2.4 — Representacéo do sentido mais frequente do fluxo de informagé&o.
Imagem (modificada) retirada do site www.netxplica.com.

As membranas pré e pos-sindptica sdo separadas pela fenda
sindptica, com largura de 20 a 50nm (Bear et al, 2001). A fenda é
preenchida com uma matriz extracelular de proteinas fibrosas, sendo sua
funcdo manter a adesdo entre as membranas pré e pds-sinapticas. Uma
membrana pré-sindptica tipica contém vesiculas sindpticas, cada qual
com um didmetro aproximado de 50nm (Bear et al, 2001), sendo que 0
diametro do botdo pré-sinaptico (botdo axonal) é de 4 a 5um (Luscher et
al, 1990). Estas vesiculas armazenam neurotransmissores, substéncias
guimicas utilizadas na comunicacdo com os neurbnios pés-sinapticos,
que sdo liberados em quantidades quanticas.

Para que essas vesiculas sejam liberadas é necessario que um
potencial de agdo se forme no soma e quando esse chegar & membrana
pré-sinaptica (potencial pré-sindptico) modifique a dindmica idnica ali
presente.

Os potenciais de acdo podem se propagar sem decremento ao
longo dos nervos porque a membrana axonal € excitavel e tem canais de
sodio e potéssio sensiveis a voltagem. Para esta informacdo ser
processada pelo restante do sistema nervoso, é necessario que tais sinais
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sejam transmitidos a outros neurdnios ou células ndo-nervosas. Esta
transmissao chama-se Transmissao Sinaptica.

Existem dois tipos de sinapses: excitatorias e inibitorias. Como 0s
nomes implicam, elas aumentam a frequéncia de acendimento dos
neurdnios pos-sinapticos ou diminuiem, respectivamente (Micheli-
Tzanakou, 2000).

2.5 — Potencial de membrana

O potencial de membrana no repouso é dependente do tipo
celular; sendo este marcado por uma diferenga na distribuicdo de cargas
entre o interior e o exterior dessas mesmas células, sendo o interior
negativo relativamente ao exterior, 0 que estd representado na Figura
25A. As bases ibnicas deste potencial de repouso estdo
fundamentalmente relacionadas com dois aspectos: (1) as distribuicOes
de sddio e potassio no meio intra e extracelular e (2) a permeabilidade
seletiva de algum desses ions (Purves et al, 2004).

A diferenca na distribuicdo de cargas que existe entre o interior e
0 exterior da célula é caracteristica de cada tipo celular. Para
exemplificar isso sabemos que o potencial de repouso de um neurdnio é
de aproximadamente -70mV , do musculo esquelético é de -90mV, e de
vérias células musculares lisas é de -60mV.

O potencial de membrana (V,,) é definido como (Kandel et al,
2003)

Vin = Vin = Vour (2.1)

sendo V;, o potencial da parte interna da célula e V, 0 potencial
da parte externa.

Como, por convencdo, atribui-se o valor zero para o potencial
extracelular, o potencial de repouso é igual a V;,, como pode ser visto na
Figura 2.5B e 2.5C.

S&o quatro os tipos idnicos mais encontrados em qualquer lado da
membrana, o sédio, o cloro, o potassio e 0s anions organicos, sendo que
0s dois primeiros possuem maior concentracdo no meio externo da
célula e os dois Ultimos possuem maior concentragdo no meio
intracelular. Os anions organicos sdo principalmente aminoacidos e
proteinas e permanecem no interior da célula. (Kandel et al, 2003).



45

Se considerassemos que uma célula possuisse apenas canais para
um dos ions descritos acima, o0 potencial de repouso seria determinado
apenas pelo gradiente de concentragdo do ion que seria calculado pela
equacdo de Nernst (Purves et al, 2004),

_ RT , [Xlo
Ex=_% o (2.2)
na qual:

X Concentracdo do ion x no meio externo (mol/l);
[X]o Concentracdo do ion x no meio externo (mol/l);
Ex Potencial do ion x (V);
F Constante de Faraday (96485,34C/mol);
R Constante dos gases (8,314J/mol.K);
T Temperatura (K);
Zy Valéncia do fon x.

Os dois ions mais relevantes para o potencial de membrana sédo os
fons sadio e potassio.

O sodio é mais concentrado fora da célula do que dentro.
Portanto, ele tende a fluir para dentro da célula como resposta ao
gradiente quimico. Ao mesmo tempo é atraido para dentro da célula pela
diferenca de potencial elétrico negativo através da membrana. O influxo
de cargas positivas (Na") despolariza a célula (Kandel et al, 2003).

Com esta despolarizagdo o fluxo em direcdo ao meio extracelular
de potassio através da membrana ndo esta mais em estado estacionario.
Quanto maior a despolarizacdo do potencial de membrana, afastando-o
do potencial de equilibrio do potassio, maior a forca eletroquimica para
a saida do potassio da célula, e, portanto maior o efluxo de potassio
(Kandel et al, 2003).

Por possuir relativamente poucos canais passivos de sodio
(Kandel et al, 2003), o influxo deste ion é pequeno. Ao contrario a célula
possui muitos canais passivos de potassio e, consequentemente, com um
grande efluxo.

Para manter o potencial de membrana no estado estacionario, ou
seja, manter constante a separacdo de cargas através da membrana, a
bomba de sédio e potéssio transporta esses ions contra seus gradientes
eletroquimicos: ela transporta trés sodios para fora da célula e dois
potassios para dentro.

O potencial de membrana é determinado principalmente pelos
fluxos de sddio e potassio em conjunto, 0s quais podem ser calculados
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por meio da equagdo de Goldman (Equacéo 2.3). Esta equacdo leva em
consideracdo ndo s6 as concentragles intra e extracelulares dos ions,
mas também suas permeabilidades.

RT ; Pk[K*]o+Pna[Nat]o+Pci[CL7];
—In 2.3
F  Pg[K*]i+Pna[Nat]i+Pc[Cl7], 23)

Vi =

Onde Px Pna e Pciséo as permeabilidades dos ions potéssio, sodio
e cloro respectivamente.

Tal equacdo s6 é valida quando Vy, esta estavel. Ela estabelece
gue quanto maior a concentracdo e a permeabilidade da membrana a
uma determinada espécie ibnica, maior sua participacdo na
determinacéo do potencial de membrana (Kandel et al, 2003).
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Figura 2.5- Representacéo da leitura experimental do potencial de
membrana. Figura(modificada) retirada da referéncia Lent, 2001.
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2.6 — Potencial pré-sinaptico

O potencial pré-sinaptico se inicia com a chegada do potencial de
acdo a membrana pré-sinaptica. Antes da chegada do potencial de acdo,
a membrana pré-sindptica permanece em repouso (Figura 2.6A).

No inicio, os canais de sodio sensiveis a tensdo tornam-se
ativados, permitindo um aumento da condutancia do sédio e fazendo
com que o0s ions sddio sejam transportados por esses canais, aumentando
a permeabilidade da membrana ao sddio. Ap6s a abertura dos canais de
sodio sensiveis a tensdo comega um processo de fechamento que s
ocorre alguns décimos de milésimos de segundo depois da sua abertura
(fase de despolarizacéo que pode ser observada na Figura 2.6B) (Kandel
et al, 2003). O inicio do potencial pré-sinaptico também leva a ativacéo,
pela tensdo, dos canais de potéssio, fazendo-os abrir em fracdo de
milisegundos ap6s a abertura dos canais de sodio (fase de repolarizacéo
representada na Figura 2.6C). Ao término do potencial pré-sinaptico, o
retorno do potencial de membrana ao seu estado negativo faz com que
0s canais de potassio se fechem, voltando ao seu estado original, o que
sO ocorre ap0s breve hiperpolariza¢do (Figura 2.6D).

O agente necessario para a producdo da despolarizacdo e da
repolarizagcdo da membrana, durante o potencial pré-sinptico, sdo os
canais de sodio e potassio sensiveis a tensdo. Esses dois canais sensiveis
a tensdo existem juntamente com a bomba de s6dio-potassio e os canais
passivos (canais que estdo constantemente ativados) de sédio e potassio
(Bear et al, 2001).
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Figura 2.6 — Representacdo da dindmica iénica durante o potencial de
acdo. Figura (modificada) retirada da referéncia Lent, 2001.
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2.7 - Transmissao sinaptica

A transmissdo sinaptica é o processo pelo qual informacao gerada
ou processada por um neurdnio € transmitida a outro neurdnio ou célula
efetora. A Figura 2.7 apresenta uma representacdo da transmissao
sinaptica.

Para que ocorra a transmissdo sinaptica é necessaria a liberacao
de neurotransmissores que € desencadeada pela chegada de um potencial
de acdo ao terminal axonal (potencial pré-sinaptico) como pode ser visto
na Figura 2.7A e 2.7B. A despolarizacdo da membrana do terminal
provoca a abertura de canais de calcio sensiveis a tensdo com
consequente entrada de calcio no citoplasma do terminal axonal (Figura
2.7C). A elevagdo da concentracdo de calcio resultante é o sinal que
causa a liberagdo dos neurotransmissores das vesiculas sindpticas
(Figura 2.7D).

