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RESUMO

Embora identificados h& 150 anos, o0s astrécitos ainda suscitam discussdes
na comunidade cientifica a respeito das funges que desempenham no
processamento da informacdo cerebral. Estudos do inicio da década de 90
apontaram que essas células poderiam ndo s6 atuar como suporte
estrutural e homeostatico aos neurdnios, mas também modular a
transmissao sindptica. A principal evidéncia que suportou essa hipotese
foi a constatacdo de que o aumento da concentracgdo intracelular de célcio
nos astrécitos, fendmeno denominado “sinalizacdo de célcio”,
desencadeia a liberagdo de transmissores quimicos no meio extracelular,
podendo alterar a dindmica das sinapses. Observou-se também que essa
sinalizacdo ndo se restringe a uma célula, mas que ela avanga ao longo da
rede de astrdcitos dando origem as “ondas de calcio”. Deste modo,
constatou-se que essa sinalizacdo € uma peca chave no debate a respeito
das fungdes dos astrdcitos. A discrepancia observada nos resultados
experimentais disponibilizados na literatura impossibilita uma conclusao
absoluta sobre o0 assunto. Nessa perspectiva surge a proposta de se abordar
0 tema por meio da modelagem matematica. Alguns modelos que visam
descrever a sinalizagdo de calcio nos astrocitos ja foram propostos na
literatura, todavia, eles sdo de cunho empirico e ndo levam em conta a
complexa geometria dessas células. Diante desse cenario propde-se 0
presente trabalho, que visa elaborar um modelo matematico
fenomenoldgico, biologicamente coerente, para ondas de célcio em
astrocitos. Posteriormente, esse modelo pode ser aperfeicoado para a
predicdo da liberagdo dos transmissores quimicos no meio extracelular e,
deste modo, contribuir para a discussdao sobre a possivel modulacdo
sindptica realizada pelos astrocitos. Apds a definicdo dos fendmenos a
serem considerados e da geometria celular a ser adotada, formulou-se o
modelo matematico, que foi resolvido numericamente utilizando-se o
método das diferengas finitas. Desenvolveu-se um aplicativo
computacional que permite simular diversas geometrias de células e de
redes de astrdcitos. O modelo apresentou um comportamento coerente,
semelhante a um resultado experimental disponibilizado na literatura para
astrocitos em cultura. O periodo de oscilagdo, 16,5s, e a maxima
concentragdo de calcio na célula, 0,7 uM , foram coerentes com 0s
resultados experimentais. Foi possivel também estudar a dindmica da
sinalizacdo em redes de astrdcitos, demonstrando que o modelo e o
aplicativo propostos sdo adequados para descrever o fendmeno em
estudo.

Palavras-chave: Astrdcitos. Ondas de célcio. Modelagem matematica.






ABSTRACT

Astrocytes have been identified 150 years ago, but they still raise
discussions in the scientific community about the role they play in brain
information processing. Early 90’s studies showed that these cells could
not only act as structural and homeostatic support to the neurons, but they
also modulate synaptic transmission. The main evidence that supported
this hypothesis was the finding that the increase in intracellular calcium
concentration in astrocytes, a phenomenon called "calcium signaling",
triggers the release of chemical transmitters in the extracellular fluid, may
change the synapses dynamics. It was also observed that this signaling is
not limited to one cell but it spreads along the astrocytes network like
"calcium waves". Thus, it was found that this signaling is a key in the
debate about the astrocytes functions. A discrepancy observed in the
experimental results available in the literature precludes an absolute
conclusion about it. From this perspective comes the proposal to approach
the issue through mathematical modeling. Some models that aim to
describe the calcium signaling in astrocytes have been proposed in the
literature, however, they are empirical and they do not take into account
the complex geometry of these cells. Facing this scenario this work is
proposes to develop a phenomenological model, biologically consistent,
to calcium waves in astrocytes. This model might later predict the release
of chemical transmitters in the extracellular fluid and to contribute to the
discussion on the possible synaptic modulation performed by astrocytes.
After defining the phenomena to be considered and cell geometry to be
adopted, the mathematical model was formulated and solved numerically
using the finites differences method. A computer application was
developed to simulate different cells geometries and astrocytes networks.
The model showed a consistent behavior, similar to an experimental result
in the available literature for astrocytes in culture. The period of
oscillation, 16.5 s, and the maximum cell calcium concentration, 0.7 uM,
were consistent with the experimental results. It was also possible to study
the dynamics of signaling in astrocytes networks, showing that the model
and the proposed application are suitable to describe the phenomenon
under study.

Keywords: Astrocytes. Calcium waves. Mathematical Modelling.
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1 INTRODUCAO

Durante muitos anos acreditou-se que a Unica funcdo
desempenhada pelos astrdcitos no sistema nervoso era sustentar
estruturalmente os neurdnios. Consequentemente, supunha-se que sua
atuacdo no processamento da informacéo cerebral era passiva. Todavia,
essa visdo sofreu consideraveis questionamentos quando pesquisas
desenvolvidas no inicio da década de 80 consolidaram a ideia de que os
astrdcitos interagem com os neur6nios durante a transmissdo sinaptica,
captando e liberando transmissores quimicos no meio extracelular em
funcdo de sua dindmica idnica (SANTELLO; VOLTERRA, 2009 e
VOLTERRA; MELDOLESI, 2005).

Além disso, verificou-se que os astrcitos sdo capazes de se
comunicar entre si por meio de ondas de célcio geradas espontaneamente
ou a partir de estimulos quimicos neuronais, sendo que em ambas as
situacGes sdo capazes de interferir quimicamente em neurénios vizinhos.
Posteriormente, pesquisas mostraram que essas ondas podem influenciar
ou serem influenciadas por distdrbios neurolégicos tais como epilepsia e
doencas tais como o Mal de Alzheimer (PARRI; GOULD; CRUNELLI,
2001 e VERKHRATSKY, 2006).

As ondas de célcio sdo resultado da combinacdo de diversos
fendmenos envolvendo transporte i6nico e desencadeiam a liberacdo de
diferentes transmissores quimicos no meio extracelular. A complexidade
desses processos suscita dividas quanto a real fungdo dos astrdcitos no
processamento da informacao cerebral: seriam essas células responsaveis
apenas pela sustentacdo e manutencdo homeostatica dos neurdnios ou
também modulariam a transmissdo sinaptica? (PEREA; SUR; ARAQUE,
2014)

Ainda ndo ha consenso na comunidade cientifica a respeito da
resposta a pergunta acima proposta (NAVARRETE et al., 2012 e
VERKHRATSKY; NEDERGAARD; HERTZ, 2015). Nessa perspectiva,
0os modelos matematicos apresentam-se como uma ferramenta
promissora, uma vez que possuem a caracteristica de validar ou refutar
hipoteses inicialmente adotadas, possibilitando maior compreensdo dos
fendmenos envolvidos em determinado processo e de quais seriam suas
implicacoes.

Deste modo, a elaboracdo de um modelo matematico que
descreva a sinalizagdo de célcio nos astrocitos pode contribuir para a
compreensdo das interagdes entre essas células e os neurdnios, assim
como possibilitar, a partir da variagdo dos parametros do modelo, maior
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entendimento com relacdo as consequéncias de possiveis falhas nessa
comunicacao (AMIRI; BAHRAMI; JANAHMADI, 2011).

Para a realizacdo da modelagem matematica dos processos que
ocorrem nos astrdcitos, o engenheiro quimico pode contribuir
significativamente em fungdo do seu aporte ferramental matematico e
fenomenoldgico. Todavia, somente os conceitos basicos de engenharia
sdo incapazes de atender a problemas de interface como este. A
incorporacdo de novos conhecimentos, neste caso, dos processos
bioldgicos, torna-se imprescindivel para o desenvolvimento de um
modelo adequado e plausivel biologicamente.

Nesse contexto se encaixa o presente trabalho, que visa propor
um modelo matematico para as ondas de cdalcio em astrocitos,
descrevendo os fenémenos biol6gicos que a permeiam.

1.1 OBJETIVOS

Diante do cenario cientifico em que se enquadram as ondas de
calcio nos astrdcitos, os objetivos gerais e especificos deste trabalho
foram delineados. Esse projeto se enquadra em uma pesquisa mais ampla,
que visa simular uma rede neuronal, & qual, futuramente, serdo
incorporados os astrocitos. Deste modo, podera se discutir com mais
propriedade sua influéncia no processamento da informacéo cerebral.

1.1.1 Objetivo Geral

Elaborar um  modelo  matematico  fenomenolégico,
biologicamente coerente, que descreva ondas de calcio induzidas por
estimulos glutamatérgicos em astrocitos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Elencar os fendmenos envolvidos nas ondas de calcio em
astracitos;

b) Desenvolver um modelo matemético baseado nesses fenémenos;

c) Desenvolver um aplicativo computacional para resolver
numericamente 0 modelo matematico proposto;

d) Validar o modelo matematico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Muitos assuntos propostos ha séculos foram extensivamente
estudados apenas recentemente, apds a criacdo e o aperfeicoamento de
diversas técnicas experimentais. Os astrocitos se enquadram nesse
cenario cientifico uma vez que, embora tenham sido identificados no
século XIX, somente nas Ultimas décadas foram desvendados muitos
fendmenos nos quais estdo envolvidos.