A membrana da vesicula sinaptica funde-se com a membrana pré-
sinaptica nas zonas ativas, permitindo que os conteldos das vesiculas
sejam liberados na fenda sindptica, sendo que as moléculas de
neurotransmissores sofrem difusdo através da fenda (Ventriglia e Di Maio,
2000).

Neurotransmissores liberados dentro da fenda sinaptica afetam os
neurdnios pdés-sindpticos por se ligarem aos receptores que estdo
embutidos nas membranas pds-sinapticas.

Os receptores ativados por neurotransmissores sdo proteinas
transmembranicas, que juntas formam um poro entre elas. A ligacdo do
neurotransmissor ao receptor é como inserir uma chave em uma
fechadura: isto induz uma mudanca conformacional na proteina e causa
a abertura do poro.

Uma vez que os neurotransmissores liberados tenham interagido
com receptores pds-sinapticos, eles devem ser removidos da fenda
sindptica para permitir um novo ciclo de transmissdo sinaptica. Esta
recaptacdo é feita pela acdo de transportadores protéicos especificos
para neurotransmissores presentes principalmente na membrana glial e
também na membrana pré e pés-sinaptica (Di Maio, 2008).
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Figura 2.7 — Representagdo artistica da transmissao sinaptica. Figura
(modificada) retirada da referéncia Lent, 2001.

Além dos receptores ativados por neurotransmissores, também
existem o0s receptores sensiveis a tensdo, que para se abrirem precisam
da existéncia de uma diferenca de potencial adequada, com consequente
mudanca de conformacdo e abertura do mesmo.
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As transmissdes sinapticas mais rapidas na maioria das sinapses
do sistema nervoso central sdo mediadas pelos aminoacidos glutamato
(Glu), gama-aminibutirico (GABA) e glicina (Gli) (Di Maio, 2008).

O papel da glia, particularmente dos astrécitos na captacdo e na
reciclagem do glutamato, é absolutamente essencial (Di Maio, 2008). Na
verdade, é a membrana pré e pds-sinaptica que parece desempenhar uma
funcéo auxiliar nessa atividade.

A Figura 2.8 apresenta uma imagem microscopica da sinapse.

Mo Ve A5 AN -
Ve | S &e&;@gga‘ . B : i < RS
Figura 2.8 — Imagem microscopica da sinapse. Figura retirada da

referéncia Lent, 2001.
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2.8 — Modelos Matematicos

2.8.1 - Modelo de Hodgkin-Huxley (Modelo H-H)

Os trabalhos de Hodgkin e Huxley (1952) esclareceram 0s
mecanismos idnicos responsaveis pela geragdo de um potencial de agdo
com o0 axonio gigante da lula na primeira metade do Século XX.

Para eliminar a complexidade introduzida pela distribuicdo
espacial dos canais idnicos, um fio axial condutor foi introduzido no
axoénio e utilizado para manter fixo o potencial elétrico através da
membrana axonal. Essa técnica ficou conhecida como “space clamp”,
pois elimina a dependéncia da posicdo onde é medido o potencial da
membrana. Deste modo, o axdnio se comporta como um capacitor,
isopotencial em toda sua extensdo. Estes mesmos autores também
desenvolveram uma técnica que ficou conhecida como “voltage clamp”,
em que a membrana do axdénio é submetida a um potencial elétrico fixo
e a corrente elétrica necessaria para manter este potencial é medida.
Desta forma, variando o potencial elétrico aplicado é possivel construir
uma curva de corrente elétrica versus potencial elétrico como é
normalmente feito para descobrir as caracteristicas de componentes
elétricos.

Um circuito elétrico equivalente e um modelo fenomenolégico
foram desenvolvidos por Hodgkin e Huxley para explicar os eventos
observados durante a ocorréncia de um potencial de acdo no axdnio
gigante da lula. Na Tabela 2.1 resume-se 0 modelo:

Tabela 2.1 — Resumo do Modelo H-H:

AV (t

Im(t) = Iignica (t) + Cp ;nt( ) (2'4)

L A corrente de membrana
C, — capacitancia da membrana (F); é dada pela soma da
lionica — COrrente idnica (A); corrente capacitiva e de
I, — corrente de membrana (A); uma corrente idnica
t — tempo ().
V,, — diferenca de potencial da membrana (V);
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Ii()nica(t) =lya+ixk+1, (2.5)
I — corrente provocada pelo ion K* (A);

Ina — COrrente provocada pelo ion Na* (A);

I, — corrente de vazamento (A);

A corrente idnica é dada pela
soma de correntes idnicas para
ions especificos. Ha trés
correntes ibnicas responsaveis
pela geragdo do potencial de
acdo: de sodio, de potéssio e
dos outros ions (cloro etc.).
Esta Gltima corrente é
chamada de corrente de
vazamento

Iion(t) = gion(Vm(t)r t)(Vm(t) = Efon) (26)
lion — corrente iénica do fon Na* (Iy,) ou K*
(Ix) ou de vazamento (l,,);
Jion — condutancia do jon Na" ou K* ou de
vazamento (Q);
Eion — potencial do fon Na* ou K" ou de
Vazamento (V);

A corrente idnica para um
dado ion é modelada por uma
resisténcia (variavel com a
diferenca de potencial e com o
tempo) em série com uma
bateria cujo o potencial
elétrico é dado pelo potencial
de Nernst do ion

Exterior da célula

t Ina Ik I
1
| : !
G 4 7
- [_ |E % Rya ARk R
= . hll b |
| — —
} * |Ena Ex =
Interior da célula

(Retirada e modificada de HODGKIN;
HUXLEY, 1952)
Rna Rk, Ry — resisténcia dos fons Na*, K* e de
Vazamento (£2).

O circuito elétrico equivalente
ao modelo de Hodgkin-
Huxley para a membrana do
axonio gigante da lula
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gV, ) =g, n*(V,t) 2.7)
2= a,(N(A 1) = B (V) (2.8)

n — variavel de ativacdo do potéssio;
o, € B, — parametros determinados com base
nos ajustes das curvas de
condutividade
por Hodgkin e Huxley.

Expressdes empiricas que
representa o comportamento
da condutividade do
potassio para cada valor de
\

InalV, ) = Gy m3(V, DRV, 1) (2.9)
I (VA —m) = B (V) (210)
= a1 —h) = BV (211)

dt

m — variavel de ativagéo do sddio;

h — variavel de inativacdo do sédio;

O, B, on € Br, — parédmetros determinados com
base nos ajustes das curvas de
condutividade por Hodgkin e
Huxley.

Expressdes empiricas que
representa 0 Comportamento
da condutividade do s6dio
para cada valor de V

d — —
Cn d—‘: =Gy m*h(V — Ey) + g n*(V — Ex) +
9.V —E)+ Hips (2.12)

l;nj — corrente injetada (A).

Variacdo do
potencial elétrico do modelo
de Hodgkin e Huxley

2.8.2 — Equacdo de Poisson-Boltzmann aplicada na membrana do

neurénio

Diferentemente do modelo H-H, o modelo que usa a equagéo de
Poisson-Boltzmann para descrever o potencial de acdo envolve a
diferenca de concentragdo dos dois lados da membrana neuronal.

Neste modelo a membrana é representada por um filme dielétrico
com espessura h, que é limitado em cada lado por dois planos paralelos
de superficies infinitas. Estes planos separam o filme de duas fases
aquosas de diferentes concentracbes de eletrélitos (Cortez-Maghelly e

Bisch, 1993).
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Figura 2.9 — Representacdo da bicamada lipidica. Figura(modificada) retirada
da referéncia Cortez-Maghelly e Bisch, 1993.

Supondo que o meio seja homogéneo e isotropico a equagdo de
Poisson fornece:

Vg =-% (2.13)

onde &; representa o potencial, p; a densidade de cargas e & a
permissividade em cada regido, onde i = 1 representa 0 meio
extracelular, i = 2 a bicamada e i = 3 0 meio intracelular.

O caélculo da densidade de cargas é feita pela soma das cargas
fixas do meio, p; e das cargas dissolvidas no solvente ou também
chamadas de méveis, pn. Em equilibrio pn, é determinada pela equacéo
de Boltzmann (Cruz et al, 2000):

_ qij9;
Pmi = Xj 4ijnijexp [— m] (2.14)

Onde gj; € a carga de cada ion j na regido i, n;; € a densidade de
ifons do tipo j por unidade de volume na regido i, @; é o potencial
eletrostatico na regido i, kg é a constante de Boltzmann e T a
temperatura absoluta.

Assim a equacdo que descreve a variacdo do potencial para as
regides intra e extracelulares seria a Equacao 2.15, j& que € considerado
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que nessas regifes ndo possuem cargas fixas. Considerando para a
regido da bicamada que p=0, visto que a densidade de cargas elétricas
positivas e negativas sdo iguais, a equacdo que descreve a variagdo do
potencial seria a Equacéo 2.16.

L 0 .
V ¢, = —giiZj qijnijexp [_ %ﬂ onde i=1ou3 219

—2

V 9,=0 (2.16)

2.9 — Lei de Fick

Entende-se por difusdo o transporte de massa de moléculas
individuais por uma barreira ou espago livre, que ocorre segundo um
processo estotastico, e que depende de um gradiente de concentragdo.