A analise da evolucdo histérica transcorrida pelas concepcdes
sobre 0s astrdcitos permite a constatagdo da existéncia de questdes ndo
resolvidas sobre essas células, além da percepg¢do sobre a necessidade de
se propor alternativas que contribuam para o debate dessas questdes na
comunidade cientifica. Sendo assim, apresentar-se-4, inicialmente, um
panorama geral da construcdo histérica do conhecimento cientifico que
se tem sobre o0s astrdcitos para que, posteriormente, sejam discutidas as
lacunas existentes.

2.1 BREVE HISTORICO SOBRE OS ASTROCITOS

Rudolph Virchow, ao estudar os processos inflamatdrios das
cavidades ventriculares cerebrais, sugeriu a existéncia de um tecido capaz
de conectar e suportar as células nervosas. Em 1856, publicou a conclusao
de seus estudos confirmando a presenga de um tecido de conexdo que
adentrava a massa cerebral, preenchendo os intersticios das células
nervosas e separando-as dos vasos sanguineos. A esse tecido atribuiu o
nome “nevernkitt”, traduzido como *“neuroglia”. Estudos posteriores
demonstraram que, o que Virchow denominava neuroglia, correspondia &
substancia intersticial como um todo, e ndo as células que a compunha
(KETTENMANN; RANSOM, 2004 e SOMJEN, 1988).

Otto Deiters foi quem, em 1865, identificou as células gliais
propriamente ditas, mais especificamente, aquelas que atualmente se
conhece como astrocitos. Deiters as caracterizou morfologicamente,
afirmando que eram formadas por um nicleo bem definido, ao qual se
acoplavam inimeras ramificac6es. Por algum tempo essas células ficaram
conhecidas como “célula de Deiters” até que, em 1893, Michael von
Lenhossek as intitulou astrécitos, em referéncia a sua morfologia estelar.
William Lloyd Andriezen, também em 1893, subdividiu as astrocitos em
duas classes: fibrosos e protoplasmaticos, sendo que aqueles apresentam
prolongamentos longos e estdo presentes na substancia branca do cérebro,



30

enquanto estes possuem ramificacBes curtas e estdo localizados na
substancia cinzenta! (KETTENMANN; RANSOM, 2004).

Os pesquisadores posteriores a Deiters passaram a se dedicar néo
somente a analise anatdmica dos astrcitos, mas a compreensao de quais
seriam suas funcgdes no sistema nervoso. Camillo Golgi, em 1871, propds
gue os astrdcitos seriam responsaveis pela nutricdo neuronal devido a sua
estreita associa¢do com vasos sanguineos (KETTENMANN; RANSOM,
2004). Ramon e Cajal, em 1897, expds sua opinido a respeito das funcbes
dos astrocitos, discutindo sua importancia fisioldgica na regulacdo da
microcirculacéo cerebral (NAVARRETE; ARAQUE, 2014).

Em 1907, Emilio Lugaro defendeu a ideia de que essas células
direcionariam o crescimento neuronal e manteriam a homeostase do
fluido intersticial. Além disso, supds que seriam capazes de atuar na
sinapse através da liberacdo e captacdo de substdncias no meio
extracelular (KIMELBERG, 1986).

Embora Lugaro tivesse previsto a existéncia de interagéo entre 0s
astrocitos e os neurdnios no inicio do século XX, somente em 1977 surgiu
um trabalho que defendeu essa hipdtese com bastante propriedade.
Martinez-Hernandez, Bell e Norenberg (1977) demonstraram que as
enzimas glutamina sintetase eram abundantes nos astrécitos. Deste modo,
concluiram que essas células seriam responsaveis por produzir glutamina
em grande quantidade que, ao ser liberada para 0 meio extracelular
poderia ser captada pelos neurénios, que a transformariam em glutamato.
O glutamato seria, durante a transmissdo sinaptica, liberado na fenda e,
eventualmente, captado pelos astrécitos, continuando um ciclo
metabdlico (SOMJEN, 1980).