Difusdo é a tendéncia que as moléculas apresentam de migrar de
uma regido de concentracdo elevada para outra regido de concentragdo
baixa e, é uma consequéncia direta do movimento browniano
(movimento ao acaso). O movimento browniano das moléculas garante
gue o sistema passe de um estado inicial, certamente fora do equilibrio,
para um estado final de energia livre minima e entropia maxima e,
portanto, em equilibrio.

O fisiologista Adolph Fick foi um dos primeiros a estudar o
processo de difusdo através de membranas bioldgicas. Considere o
modelo da Figura 2.10: uma fina barreira permeavel (membrana) separa
dois reservatorios contendo uma solu¢do neutra. A espessura da
membrana é d e ha uma diferenca na concentracdo do soluto S de um
lado para o outro da membrana,

A[S] = [S], = [S]2 (2.17)

onde 1 é o lado de dentro da célula e 2 é o lado de fora da célula.
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Figura 2.10 — Representacdo de uma membrana permedavel.

Em analogia com o fluxo de calor entre dois corpos a
temperaturas diferentes, Fick prop6s que o fluxo JS do soluto S é

proporcional ao gradiente de concentracéo,

a[s]

Js=-D=2 (2.18)

onde D ¢ o coeficiente de difusdo (suposto como independente de

X).

As unidades de D séo independentes das unidades usadas para
guantidades de particulas (moles ou nimeros de particulas), desde que
sejam usadas unidades consistentes tanto para concentragdo como para o
fluxo.

A Equacao 2.18 é conhecida como a primeira lei de Fick. Esta lei
estabelece que o fluxo de massa & proporcional a diminuicdo da
concentracao e inversamente proporcional a distancia.

O termo “fluxo” de alguma coisa representa a quantidade “dessa
coisa” que passa através de uma superficie de 4rea unitaria por unidade
de tempo. Segundo esta definicdo, o fluxo é um vetor. Porém, por
simplicidade, vamos considerar aqui movimento apenas em uma direcdo
(a direcdo x da Figura 2.10). Esta aproximagdo é valida quando nédo
existir gradiente de concentracdo em uma direcdo paralela a membrana,
gue sera o caso considerado aqui.

O sinal negativo na Lei de Fick indica que o fluxo se da de uma
regido de alta concentracdo para uma de baixa concentracao.

Uma caracteristica da Lei de Fick deve ser notada: a lei implica
uma independéncia de fluxos. O fluxo do soluto S é independente do
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fluxo de outros solutos X e Y, ou seja, ndo existe acoplamento entre 0s
fluxos.

Combinando a Lei de Fick com a lei de conservacdo da massa
(Equagdo 2.19) obtém a equacéo de difusdo (Equacéo 2.20),

ox " (2.19)
a[s] _  92[s]
= = D Py (2.20)

Pode-se resolver a Equacdo 2.20 para obter a concentragdo
[S1(x,t) variando com o tempo no interior da membrana a medida que o
transporte se processa, sendo a Equagdo 2.20 chamada de segunda Lei
de Fick.

A segunda Lei de Fick representa a velocidade de alteracdo da
concentracdo de soluto em fungdo do tempo e do deslocamento
(Geankoplis, 1998).

2.10 — Eletrodifusao

Outro mecanismo de transporte de soluto ocorre quando as
particulas estdo sujeitas a um campo de forca, como 0 campo
gravitacional ou um campo elétrico, no caso em que as particulas tém
carga. O movimento do soluto causado por um campo de forca é
chamado de migracdo ou arrasto. A componente do fluxo de soluto
devida ao arrasto em um campo de for¢a também pode ser escrita como
0 produto da velocidade de movimento das particulas devido a forca
pela concentracdo. A mobilidade mecanica de uma particula, p, é
definida como a razéo entre a velocidade da particula (v) e a forga sobre
a particula (f), u = v/f.

Em termos da mobilidade mecanica, o fluxo de particulas de
soluto na presenca de difusdo e arrasto devido a um campo de forca
pode ser escrito como (Atkins et al, 2002)

a[s]
Js = =D ——+ ulSIf (2.21)
onde J; é o fluxo do soluto, D é o coeficiente de difusdo, [S] é a

concentracao do soluto.
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No caso em que houver uma diferenca de concentracdo iénica
entre os dois lados de uma membrana celular, o fluxo de ions através da
membrana sera afetado ndo apenas pelo gradiente de concentragdo, mas
também pelo campo elétrico gerado através da membrana pela presenga
dos ions.

A acdo do campo elétrico resulta numa forca de arrasto sobre as
particulas. Vamos supor que esta forca esteja na direcdo positiva de X,
implicando que entre duas colisdes elas sejam aceleradas na direcdo x.
Esta aceleragdo causa um incremento na velocidade na dire¢do x durante
0 intervalo entre colisdes. O fluxo de particulas devido a esse arrasto
provocado pela forca externa é

Js arrasto = [S]U = .U[S]f (2.22)

Considerando que as particulas séo ions (portanto, com carga) de
valéncia z e que a forca f é causada por um campo elétrico com
intensidade E = —adV /dx, onde V é o potencial elétrico, entdo, a forga
elétrica sobre uma particula é,

f=qE =zeE = —zeg—z (2.23)

onde g é a carga do ion, z é a valéncia do ion e “e” é a carga
-19
elementar (1,602 x 10  C). Combinando as duas Ultimas equacoes,

av
Js arrasto = — [S].uze ax (2.24)

Esta equacdo é chamada de lei de Planck (Freedman et al, 2001).

A lei de Planck é andloga a Lei de Ohm (J = oE) para o
movimento de particulas carregadas em um meio viscoso. Note que ela
implica que o movimento de cargas elétricas positivas (z > 0) ocorre no
sentido oposto ao do gradiente do potencial elétrico V(x).

Existe uma relacdo, determinada por Einstein em seu trabalho
sobre o movimento browniano de 1905, entre a mobilidade idnica p e o
coeficiente de difusdo D, conhecida como relagdo de Einstein (Freedman
et al, 2001):
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23

onde k, é a constante de Boltzmann (1,38 x 10 J/K) e T é a
temperatura absoluta.

Gracas a esta relacdo, quando os efeitos do gradiente de
concentracdo e do gradiente de potencial elétrico sdo combinados para o
célculo do fluxo de particulas carregadas, obtemos a seguinte equagéao
(chamada de Equacdo de Nernst-Planck) (Atkins et al, 2002):

Do _p (% 4
J= Dax “qcax_ D(8x+ka6x) (2.26)

A equacdo de Nernst-Planck costuma ser escrita na literatura de
diversas formas. Uma outra forma bastante comum pode ser obtida
lembrando que

R kp R R R

Mo = ™ T Naq Naze 7r @.27)

onde R é a constante dos gases (1,98 cal/K.mol), Na é 0 nimero de
Avogrado (6,02 x 10° mol™) e F é a constante de Faraday (9,648 x 10*
C/mol).

R

Substituindo %”=; na Equacdo 2.26 temos outra forma de
escrever a equagdo de Nernst-Planck:

aoc zZF 0V
J=-D (a + =T Ca) (2.28)



3. Modelagem

No balango de massa para a membrana pré-sinaptica foi
considerado que 0s meios intra e extracelulares podem ser representados
como dois tanques agitados separados por uma membrana permeavel.

== ==

: Y ’ : W
! ® cl ! - K*
1 1
1 1
1 '
i |
1 K* 1
: : cr
1 1
1 1

Nat | e | o=
P S S e N e =

25 Ca2t o Ca2+
/ 4
4 7’
A ,~. Nat
7/ 4
6 T 6

Meio Intracelular Meio Extracelular

Figura 3.1 — Representacdo dos meios intra e extracelulares como dois
tanques agitados. T é a espessura da membrana e 6 ¢ a espessura do meio
intra e extracelular.

Os fendémenos que possibilitam o fluxo idnico pela membrana
sdo:

1. Fluxo provocado pelo gradiente de concentragdo (Fluxo
Quimico) que ocorre tanto nos canais passivos quanto
nos canais sensiveis a tensao.

2. Fluxo provocado pela diferenca de potencial (Fluxo
Elétrico) que também ocorre nos dois tipos de canais
citados a cima.

3. Fluxo provocado pela acdo da bomba Na*/K".

, _ [ Fluxo Fluxo Fluxo
[Actmulo]= [Quimico] + [Elétrico] + [Bomba Na+/K+] (3.1)
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Observacdo: os fons Ca®*, CI"e A ndo influenciam a formacéo do
potencial pré-sinaptico, pois como foram explicados no capitulo 2, os
anions organicos sao principalmente aminoacidos e proteinas que
permanecem no interior da célula e os transportadores dos fons Ca®* e
Cl" sdo eletroneutros. Sendo assim a membrana é considerada
impermeavel a esses ions, logo o balanco sera feito apenas para os ions
Na'e K",

A seguinte notacdo sera usada para representar as concentracdes:
Cjj — concentragéo do ion j na regido i, i=1 € referente ao meio interno,
i=2 a0 meio externo, j=1 ao ion potassio e j=2 ao ion sédio. Em algumas
equacdes do trabalho, para facilitar a rapida identificacdo de algumas
variaveis, para j=1 e j=2 serdo usados, respectivamente, K" e Na'.