A hipotese da interacdo entre neurdnios e astrocitos foi reforcada
apos a descoberta de que o glutamato e outras moléculas existentes na
fenda sinaptica propiciam o aumento da concentracdo intracelular de
calcio nos astrécitos, fendmeno intitulado sinalizagdo de célcio. Este
incremento provoca a liberacdo de transmissores quimicos na fenda e,
possivelmente, altera a dindmica da transmissédo sinaptica (CORNELL-
BELL; FINKBEINER, 1991 e PARPURA; GRUBISIC;
VERKHRATSKY, 2011).

Cornell-Bell e Finkbeiner (1991) comprovaram
experimentalmente que a sinalizacdo de calcio ndo é um fenémeno

! Tanto a substancia cinzenta quanto a branca localizam-se no sistema nervoso
central. Aquela é constituida por células gliais, corpos de neurdnios e fibras
amielinicas. Esta, por sua vez, possui células gliais e fibras mielinicas (Machado,
2006).
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isolado. Essa sinalizacdo se propaga através da rede de astrécitos, dando
origem as ondas de calcio. Deste modo, um aumento localizado da
concentracdo intracelular de céalcio pode ocasionar liberacdo de
transmissores quimicos em outras células, distantes daquela na qual se
iniciou o sinal.

Indmeros outros experimentos realizados nas décadas de 1990
comprovaram a comunicagdo bidirecional, por meio de diversos
mecanismos, entre astrocitos e neurdnios (PEREA; NAVARRETE;
ARAQUE, 2009). Dentro deste contexto, criou-se um novo termo,
sinapse tripartite, para que as interacfes entre astrocitos e neurénios
também fossem consideradas ao se estudar a transmissdo sinaptica. Mais
recentemente ainda, passou-se a discutir o termo sinapse tetrapartite, que
incorpora a matriz extracelular como um elemento ativo nesse processo
(DITYATEV; RUSAKOV, 2011). Como este Gltimo conceito é recente e
pouco discutido na comunidade cientifica, adotou-se para esse trabalho o
conceito de sinapse tripartite.

Deste modo, a compreens&o sobre o que seria a sinapse tripartite
e as caracteristicas dos elementos que a constituem é essencial para o
entendimento dos fenémenos que ocorrem nos astrécitos, uma vez que
estdo imersos nesse fendmeno hiolégico.

2.2 SINAPSE TRIPARTITE

A sinapse corresponde a unidade estrutural e funcional da juncao
entre dois neurdnios. O espaco existente entre as membranas dessas
células e a transferéncia de informacao nessa regido sdo denominados,
respectivamente, fenda sindptica e transmissdo sinaptica (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2008 e DURAN, 2011).

As sinapses podem ser elétricas ou quimicas, dependendo dos
fendmenos que as caracterizam. Aquela corresponde a passagem direta de
correntes ibnicas entre 0s neurénios por meio de jungdes especializadas;
estas, por sua vez, consistem na liberacdo de neurotransmissores na fenda
sindptica pelo neurdnio pré-sinaptico, apds a chegada do potencial de
acao. Esses neurotransmissores dirigem-se aos astrocitos e ao neurdnio
pos-sinaptico. Ao atingir este, provoca abertura de canais de ions que
propiciam a despolarizagéo celular, propagando-se assim o potencial de
acao ao longo da rede neuronal (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008
e BLAUSTEIN; KAO; MATTESON, 2012). Uma representacdo das
sinapses elétricas e quimicas pode ser observada na figura 1.
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Figura 1 - Representacdo da passagem de sinal em uma sinapse elétrica e uma
sinapse quimica.

Sinapse Sinapse

eletrica quimica

Neuromo Neurdnio

Sinal Sinal
elétrico elétrico
- 4 3
Sinal Sinal
elétrico quimico
Sinal Sinal
elétrico Neurdnio Neurdnio elétrico

pés-sinaptico pos-sinaptico

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Para melhor compreensdo dos fenémenos envolvidos na sinapse
e de como sdo influenciados pelos astrécitos, discutir-se-ao caracteristicas
pertinentes sobre os elementos que constituem a sinapse tripartite:
neurdnios e astracitos.

2.2.1 Neuronios

Os neur6nios sdo células que apresentam trés regibes bem
definidas: o soma (corpo celular), os dendritos e o axénio. O soma é
responsavel pela sintese proteica e pelo metabolismo celular. Os dendritos
sdo ramificacBes do corpo celular que recebem informag6es advindas de
neurdnios adjacentes através da sinapse. Os ax0nios correspondem a
outras ramificagcdes do corpo celular cuja funcdo é enviar a informacéo
(BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008 e STANFIELD, 2013). A figura
2 ilustra a anatomia dessa célula.
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Figura 2— Representagdo de uma estrutura genérica de neuronios.
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Neurdnio : T‘ -
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I Corpo celular /
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%,fk// pos-sindptico

Fonte: desenvolvida pelo autor.

A membrana celular do neurdnio, qguando em repouso, apresenta
um potencial de membrana, V,,, em virtude da diferenca entre as
concentragBes ibnicas intra e extracelulares. Alguns tipos de estimulos
podem abrir canais i6nicos nas membranas celulares, permitindo a
passagem de ions e, consequentemente, alterando esse potencial. Quando
ocorre a despolarizacdo da membrana celular e ela atinge um valor critico,
gera-se o0 potencial de acdo, que se propaga ao longo dos neurdnios.
Quando esse potencial chega a uma sinapse quimica, neurotransmissores,
tais como adenosina trifosfato (AT P) e glutamato, séo liberados na fenda
sinéptica e se dirigem ao neurénio pds-sinaptico ou aos astrocitos (BEAR,;
CONNORS; PARADISO, 2008 e DURAN, 2011).

2.2.2 Astrécitos

Os astrocitos, células constituidas por um corpo celular ao qual
se acoplam indmeras ramificacBes, sdo assim denominados por sua
semelhanca estrutural as estrelas. Embora apresentem um corpo celular
de, aproximadamente, 10 um de didmetro, os astrdcitos humanos
estendem seus prolongamentos de tal forma que a célula pode ocupar
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regides circulares de até 150 um de didmetro. Esses prolongamentos se
entrelacam nas ramificacdes neuronais e envolvem as sinapses. Um
astrocito ocupando 66.000 um?® pode circundar aproximadamente
140.000 sinapses (BUSHONG et al., 2002 e OBERHEIM et al., 2009 e
STANFIELD, 2013). A figura 3 mostra a disposicdo espacial dos
astrdcitos proximos aos neurdnios, envolvendo as sinapses.

Figura 3 - Esquema da disposicao espacial dos astrdcitos no sistema nervoso.

it

Fonte: adaptado de Fields (2004).

Os astrécitos desempenham diversas fungdes no sistema nervoso.
Dentre elas destaca-se 0 suprimento de compostos metabdlicos aos
neurdnios, uma vez que estes contatam poucos vasos sanguineos,
necessitando de uma intermediacdo. Além disso, essas células séo
responsaveis pela manutencdo da homeostase idnica dos neurénios, uma
vez que controlam as concentragfes do meio extracelular. O fato de
captarem e liberarem transmissores quimicos na fenda Ihes confere outro
papel: suprir 0s neurdnios com os neurotransmissores que serdo liberados
na fenda durante a transmissdo sinaptica. Acredita-se que esta Gltima
fungdo ndo se restringe a suprir as necessidades da transmissdo sinaptica,
mas também interfere na mesma, alterando a sua dindmica (AMIRI;
BAHRAMI; JANAHMADI, 2011 e LENT, 2001).

Supbe-se que os astrocitos possam regular a sinapse, quer seja
inibindo ou estimulando-a, por meio da regulagcdo de ions no meio
extracelular, captura de neurotransmissores da fenda sinaptica e regulacao
da demanda metabdlica da transmissdo sinaptica (BERGLES; JAHR,
1998). Por exemplo, a liberagdo de glutamato e ATP por parte dos
astrdcitos depende do aumento da concentracdo intracelular de ions de
célcio. Altas concentracfes de ions potassio no meio extracelular
geralmente dificultam a propagacao das ondas de célcio intercelulares, o
que reduz a liberagdo de glutamato, prevenindo, assim, que a sinapse seja



35

ainda mais estimulada (FRANKE; ILLES, 2006 e FIELDS; STEVENS-
GRAHAM, 2002).

Para que toda a dindmica ibnica presente antes, durante e apés a
transmissdo da informacdo entre os neurdnios e astrécitos ocorra, é
evidente que a membrana celular de ambas as células seja dotada de
mecanismos que possibilitem o transporte de ifons do interior para o
exterior da célula e vice-versa. Determinadas proteinas presentes na
membrana celular sdo responsdveis por executar essa funcdo e serdo
melhor descritas na préxima secéo.

2.3 TRANSPORTE IONICO

Ha trés tipos principais de transporte ibnico: ativo primario, ativo
secundério e passivo. No primeiro, o transporte de ions ocorre do meio de
menor concentracdo para o de maior concentragdo as custas de ATP e 0
transportador é conhecido como “bomba”. No segundo, o transporte
também ocorre contra o gradiente de concentragdo, todavia a fonte de
energia € 0 movimento de outro soluto, para o qual existe gradiente
favoravel de concentragdo. No terceiro, ndo ha gasto energético, pois o
transporte ocorre a favor do gradiente de concentracdo, mediado por
canais (GECK; HEINZ, 1989). A figura 4 representa esquematicamente
o funcionamento desses canais.