3.1 — Fluxo Difusivo Quimico (Fgj)

O fluxo quimico sera representado por um transporte de massa
devido ao gradiente de concentracdo que atravessa uma area de
membrana regida pela permeabilidade da membrana ao ion considerado.

Fluxo ] _ [ area de

gradiente de ] 2
Quimico escoamento (32)

] .[permeabilidade]. ~
concentracao
A éarea de escoamento é dependente das densidades de canais
passivos e sensiveis a tensdo.

area de _
[escoamento] = (S +S7) As (3.3)

Sendo As a area superficial total da membrana, S;* a densidade de
canais passivos para o fon j e, S;" a densidade de canais sensiveis a
tensdo para o fon j. A densidade de canais é calculada da seguinte forma:

e — area superficial total ocupada pelos canais passivos do ion j

J area superficial total da membrana

(3.4)

ga — area superficial total ocupada pelos canais sensiveis a tensdo do fon j (3.5)

J area superficial total da membrana

A permeabilidade é diretamente proporcional ao coeficiente de
difusdo e inversamente proporcional a espessura de membrana:



63

[permeabilidade] = % (3.6)

D;j é o coeficiente de difusdo do ion j, e T é a espessura da
membrana.

Ja o gradiente de concentracdo sob o ponto de vista da regido
interna é equacionado como:

gradiente de] A
[concentragéo = (G~ &) @.7)
Mantida a definigdo do gradiente de concentragdo (Equacéo 3.7),
o0 sinal que integra o calculo da direcdo da equagdo do fluxo quimico
varia com a regido calculada da forma descrita na Equacéo 3.8.

i =1 - [Sinal] = +1

[Sinal] = 3 —-2i) (3.8) i =2 - [Sinal] = -1

ou seja, no calculo do fluxo quimico para regido interna, tendo a
concentragdo idnica interna maior que a concentracdo externa, a
determinacdo do sinal, juntamente com o gradiente de concentragao,
faria com que os ions saissem do meio intracelular.

Exemplificando a equacéo do fluxo quimico para o ion sodio:

Dygq
Fqing = —(SNg t+ Sna) As % (Cina — Cona) (3.9)

Entdo a equacdo do fluxo quimico generalizada para os ions sodio
e potassio seria:

D.
Fay=—-(3—-20 (S +S)As L (C;—Cy)  (310)

3.2 — Fluxo Elétrico (Fej)

O fluxo elétrico serd representado por um transporte de massa
devido a diferenca de potencial que atravessa uma area da membrana,
regido pela permeabilidade da membrana e pela carga do ion
considerado para o calculo desse fluxo.
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Fluxo 1_[ A . area de gradiente
Elétrico] —[Va’lenc1a] [escoamento L elétrico ] (311)
Tanto a area de escoamento quanto a permeabilidade sdo iguais

as determinadas para o fluxo quimico. A valéncia é representada pelo
valor da carga do on j. [valéncia]=z;, exemplo: Na*possuiz,=+1.

O gradiente elétrico é equacionado a partir do termo da equacéo
de eletrodifusdo que determina a influéncia da diferenca de potencial
sobre o fluxo.

Relembrando a equacéo de eletrodifuséo:

] .[permeabilidade].

oc zF 0V
J=-D (E +Z Ca) (2.28)
ac zF ov
J=-DE-pZcZ (3.12)

O primeiro termo da Equacao 3.12 esta relacionado com o fluxo
guimico, sendo o segundo termo de interesse para o fluxo elétrico.

2°termo = —D 2L ¢ (3.13)
RT  0x

Reordenando a Equacéo 3.13, onde z € a valéncia que ji foi
. . - . v )
descrita e usando diferencas finitas na derivada P obtém-se:

F Viiey_Vii
20termo = —z D — ¢ 2070

(3.14)

Como foi explicado no Capitulo 2.5, o potencial de membrana
(V) é definido como

V =Vin = Vour = Vii+1y — Vi (3.15)

e devido ao calculo do potencial ser feito na membrana pré-sinaptica, Ax
¢ igual a espessura da membrana (t). Rearranjando a Equagéo 3.14:

4
T

2°termo = —ZD%C =—-z g ;—T cVv (3.16)
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Como [valéncial=z e [permeabilidade] = g o gradiente elétrico

gradiente __(F _
elétrico ] (RT Cj V) (3.17)

Onde V ¢ a diferenca de potencial, F a constante de Faraday, R a
constante dos gases e T a temperatura absoluta.

O indice k determina a concentracdo que tera maior influéncia da
diferenca de potencial para o célculo do fluxo elétrico, sendo que se V
for negativo k=2 e se V for positivo k=1. Exemplo: o ion sédio possui
carga positiva, se a diferenca de potencial for negativa fard com que haja
um fluxo de entrada dos ions externos e 0s ions internos permanecerao
dentro da célula, logo a maior influéncia da diferenca de potencial é
sobre 0s ions externos. Entdo:

gradiente F
paraV < 0= 1" etrico ] <RT C2 V)

gradiente
paraV >0 - [ étrico ] = < Cyj V)

O célculo da direcdo do fluxo elétrico depende do gradiente
elétrico, da valéncia do ion e da regido i onde o fluxo vai ser calculado.
Sendo assim o sinal que integra o calculo da direcdo da equacdo do
fluxo elétrico é determinado do mesmo modo que foi descrito no fluxo
quimico (Equacao 3.8).

A equacdo do fluxo elétrico generalizada para as diferentes
regides e ions esta representada na Equacéo 3.18.

Fej = —(3—20) 7 (S + S7) As % (= Cyv)  (318)

3.3 — Fluxo através da Bomba Na'/K*

O Fluxo através da bomba Na'/K" é representado por um
transporte de massa provocado pela acdo da mesma. Este transporte é
descrito por uma cinética global e pela relacdo estequiométrica.
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[ Fluxo ] _ [ relacdo ] [ area de ] [cinética] (3.19)
Bomba Na*/K*] = |estequiométrica] " Lescoamentol *| global | *™

A érea de escoamento da bomba Na'/K* é dependente do nimero
de bombas existentes na area superficial total da membrana.

[ area de ]

= Sh As (3.20)
escoamento

Sendo Sh a densidade de bombas Na*/K", calculada da seguinte
forma:

area superficial total ocupada pelas bombas Na"/K*

Sb =

(3.21)

area superficial total da membrana

A bomba Na'/K" trabalha tirando o sodio do interior da célula e
colocando potéssio. Para cada 3 ions sddio retirados do meio
intracelular, sdo introduzidos 2 ions potassio.

Isto é representado esquematicamente na Figura 3.2.

Membrana

{in) {I' {ouf)

£/

Figura 3.2 — a bomba Na*/K" realiza transporte de ions contra 0s
gradientes. Na figura ‘in’ ¢ a regido intracelular e ‘out’ a regido da fenda
sinaptica, ou extracelular.

A acdo da bomba Na'/K" compensa os fluxos de Na* e K™ através
dos canais passivos, mantendo o potencial de repouso.

Consideracdes importantes para o desenvolvimento da equagio
cinética global da bomba Na'/K" sio:

1- Relacdo estequiométrica;

2- Funcionamento apenas na presenca do nimero completo de ions,
ou seja, apenas na presenca de 3 ions sodio do meio intracelular e
2 ions potassio do meio extracelular;
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3- Dependéncia das concentracGes idnicas;
4- Trabalho mais intenso na etapa de repolarizacdo, quando a
concentracao de potassio é maior no meio extracelular.

Levando em conta estas consideraces, neste trabalho foi
proposta a seguinte relacdo estequiométrica (Equagéo 3.22) e equagdo
de velocidade de reagéo (Equag&o 3.23) para bomba Na'/K:

kb
2Na}, + 3K}, - 2Na},, + 3K}, (3.22)
r= kb (ClNa)Z CZK (323)

onde Na“, representa os ions sodio na regido interna e Na'oy na
regido externa, do mesmo modo Kj, representa os ions potassio na
regido interna e K’ na regido externa, kb representa a constante
cinética da bomba Na'/K" e r é a velocidade da reagfo. A Equagéo 3.23
permite que a bomba Na'/K" trabalhe mais rapido com o aumento da
concentracdo de potassio fora da célula. Os coeficientes
estequiométricos representam os nimeros de ions de sédio e potassio
transportados pela bomba. De maneira genérica, eles podem ser
representados pela Equacéo 3.24:

coeficiente .

estequiométrico| @+)) (3.24)
A direcdo é determinada sabendo-se que os ions sodio sdo

retirados da regido interna e o potassio da regido externa. A direcdo do

fluxo da bomba Na'/K" é descrita na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Representacdo da direcdo do fluxo da bomba
Na'/K".