Figura 4-llustragdo dos diferentes transportadores idnicos existentes nas
membranas celulares.

Mediado por Mediado por Ativo primério Ativo secundario
canais transportadores
Transporte passivo Transporte ativo

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Os canais idnicos correspondem a um agrupamento de 4 a 6
proteinas que formam um poro na membrana celular por onde passam
ions, como pode ser observado na figura 5.
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Figura 5—-Representacdo do agrupamento de proteinas formando um canal idnico.

. Vista superior
Meio extracelular P

Citoplasma
Fonte: desenvolvida pelo autor.

Esses canais possuem altissima especificidade. Sdo capazes de
distinguir entre os fons de potassio, cujo raio é 1,33 A, de fons de sddio,
cujo raio é 0,95 A (KOCH, 1998). Essa caracteristica deve-se a inimeros
mecanismos, dentre eles, a abundancia de &gua em seu interior, que
circunda os ions e 0s mantém estaveis durante a movimentacdo. Além
disso, as proteinas contém dipolos estrategicamente posicionados de
modo a priorizar a passagem de um ion em detrimento de outro. Outro
mecanismo existente é a formacao de gaiolas de oxigénio, que aprisionam
o fon em seu interior e facilmente atravessam o canal (YELLEN, 2002).

Os canais ibnicos abrem ou fecham em fungdo de estimulos
elétricos (dependendo da diferenca de potencial), mecanicos ou quimicos
(dependentes de ligantes) (ALBERTS et al., 2008), conforme pode ser
observado na figura 6.

Figura 6-llustracdo dos diferentes mecanismos de abertura de canais.

Abertura operada Abertura operada Abertura operada
por diferenca de por ligantes por a¢do
potencial meciinica
+ 4+ + E
Fechado [

b

- k -
Fonte: desenvolvida pelo autor.
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2.3.1 Canais operados por diferencga de potencial

Os canais que sdo abertos ou fechados em fungdo do valor do
potencial de membrana sdo denominados operados por diferenca de
potencial (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008).

Bevan et al. (1985), utilizando a técnica denominada “patch-
clamp?”, detectaram a presenca de canais de ions de sédio, potassio e
cloro operados pela diferenca de potencial na membrana dos astrocitos do
cortex cerebral® de ratos. Um ano antes, MacVicar (1984) ja provara
experimentalmente a existéncia de canais de céalcio operados por
diferenca de potencial.

2.3.2 Canais operados por ligantes

Os canais operados por ligantes abrem ou fecham a partir da
ligagdo entre determinada molécula (ligante) e um receptor presente na
membrana celular. Ha dois tipos desses receptores: ionotrdpicos e
metabotrépicos (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008).

2.3.2.1 Receptores ionotrépicos

Os receptores ionotrépicos contém um sitio capaz de se ligar a
uma entidade quimica especifica. Essa ligagdo modifica a conformacéo
espacial das proteinas que o constituem, permitindo sua abertura e,
consequentemente, a passagem de ions a favor do gradiente de
concentragdo. Alguns desses receptores dependem da atuagdo de
agonistas, substancias que ativam a abertura do canal (PURVES et al.,
2004). A figura 7 representa esquematicamente o seu funcionamento.

Neary et al. (1988) constataram a existéncia de receptores
ionotrépicos nos astrocitos de ratos que, ao se ligarem ao ATP, abriam
canais que permitiam a entrada de fons de célcio (Ca®*) no meio
intracelular. Koh et al. (1995) detectaram receptores de glutamato nos
astrocitos do hipocampo cujos agonistas principais eram acido a.-amino-

Z A técnica patch-clamp, também denominada técnica de fixacdo da membrana,
permite o registro de correntes idnicas atravessando apenas um canal (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2008).

3 O cortex cerebral corresponde ao local aonde chegam os impulsos nervosos, que
posteriormente tornam- se conscientes e sdo interpretados. Dele “saem os
impulsos que iniciam e comandam os movimentos voluntarios e com ele estdo
relacionados os processos psiquicos” (MACHADO, 2006).
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3-hidrdxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico (AMPA) e N-metil-D-aspartato
(NMDA), que também permitiam a entrada de Ca?* na célula.

Figura 7 - Esquema representando o mecanismo de funcionamento dos receptores

ionotrdpicos. .
1. Ligagdo do
neurotransmissor

- _» 2. Abertura do canal

3. Fluxo de ions
Fonte: desenvolvida pelo autor.

2.3.2.2 Receptores metabotrépicos

Os receptores metabotropicos também possuem um sitio capaz
de se ligar a uma espécie quimica. Essa ligacdo da origem a segundos
mensageiros que abrem canais em outros locais da célula.

A ligacdo do neurotransmissor ao receptor ativa a proteina G, que
é composta por 3 unidades (a, B e y) e esta acoplada ao receptor
metabotropico. Essa ativacdo implica na separacdo das 3 unidades em
dois mddulos: um contendo o e outro, B € y. O méddulo o dirige-se a
proteina efetora fosfolipase C (PLC), ativando-a para a quebra de um
lipideo presente na membrana celular, fosfatidilinositol 3,4-bifostato
(PIP,), em dois segundos mensageiros: diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP;). O IP; dirige-se a sitios presentes em outros canais da
célula e os abrem, permitindo a passagem de ions a favor do gradiente de
concentragdo. O DAG, por sua vez, estimula a proteina quinase C (PKC)
a fosforilar diversos substratos (BLAUSTEIN; KAO; MATTESON,
2012). Um esquema ilustrando esse processo pode ser observado na
figura 8.
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Figura 8 - Esquema ilustrando o mecanismo de funcionamento dos receptores
metabotropicos.
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Fonte: desenvolvida pelo autor.

Foram encontrados na literatura indmeros tipos de receptores
metabotrdpicos  presentes nos  astrocitos (VERKHRATSKY;
STEINHAUSER, 2000), todavia destacar-se-4 0 mais importante para a
dindmica de funcionamento dessas células: o receptor de glutamato (m —
GluR). Segundo Ahmed, Lewis e Faber (1990), a ligacdo do glutamato ao
receptor metabotrépico gera o IP;, que ativa canais na membrana do
reticulo endoplasmatico (RE), provocando a liberacdo de calcio dessa
organela para o meio intracelular.

2.3.3 Bombas

As bombas trabalham de modo a transferir substancias de um
meio de menor concentragdo para outro de maior concentracdo. Nos
astrocitos destaca-se a bomba Na*/Ca?*, pois ela carrega o célcio do
meio intracelular para o extracelular. Outras proteinas presentes na
membrana das células sdo as ATPases, cuja funcdo é o transporte de
calcio sem um contra-ion. Essas proteinas também estdo presentes na
membrana do reticulo endoplasmatico, transferindo célcio do citoplasma
para seu interior (BLAUSTEIN; KAO; MATTESON, 2012 e DEITMER,;
VERKHRATSKY; LOHR, 1998).
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O trabalho conjunto de todos esses canais existentes na
membrana celular dos astrocitos da origem a diversos fendmenos. Dentre
todos eles pode-se destacar a sinalizagdo de calcio.

2.4 SINALIZACAO DE CALCIO

Os astrocitos, embora conhecidos como células ndo excitatoérias,
apresentam os chamados “sinais de calcio”, que correspondem a elevacdo
na concentracdo citoplasmatica de Ca?*. Esse fendmeno é de extrema
importancia para a compreensdo da fun¢édo do astrocito no processamento
da informagdo cerebral, visto que é o responsavel pela liberagdo de
glutamato e ATP na fenda sindptica (DEITMER; VERKHRATSKY;
LOHR, 1998 e GOLOVINA; BLAUSTEIN, 2000).

O reticulo endoplasmatico, que consiste em uma rede de tubos
interconectados circundando o ndcleo celular, é a principal organela que
contribui para a sinalizacdo de célcio nos astrocitos. O calcio armazenado
no reticulo é liberado por diversos mecanismos, dentre eles a abertura de
canais pelo IP; (ALBERTS et al., 2008 e GOLOVINA; MORDECAI,
1997).

Outro incitador de liberagdo de Ca?* por parte do RE é o
aumento da concentracdo citoplasmatica deste ion, que acarreta na
ativagdo dos receptores sensiveis a rianodina, fendbmeno denominado
“liberagdo de calcio induzida por célcio” (CLAPHAM, 1995).

Embora o reticulo seja um contribuinte significativo para os
“sinais de calcio”, eles de fato sdo combinagdes de diversos outros
processos bioldgicos, destacando-se a atuacdo de canais abertos pela
ativacdo dos receptores ionotropicos de ATP e glutamato; dos canais
operados por diferenca de potencial; da bomba de Na*/Ca?* e das
ATPases. Além disso, a célula conta com canais passivos na membrana
citoplasmatica e na membrana do reticulo endoplasmatico, que estdo
permanentemente abertos e trabalham a favor do gradiente de
concentracdo (CLAPHAM, 1995 e VERKHRATSK; RODRIGUEZ;
PARPURA, 2012).