Regido
fon 9 Intracelular Extracelular

Na" - +
K' + -

A partir da Tabela 3.1 é possivel formular uma expressdo
matematica (Equacdo 3.25) que representasse o sinal do fluxo da
bomba Na'/K".
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[sinal] = (3 — 2i)(3 — 2j) (3.25)

Apenas para exemplificar, considerando o ion Na* (j=2) na regi&o
interna (i=1), o sinal seria:

[sinal] = 3 —2i)(3—2j) = (3—-2.1)(3—22) = —1 (3.25)

ou seja, o sinal indica que o fon Na* é retirado da regido interna.
Em vista de que os pardmetros kb e Sb formam um produto na
equacao e nunca aparecem separadamente, eles sdo relacionados e ndo

podem ser determinados individualmente. A partir deste ponto eles
serdo considerados um (nico parametro:

Sbkb = Sb . kb
Assim a equacdo geral para o fluxo da bomba Na'/K" é:

Fbi; = [(3 — 20)(3 — 2)](1 + j) Sbkb As (C12)?Cy1  (3.26)

3.4 — Equacao de Diferenca de Potencial

O fluxo elétrico depende da tensdo ou diferenca de potencial
entre os dois lados da membrana, que é funcdo das concentracdes
ibnicas. Nele exercem importantes contribui¢cbes os &nions organicos
gue se encontram no interior das células e dela ndo saem.

O potencial elétrico (V’) entre duas superficies planas é:

V' =Ed (3.27)
(Halliday et al, 1984)

sendo E o campo elétrico e o d a distancia entre as duas superficies.
Temos ainda que o campo elétrico seja dado por:

E=kodmo (3.28)
(Halliday et al, 1984)
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onde ko é a constante eletrostatica (9.10° Nm2/C?) e ¢ é a
densidade superficial de cargas, que pode ser considerada como a
mesma para as duas superficies e igual a i”/z , 0uU, uma superficie

possuindo carga zero e a outra com carga igual a .
A densidade superficial de cargas é igual a:

C; é a concentragéo superficial, zj é a valéncia e F é a constante

de Faraday.
Usando a concentracdo volumétrica obtém-se:

Substituindo ¢ pela Equacéo 3.30 na Equagéo 3.28 obtém-se:
Do mesmo modo, substituindo o campo elétrico pela Equacao
3.31 na Equacédo 3.27, obtém-se uma nova equacdo para o calculo do
potencial elétrico (Equacéo 3.32).
V'=4mnd?koF ¥;z.C (3.32)
Fazendo y = 4 m d? ko, temos:

Neste modelo, foi usada a diferenca de potencial elétrico ou
tensdo na membrana pré-sinaptica (V):

' '

V= Vin = Vour (3.34)

A ordem das concentragdes no termo gradiente faz com que a
diferenca de potencial seja vista a partir da regido interna. Para uma
diferenca de potencial negativo 0s ions positivos entram na célula,
conforme mostrado na Figura 3.3.
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Membrana

3

(in) (out)
< &
[ c
«»

Figura 3.3 — Esquema do fluxo elétrico para a situa¢do de repouso, com o
potencial de membrana negativo.

V<0

Para o calculo da diferenca de potencial na membrana, é
considerado os fons K* (j=1), Na* (j=2), CI (j=3), Ca’* (j=4) e os anions
organicos (j=5).

3.5 — Equac0es de abertura e fechamento dos canais sensiveis
a tenséo

Os canais de sodio sensiveis a tensdo possuem uma dependéncia
da chegada do potencial de agdo no terminal pré-sindptico para
comecarem 0 processo de abertura e fechamento. Ja os canais de
potassio sensiveis a tensdo dependem da abertura dos canais de sodio
para comegarem o processo de abertura e fechamento.

Por possuirem esta dindmica os pardmetros Sy, € Sg Séo
representados por uma funcéo dependente do tempo e a dependéncia da
tensdo ¢ introduzida pela imposicdo de um valor especifico de tensdo
para o inicio do processo tanto de abertura quanto de fechamento, que é
dependente do tipo celular.

As equagdes para a abertura e o fechamento dos canais sensiveis
a tensédo sdo apresentadas nas tabelas 3.2 e 3.3.
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Tabela 3.2 — Equagdes de abertura e fechamento dos canais
sensiveis a tensdo do ion sédio.

lon Na*
Processo
S¥a = Sv_Na(1 — e Pinatina) (3.36)
Abertura
t1nq = tempo-t_estimulo (3.37)
Sya = Sv_Na(e Panatena)  (3.38)
Fechamento
tone = tempo-tyy, (3.39)

Tabela 3.3 — Equagdes de abertura e fechamento dos canais
sensiveis a tensdo do ion potassio.

fon K*
Processo
Sy =Sv_K(1—e FPixtic)  (3.40)
Abertura
t,x = tempo-t_Vmax (3.41)
Sy = Sv_K (e Pax tax) (3.42)
Fechamento
t,x = tempo-tyk (3.43)

Nomenclatura usada nas Tabelas 3.2 e 3.3:
Sv_Na - Densidade maxima dos canais sensiveis a tensdo do ion
sodio;
Sv_K - Densidade maxima dos canais sensiveis & tensdo do ion
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potassio;

t estimulo - Tempo da chegada do estimulo na membrana;

t_Vmax - Tempo quando o potencial de membrana € igual ao seu
valor maximo, sendo esse valor dependente do tipo de
neurénio;

tvNa - Tempo quando o potencial de membrana é igual ao

valor de inicio de processo de fechamento dos canais
Sya Sendo esse valor dependente do tipo de neurdnio;
tvk - Tempo quando o potencial de membrana é igual ao
valor de inicio de processo de fechamento dos canais
Sy, sendo esse valor dependente do tipo de neurdnio;

Bina Pk - Pardmetro de abertura para 0s canais Sy, € Sg
respectivamente;

Bona, Pox - Parmetro de fechamento para os canais S, e Sg
respectivamente;

3.6 — Equacao global do Balango de Massa

Como j4& foi explicado no inicio desse capitulo, o balanco de
massa depende dos fluxos quimico, elétrico e da bomba Na'/K",
respectivamente nas sec¢des 3.1, 3.2, 3.3. Assim a equacdo global para o
balanco de massa é apresentada na Equacgéo 3.44.

acij . D;
vol —=—(3-20) (S +S)As = (C1j = ;)
D.
~(3—20) 7 (S +57) As - (% Crj V)
+[(3 = 2)(3 = 2))]1(1 4 j) Shkb As (C1,)%Cy, (3.44)

onde volume é igual a: vol = As 6.
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3.7 — Repouso

Os ions sOdio e potassio sdo os principais responsaveis pelo
comportamento da dinamica i6nica durante a passagem do potencial
pré-sinaptico e durante o repouso. Neste periodo os canais sensiveis a
tensdo estdo fechados. Como no repouso nédo existe equilibrio e sim um
estado estacionario, sendo a bomba de Na’/K* o mecanismo mais
importante para sua manutengao.

Escrevendo a equacdo de balanco de massa em estado
estacionario para estes dois ions,

Para o ion potassio:
0=—5fAs 2 (Cry — Co1) = z,SF As 22 (= Cyy V)
- 1 T 11 21 191 T RT 21

+2 Sbkb As (C15)%Cyy (3.45)

Para o ion sodio:
D D F
0= —S$ As 2 (Cip — Cp3) — 2,55 As 22 (E Cy V)
—3 Sbkb As (C15)%Cyy (3.46)

Isolando Shkb As (C;,)?C,, das equacdes 3.45 e 3.46, obtém-se:

D Di(F
S8 As =L (C11=Con)+ 2158 As L (= Ca1 V)
2

Sbkb As (C12)2621 = (347&)

D D F
S8 ASs=2 (C1p=Ca2)+ 2,58 As—2 (35 C22 V)
3

Sbkb As (612)2C21 = (347b)

Igualando as equacdes anteriores (equagdes 3.47a e 3.47b):

D2 [ch ~ e (1-2)] = -0, E [~ € (1-2)]  (348)

Através dessa igualdade defini-se:

Aj=1-7" (349) e A,==20 (350)

C12—C224A1
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De onde se conclui que, conhecidos os coeficientes de difuséo, D,
e Dy, e escolhendo arbitrariamente o valor de S, o repouso é satisfeito
se:
3D,

S{l = _ED_ZAZSS (351)

A partir do balango de massa no estado estacionario para o ion K,
obtém-se a seguinte relacdo que também satisfaz o repouso:

Sbkb =22 4,58 (3.52)

2T

sendo A; = % (3.53).

3.8 — Célculo das constantes de difusdo

Neste trabalho ndo séo conhecidos 0s valores de Dy e Dy,. Pode-
se estimar Dy e Dy, pela equacdo de Wilke-Chang (Kirwan, 1987):

D,. = 7,4.10"8(pMp)1/2T
AB — I‘BVX'G

(3.54)
Onde MB é a massa molecular do solvente (g.mol-1), T é a
temperatura (K), VA é o volume molar do ion (cm3.mol-1), ¢ é o fator de
associacdo do solvente e g é a viscosidade do solvente nas condigdes
de temperatura e pressdo do sistema (cP).
A Tabela 3.4 descreve os parametros usados para os calculos das
constantes de difuséo.

Tabela 3.4 — Parametros para o calculo das constantes de difusao
pela Equagéo 3.54

Sodio Potéssio
™ 1cP 1cP
¢ 2,26 2,26
MB 18g/mol 18g/mol
T 310K 310K
VA 23,7cm’/mol 45,3 cm*/mol




3.9 — Sintese do modelo matematico

75

O modelo matematico completo é apresentado no Quadro 3.1,

mostrado abaixo:

Fq; = —(3—20) (S*+5) As % (€ - Cy))
Fej =—(3—20) 7 (S +5/) As % (= i V)
Fby; = [(3 = 20)(3 — 2))1(1 + j) Sbkb As (C12)*Cyq
V=yF %7 (Cj—Cy;)
S¥a = Sv_Na(1 — e Fvatina)
S¥. = Sv_Na(e Fenatana)
SE = Sv_K(1 — e Pixtix)

Sy = Sv_K (e Pax tax)

dci; . D;
vol —2=—(3-20) (S} +57) As = (C1; — Cy))
, Dj rF
~(3-20) 7z (5 +5") As L (= Ciy V)
3D
S = =35 A58
Sbkb = 22 A3S{!

(3.10)

(3.18)
(3.26)
(3.35)
(3.36)
(3.38)
(3.40)

(3.42)

(3.44)

(3.51)

(3.52)

Quadro 3.1 - Sintese do modelo matematico.

3.10 — Fluxograma do programa computacional

O modelo possui apenas equagfes diferenciais ordinérias em
vista do potencial variar apenas no tempo, sendo utilizado o método de
Euler para a solugdo numérica. O fluxograma simplificado esta
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representado na Figura 3.4. O compilador utilizado no programa
computacional foi Visual Fortran 6.6.

Leitura de
dados gerais

\
Leitura de
parimetros
v

Cilculo do potencial
de membrana

%
Cad

A 4
Calculo da dindmica de
abertura e fechamento dos
canais 5v(j)

] N\
a
5 Caleulo do Fluxo
‘; Quimico
o
£ N
g' Célculo do Fluxo
o Elétrico
\ 4

Cilculo do Fluxo da
Bomba Na* /K*

A 4
Calculo das
Concentragdes

\

Impressio I

Figura 3.4 — Fluxograma simplificado do programa computacional.




4, Resultados e Discussoes

Neste capitulo, apresenta-se os dados iniciais utilizados para
solucdo do modelo matematico proposto, os perfis de concentracdo
obtidos e a comparagdo dos resultados obtidos com os dados da
literatura.

4.1 — Dados iniciais

Para encontrar-se as condi¢des normais na membrana pré-
sindptica selecionaram-se um conjunto de dados iniciais arbitrarios
apoiados na literatura.

A Tabela 4.1 apresenta os valores de concentracdo de todos os
fons no repouso necessarios para a solugédo do modelo matemético.

Tabela 4.1 - Valores das concentragfes ibnicas no
repouso necessario para a solugdo do modelo matemaético: (a)
Kandel et al, 2003. (b) Strehler et al, 1996. (c) Teixeira et al, 2001.

Concentracdes em mol/m®
Intracelular Extracelular Referéncia
K 140,0 4,0 ()
Na" 18,0 142,0 (©)
cr 16,0 103,0 ()
Ca” 0,001 3,0 (b)
Anions 140,0 zero (a)

O modelo possui um conjunto de parametros que precisam ser
definidos a priori. Séo eles, os coeficientes de difusdo, D; , a espessura
da membrana, T, a area da membrana sinaptica, As, as fracGes da
superficie da membrana com canais passivos ou sensiveis a tensao,
respectivamente S, S; , a constante cinética da bomba Na+/K+, Shkb, e
0s parametros das equacOes de abertura e fechamento dos canais
sensiveis a tensdo dos {ons sddio e potassio, Pina, Bana, Pix, Bok. O sédio
e 0 potassio sdo os dois ions principais no tocante a dindmica do
potencial pré-sinptico. As difusdes foram calculadas pela Equagéo
3.30, a espessura € a area da membrana podem ser obtidas da literatura,
Tabela 4.2, de modo que restam nove pardmetros a serem determinados.
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Membrana
Neurdnio Jl Fenda
Pre-sinaptico Sinaptica
{in) {out)

°o.|l0
< o)

Figura 4.1 — Esquema das concentrag¢8es idnicas na situacdo de repouso. Os
circulos vermelhos representam as maiores concentragdes.

Tabela 4.2 - Valores dos parametros necessarios para solucdo do
modelo matematico: (d) Karp, 2005. (e) Luscher et al, 1990

Valor Unidade Referéncia
D, | 1,48x10™ m°/ms Calculado pela Equacao 3.54
Dna | 2,19x107° m’/ms Calculado pela Equacéo 3.54
As | 1,0x10% m° Calculado a partir da referéncia (e)
T 1,0x10° m (d)
3 1,0x10” m

A auséncia na literatura de alguns dados necessarios a
modelagem imp6s a otimizagdo dos mesmaos. Inicialmente, foi imposto
um valor arbitrério para a fracdo de canais passivos de potassio (S;7), 0
que possibilitou o calculo do valor de canais passivos de s6dio (Sy,') € a
constante da bomba de sodio e potassio para que estes trés dados em
conjunto pudessem manter o potencial de repouso da membrana pré-
sinaptica.

Através do balanco de massa no estado de repouso da membrana
pré-sindptica demonstrado na Equagdo 3.44 obteve-se uma relagdo
entre o valor da fragdo de canais passivos de potassio, S, ou Sa(1), e 0
valor da fragdo de canais passivos de sodio, Sy,” ou Sa(2). Esta relagdo
garante que para qualquer valor dado para o S tera um valor
correspondente de Sy, que satisfaca as condicGes de estado de repouso
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da membrana pré-sindptica. A equagdo que representa esta relacdo é a
Equacédo 3.51.

S8 = —;g—:AzSza (3.51)

Da mesma maneira, através do balanco de massa no estado de
repouso da membrana pré-sinaptica para o ion potassio descrita pela
Equacdo 3.44, obteve-se outra relacdo, mas agora entre o valor da
fracio de canais passivos de potassio, S,* ou Sa(1), com o valor da
constante da bomba Na'/K", Sbkb, sendo representada pela Equagio
3.52. Esta relacdo também garante a manutencdo do estado de repouso
da membrana pré-sinaptica.

Sbkb = 22 A58 (3.52)

O modelo proposto possibilitou que o programa computacional
executasse a abertura e fechamento dos canais idnicos, bem como o
fluxo de fons por esses canais e pela bomba Na'/K'. Apenas
relembrando que os canais de calcio ndo sdo usados efetivamente, pois
estudos recentes supdem que as concentragOes intracelulares de calcio
ndo estdo envolvidas na geracdo de sinais pré-sinapticos (Tareilus et al.,
1995); do mesmo modo ndo foram usados efetivamente o0s
transportadores e co-transportadores de cloro, pois este transporte néo
gera diretamente corrente elétrica que possa mudar o potencial trans-
membranico (Alvarez-Leefmans, 2001), uma vez que o objetivo deste
trabalho é a geracéo do potencial pré-sinptico.

Foi estipulado que os canais sensiveis a tensdo de sddio
comecariam seu processo de abertura a partir de um estimulo dado no
tempo de 1.0ms, e seu consequente fechamento total quando o potencial
de membrana fosse igual ao potencial de membrana maximo, dado
retirado da literatura (Naundorf et al, 2006). Do mesmo modo, foi
estipulado que os canais sensiveis a tensdo de potassio comegariam seu
processo de abertura logo apds o fechamento total dos canais sensiveis a
tensdo de sodio (Sv(2)). Ja o fechamento total dos canais sensiveis a
tensdo de potassio (Sv(1)) se daria quando o potencial de membrana
fosse igual ao potencial de repouso.

Inicialmente o potencial de membrana se mantém no repouso,
apenas se alterando com a chegada do estimulo. Ap6s 0 mesmo, comeca
0 processo de abertura dos canais Sv(2) possibilitando um aumento do
influxo de s6dio, este ocasiona uma fase ascendente muito rapida se
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comparada com a fase descendente. O tempo de duragdo da fase
ascendente é de aproximadamente 0,4ms. Apds a fase ascendente
comega a fase descendente que se inicia com o fechamento dos canais
Sv(2) e abertura dos canais Sv(1). A abertura dos canais Sv(1) permite o
aumento do efluxo de potéssio. O tempo de duracdo da fase descendente
é de aproximadamente 1,0ms. A explicacdo para que o tempo da fase
descendente seja mais que o dobro do tempo da fase ascendente é a
existéncia de uma grande concentracdo de ions sdédio na parte
intracelular, diminuindo a velocidade de retorno ao potencial de
repouso. Depois do fechamento dos canais Sv(1), o potencial de
membrana passa por uma fase de hiperpolarizacdo, quando a bomba
Na'/K" trabalha, ndo s6 para manter o potencial de repouso, mas para
fazer com que o potencial de membrana volta a ele.

20.0

10.0

0.0

Modelo Proposto

-10.0

-20.0

-30.0

-40.0 —

Potencial de membrana [mV]

-50.0

-60.0 ———
OO 0.5

[ | J I
1.0 " 202°3.0°%40%* 50
Tempo [ms]
Figura 4.2 — Representacdo grafica do potencial pré-sinaptico calculado através
do modelo proposto.

Através do calculo dos fluxos quimicos e elétricos e do fluxo da
bomba Na'/K", foi possivel observar a variagdo de concentragio dos
fons sédio e potéssio ao longo do periodo de duragdo do potencial pré-
sinaptico.



81

Como era de se esperar antes da chegada do estimulo, no periodo
de repouso, tanto as concentracdes intra e extracelulares dos ions sodio e
potéssio se mantém inalteradas. Este fato pode ser observado na Figura
4.3 enquanto o tempo é menor que 1,0ms. Apos o estimulo a variagdo de
concentracdo dos ions sodio é grande e rapida até o tempo de
aproximadamente 1,4ms quando o0s canais Sv(2) se fecham e termina a
fase ascendente. Nesta mesma fase a variagdo de concentracdo dos ions
potassio permanece praticamente inalterada, apenas tendo uma leve
mudanca a partir da abertura dos canais Sv(1) (fase descendente). Esta
observacdo da pouca variacdo de concentracdo dos ions potassio s
confirmam o funcionamento correto do modelo proposto como pode ser
confirmado pela referéncia Malta et al, 2004: “O namero total de ions
K" necesséario para estabelecer o potencial é muito pequeno quando
comparado ao numero de ions encontrado nos meios intra e extracelular,
ou seja, o potencial de membrana € estabelecido sem provocar
mudancas significativas no gradiente de concentragdo do ion K. J4 as
concentracdes intra e extracelulares dos ions sodio voltam lentamente as
concentracBes de repouso. A partir de aproximadamente 2,4ms ha o
fechamento dos canais Sv(1) e as concentragdes intra e extracelulares
dos ions potassio retornam as concentragdes de repouso.

160.0
= S —@— Na-intracelular
E —=f=— Na - extracelular
E. 80.0 —@— K -intracelular
g%; ] —=f=— K - extracelular
40.0
1
0.0 oot T
00 10 20 30 40 5.0
Tempo [ms]

Figura 4.3 — Representac¢do grafica da variacdo de concentracdo dos ions sédio
e potassio durante o potencial pré-sinaptico.
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4.2 - Validacéo

Em vista da impossibilidade de realizar experimentos préprios, o
modelo serd validado com dados experimentais coletados da literatura.
A referéncia usada para comparacao de resultados é a curva de potencial
in vivo de um neurdnio neocortical do cértex visual de gato apresentado
em Naundorf et al, 2006 (Figura 4.4). Embora os dados experimentais
sobre 0s neur6nios ndo sejam obtidos em humanos podemos recorrer a
eles, pois a organizacdo estrutural é similar em todos os mamiferos
(Grossberg, 2000).

No caso da referéncia utilizada para a validacdo, os neurdnios
neocorticais do cortex visual de gatos possui 0 valor do potencial de
repouso aproximadamente de -54mV e seu valor de potencial de
membrana maximo de aproximadamente 18mV.

= a ;
8 In vivo
T 0
I=
Q
o
(o}
@ 30
o
L
£ N\
=
—-60

1 2 3 4
Time (ms)

Figura 4.4 - Curva de potencial in vivo de um neurdnio neocortical do cortex
visual de gato. Figura retirada de Naundorf et al, 2006.

Ap0s a otimizacdo do modelo, pode-se obter os resultados para os
parametros livres, sendo estes encontrados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 - Valores dos parametros livres obtidos

através da otimizacdo do modelo matematico.

Simbolo Valor Unidade

S 0,0025 Imposto
Sna 0,000787 Calculado

S, Na 0,047 Otimizado

Sy K 0,013 Otimizado

Sbkb 3,29x107 | m*ms.Mol Calculado
Bina 20 Otimizado
Bana 10 Otimizado
Bk 15 Otimizado
Bak 35 Otimizado

A Figura 4.5 tras a comparacao entre 0 modelo proposto para o

potencial pré-sinaptico e a curva de dados experi
referéncia Naundorf et al, 2006.

20.0

mentais retirada da

10.0

0.0

Potencial de membrana [mV]

60.0 | —— =

Dados Experimentais

Modelo Proposto

1828862408
Tempo [ms]

‘ |
45 50

Figura 4.5 — Comparacéo do modelo proposto com a curva experimental da

referéncia Naundorf et al, 2006.

A comparacéo entre as curvas do modelo proposto e dos dados

experimentais foi pertinente a validacdo. O modelo

validado sera usado

para andlise de fluxos durante o potencial pré-sinaptico em neurdnios
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corticais e posterior comparagdo com um modelo do tipo Hodgkin-
Huxley para estes mesmos neur6nios.

A Figura 4.6 tras os fluxos ibnicos através dos canais sensiveis a
tensdo. Pode-se observar que o fluxo nos canais Sv(2) permanecem
nulos antes do estimulo, uma vez que estdo completamente fechados.
Ao comecar o processo de abertura desses canais, 0 influxo de ions
sodio aumenta bruscamente durante um periodo de aproximadamente
0,05ms. A partir deste ponto, este influxo volta a diminuir e retorna a
zero no fechamento total dos canais Sv(2). Igualmente como ocorre com
o fluxo de sddio, o fluxo de potassio permanece nulo enquanto os canais
Sv(1) permanecem fechados. ApoGs sua abertura, hd& um aumento no
efluxo de potassio durante o periodo de aproximadamente 0,1ms, sendo
que depois desse tempo o efluxo comega a diminuir, retornando ao valor
nulo com o fechamento total dos canais Sv(1) e consequente retorno ao
potencial de repouso.
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B Sédio intracelular
5 1.0E+11 .
= Potassio extracelular
o
‘% 8.0E+10 -
=
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e 6.0E+10 -
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2 4.0E+10-
1)
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e 2.0E+10 1
=)
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: : ‘
0.0%10"202°30%40*50

Tempo [ms]
Figura 4.6 — Fluxo idnico através dos canais sensiveis a tenséo. Os canais Sv(1)
foram analisados pela fase extracelular e os canais Sv(2) pela fase intracelular.

Na Figura 4.7 apresenta-se as curvas de fluxo ibnico através dos
canais passivos. Estas curvas nos informam que com a chegada do
estimulo ha uma diminuicdo do influxo de sédio através dos canais
Sa(2), voltando a aumentar até chegar ao fluxo no repouso com o
fechamento total dos canais Sv(2). Ja no caso do fluxo através dos
canais Sa(1), a chegada do estimulo provoca um aumento no efluxo
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desse ion, voltando a diminuir com o fechamento total dos canais Sv(2)
e comego do processo de abertura dos canais Sv(1). Ap6s o fechamento
dos canais Sv(1) o efluxo de potassio volta a aumentar, retornando ao
fluxo de repouso.

5.0E+9
)
£ 40E+9-
c
R
o 3.0E+9 -
>
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172]
©
o 2.0E+9
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U_:_ Potéassio extracelular
1.0E+9 |
0.0E+0 —T — —
0.0°°°1.0 " 20%° 30°%40* 50

Tempo [ms]

Figura 4.7 — Fluxo ibnico através dos canais passivos. Os canais Sa(1) foram
analisados pela fase extracelular e os canais Sa(2) pela fase intracelular.

Ja o fluxo causado unicamente pela diferenca de potencial (fluxo
elétrico) esta representado na Figura 4.8. Antes da chegada do estimulo
o fluxo elétrico dos ions sédio e potassio ndo mudam. Na chegada do
mesmo, existe um grande aumento no influxo elétrico do s6dio, mas este
aumento dura apenas 0,04ms, este acontecimento esta relacionado ao
rapido aumento do influxo de sodio através dos canais Sv(2) como pode
ser observado na Figura 4.6 . Logo apds este tempo o influxo comeca a
diminuir até a mudanca da polarizacdo do potencial de membrana
(quando o potencial de membrana passa de negativo para positivo no
tempo de aproximadamente de 1,18ms). Esta mudanca de polarizacdo
forca a inversdo do fluxo elétrico de sddio, passando os ions sédio a
sairem da célula. O efluxo de sddio comega a diminuir com o inicio do
processo de fechamento dos canais Sv(2), até a mudanca novamente da
polaridade do potencial de membrana (aproximadamente 1,6ms),
quando ocorre uma nova inversdo do fluxo elétrico de sédio. A partir
deste ponto o influxo de s6dio é lento, mas crescente até alcancar o
fluxo elétrico no repouso. Observando a curva para o fluxo elétrico do
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potassio podemos ver que com a chegada do estimulo existe uma
diminuicdo do influxo de potéssio até a mudanca de polarizacdo do
potencial de membrana quando também ha a inversdo do fluxo desse
fon. O efluxo de potassio aumenta bruscamente com a abertura dos
canais Sv(1) (aproximadamente 1,4ms) e voltam a diminuir com o inicio
do seu processo de fechamento do canal. Com a mudanga novamente da
polarizacdo da membrana existe um aumento lento do influxo de
potassio para o retorno ao fluxo elétrico de repouso.

Observou-se na Figura 4.9 que antes das aberturas dos canais
sensiveis a tensdo de cada ions, seus respectivos fluxos quimicos se
mantém constantes. Com a chegada do estimulo os canais Sv(2) se
abrem forcando um grande aumento no influxo desse ion, que dura
apenas aproximadamente 0,1ms. Apos esse pico, o influxo de sddio
diminui bruscamente até o fechamento total dos canais Sv(2),
retornando lentamente ao fluxo quimico de sodio no repouso. Ja o
efluxo de potéssio aumenta com a abertura dos canais Sv(1), voltando a
diminuir ap6s 0,3ms da abertura desses canais. Com o fechamento total
dos canais Sv(1), o fluxo de potéassio volta ao fluxo no repouso.

8.0E+10
#OEH10 Sadio intracelular
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L 0.0E+0
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-2.0E+10 — — T
00° 102025303540 50
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Figura 4.8 — Fluxo elétrico. O fluxo de ions sddios foi analisado pela fase
intracelular e o fluxo de ions potassio pela fase extracelular.
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Figura 4.9 — Fluxo quimico. O fluxo de ions sddios foi analisado pela fase
intracelular e o fluxo de ions potassio pela fase extracelular.

O fluxo i6nico no modelo de Hodgkin e Huxley é comandado
pela condutancia dos ions. Com isso pode-se comparar qualitativamente
as curvas de condutdncia e as curvas de fluxo dos canais voltagem
dependentes, uma vez que no modelo de Hodgkin e Huxley representa
principalmente a dindmica dos canais sensiveis a tensdo. Esta
comparacdo pode ser observada nas Figuras 4.10 e 4.11. Igualmente
como ocorre na curva de condutancia para o ion sddio, o fluxo desse ion
pelos canais sensiveis a tensdo possui um aumento abrupto e posterior
diminuicdo um pouco mais lenta (Figura 4.10). J4 a comparacdo da
condutancia para os ions potassio com o seu fluxo pelos canais sensiveis
a tensdo (Figura 4.11), pode-se observar que tanto a condutancia quanto
o0 fluxo sdo muito menores para 0 potassio que para o sodio, e o periodo
de tempo entre o0 aumento da condutancia e do fluxo e sua consequente
diminuicdo séo maiores para 0 potassio que para o sédio. Onde podemos
concluir que tanto a condutancia quanto o fluxo de potassio mostram
gue este ion possui uma abertura e fechamento de canais sensiveis a
tensdo mais lentos se comparados aos canais sensiveis a tensdo de sédio.
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Figura 4.10 — Comparagdo qualitativa da curva de condutancia de Na+ descrita
por Hodgkin Huxley retirada da referéncia Purves, 2004, com a curva de fluxo
pelos canais Sv(2).
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Figura 4.11 — Comparagdo qualitativa da curva de conduténcia de K+ descrita
por Hodgkin Huxley retirada da referéncia Purves, 2004, com a curva de fluxo
pelos canais Sv(1).
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Como foi dito anteriormente, 0 modelo proposto por este trabalho
é comparado com um modelo do tipo Hodgkin-Huxley desenvolvido por
Destexhe, 1999. Esta comparacdo estd representada na Figura 4.12.
Duas caracteristicas principais tornam os potenciais de agao registrados
in vivo em neurdnios corticais distintamente diferentes dos potenciais de
acdo simulados usando os modelos do tipo Hodgkin-Huxley. A primeira
caracteristica é que a fase inicial do potencial pré-sinaptico real é de
aproximadamente dez vezes mais rapido e a segunda, o retorno ao
potencial de repouso também é muito mais rapido em comparagdo com
modelos baseados na condutancia.

40.0
% 20.0 -
‘g‘ Modelo tipo Hodgkin-Huxley
c
© 00—+ Dados Experimentais
a
g Modelo Proposto
= -20.0 -
)
°
© -40.0
3]
c
)
o -60.0 -
o

-80.0 — T I

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Tempo [ms]

Figura 4.12 — Comparacéo entre: 0 modelo proposto, modelo desenvolvido por
Destexhe, 1999 e a curva de dados experimentais.

De fato, o rapido inicio do potencial de pré-sinaptico sugere que
0S muitos canais de sédio abrem quase simultaneamente e o rapido
retorno ao potencial de repouso indica o fechamento igualmente
simultaneo. Fatos que foram considerados no modelo proposto, como
podem ser visto na Figura 4.13.

A consideracdo da rapida abertura dos canais sensiveis a tenséo
de sodio para este tipo de neurbnio e o rapido fechamento dos canais
sensiveis a tensdo de potassio faz com que o modelo proposto seja muito
mais realista que 0s modelos baseados na condutancia.

A Tabela 4.4 apresenta resumidamente as variaveis e 0s
pardmetros utilizados para alimentar o programa computacional.
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Tabela 4.4 — Apresentacdo das variaveis e dos parametros
utilizados para alimentar o programa computacional.

Densidade de canais Sv

Simbolo Valor Unidade
Cu 140,0 Mol/m®
C21 4,0 MOI/mS
Cp 18,0 Mol/m®
[ 142,0 Mol/m’
[ 16,0 Mol/m®
Cos 103,0 Mol/m®
Cu 0,001 Mol/m®
Coa 3,0 Mol/m®
Cis 140,0 Mol/m®
Cys zero Mol/m®
D(1) 1,48x10™ m°/ms
D(2) 2,19x10" m°/ms
As 1,0x10™° m’
T 1,0x10° m
5 1,0x10” m
Sa(1) 0,0025 -
Sa(2) 0,000787 -
S, Na 0,047 -
S, K 0,013 -
0.05 -
0.04 | f
1 Sv(2)
0.03 - Sv(1)
0.02
0.01
0.00 w E— T | \
0.00 1.00 200 300 400 5.00

Tempo [ms]

Figura 4.13 — Variagdo do valor da fragéo de densidade de canais voltagem-
dependente dos ions Na+ (Sv(2)) e K+ (Sv(1)) durante o potencial pré-

sinaptico.



5. Conclusao

As vantagens de se desenvolver um modelo matematico
fenomenoldgico de um sistema é que ele permite uma melhor
compreensado da sua dindmica. Deste modo podem ser excluidos fatores
menos importantes e se chegar ao nucleo do problema, ou seja, fazer
hipoteses simplificadoras razodveis sem perder a esséncia do problema.

Através do balanco de massa na regido da membrana pré-
sinaptica obteve-se 0 modelo idealizado por este trabalho. Sendo que
este € uma somatoéria dos fluxos puramente difusivos, dos fluxos
elétricos e do fluxo através da bomba Na'/K", ndo esquecendo que 0s
dois primeiros fluxos passam pelos canais passivos e sensiveis a tenséo.

Um dos resultados foi a obtencdo de duas relagGes importantes,
primeiro uma relagdo entre 0s canais passivos de potassio e 0s canais
passivos de sodio e segundo uma relacdo entre os canais passivos de
potéssio e a constante da bomba Na'/K". Estas duas relagdes garantem
gue para qualquer valor imposto de densidade de canais passivos de
potassio sempre havera um valor de densidade de canais passivos de
s6dio e um valor da constante da bomba Na'/K" que permitem a
manutencao do potencial de repouso.

O modelo matematico foi validado por meio da comparacdo dos
resultados obtidos com dados experimentais. O modelo apresentado
neste trabalho comportou-se de modo semelhante ao seu equivalente
bioldgico. A validacdo do modelo proposto permite uma analise dos
fluxos pelos canais passivos e sensiveis a tensdo, bem como dos fluxos
guimicos e elétricos individualmente. Esta analise explicitou a variacdo
ibnica através da membrana trazendo um melhor entendimento sobre os
mecanismos difusivo e eletrodifusivo dos ions sédio e potassio. Esse
entendimento auxilia no conhecimento mais apurado dos reais
fendbmenos que ocorrem durante o potencial pré-sinaptico em
comparacao aos modelos baseados na condutancia.

Os trabalhos de Hodgkin e Huxley discutiram os mecanismos
ibnicos responsaveis pela geragdo de um potencial de acdo utilizando
um circuito elétrico equivalente, o qual desconsiderava os fluxos
difusivos e eletrodifusivos, sendo por esta razdo incapaz de descrever
corretamente os fendmeos envolvidos. Para visualizar melhor as
diferencas entre 0 modelo de Hodgkin e Huxley com o modelo proposto
neste trabalho, os resultados obtidos por ambos foram comparados. Foi
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possivel observar que o modelo baseado na condutancia possui um
potencial inicial muito mais lento que o potencial real, pois ndo leva em
consideracdo a abertura quase simultanea dos canais sensiveis a tensdo
de sodio, fato que é considerado no modelo proposto, tornando este
muito mais realista.

Como os resultados do modelo mostraram-se biologicamente
plausiveis, ele pode ser integrado a modelos de redes neuronais e ser
utilizado na modelagem da transmissdo sinaptica. Os principais avancos
apresentados neste trabalho sfo a introducdo da eletrodifusdo através
dos canais idnicos e a a¢do da bomba sddio-potassio.

Para finalizar gostaria de sugerir alguns estudos para aprimorar
este trabalho e futuros trabalhos na area, que seria um estudo mais
apurado da dindmica de abertura e fechamento dos canais voltagem-
dependente, da cinética da bomba Na'/K", dos valores de densidade de
canais (Sa(j) e Sv(j)) e da espessura do meio intra e extracelular (5).
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