Hé ainda os canais que permitem a entrada de calcio dependendo
do estoque do reticulo endoplasmatico, ou seja, quando a concentracéo do
reticulo diminui, canais sdo acionados na membrana celular a fim de que
entre calcio para a célula. Verkhratsky e Parpura (2014) afirmam que os
principais canais ativados pela caréncia de Ca?* no RE sdo os receptores
transientes de potenciais (TRPC, do inglés, transient receptor potential
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channel), acionados pela molécula de interacdo estromal (STIM, do
inglés, stromal interaction molecule).

A figura 9 compila os principais fenémenos envolvidos na
sinalizacdo de calcio nos astrocitos.

Figura 9 - Representagdo sintética dos principais fenémenos envolvidos na
sinalizagdo de calcio nos astrocitos. Na membrana celular tem-se a ativagdo dos
receptores ionotrépicos por moléculas de ATP e glutamato (P2X e i — GluRs,
respectivamente); ativagdo de receptores metabotrépicos por glutamato (m —
GluRs); operagio das ATPases e das bombas de Na*/Ca?*; atuagdo de canais
passivos; abertura de canais operados por diferenca de potencial elétrico (CODP)
e abertura de canais transiente de potenciais (TRPC) estimulados pela molécula
de interagdo estromal (STIM). No reticulo estdo presentes os receptores de IP; e
rianodina (RyRs), 0s canais passivos e as ATPases
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Fonte: desenvolvida pelo autor.

B0 BN Equiog

Munido dessas informacdes, pode—se descrever a interacao
entre astrécitos e neur6nios durante a transmissdo sindptica de forma
bastante l6gica. O potencial de a¢éo, ao chegar ao terminal do axénio pré-
sinaptico, provoca liberacdo de glutamato e ATP, que ativa receptores no
neurbnio pds-sinaptico. Algumas dessas moléculas também dirigem-se
aos astrocitos e ativam seus receptores ionotrépicos, abrindo canais de
Ca?* na membrana celular. Outras moléculas de glutamato, por sua vez,
ligam-se a receptores metabotrépicos dos astrocitos, estimulando a
formagdo de IP;, que se desloca ao reticulo endoplasmatico, fazendo-o
liberar Ca?* no meio citosol. A somagdo de todos esses acontecimentos
provoca o aumento da concentracéo intracelular de Ca?* nos astrocitos,
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0 que os leva a liberarem glutamato e ATP no meio extracelular
(BERRIDGE, 2014).

Além de se comunicarem com 0s neurdnios, os astrocitos podem
se comunicar entre si. Essa interacdo se da a nivel intracelular, quando as
ondas de calcio passam de uma célula a outra por jungdes comunicantes;
e intercelular, pela existéncia de mensageiros quimicos tais como o ATP
que, apos serem liberados para 0 meio extracelular, propagam-se ao longo
da rede de astrdcitos gerando reacGes em cadeia (FIELDS e STEVENS-
GRAHAM, 2000, 2002).

Embora muito ja se tenha estudado a respeito da sinalizagdo de
célcio nos astrocitos, a divida sobre sua real funcdo no processamento da
informacdo cerebral ainda permanece em aberto na comunidade
cientifica.

Verkhrastky, Nedergaard e Hertz (2015) escreveram um artigo
intitulado “por que os astrocitos sdo importantes?” e, dentre as varias
respostas que propuseram a essa pergunta, ndo discutiram a possibilidade
de modulagdo sindptica. Perea, Sur e Araque (2014), por sua vez,
acreditam que, diante das caracteristicas estruturais e funcionais dos
astrocitos, somadas & sua posicdo estratégica, seria ingénuo ignorar a
possibilidade de que essas células desempenhem um papel significativo
no processamento da informacéo cerebral.

Agulhon et al. (2012) concluiram, a partir dos seus resultados
experimentais, que astrocitos saudaveis nao influenciam a transmissdo
sindptica. Navarrete et al. (2012), por sua vez, inferiram, apds a anélise
de seus resultados, que os astrocitos estdo relacionados a plasticidade
sindptica, estando diretamente envolvidos no processamento de
informacé&o cerebral.

Volterra, Liaudet e Savtchouk (2014) dissertaram sobre a
incapacidade de se adotar uma conclusdo absoluta sobre 0 assunto em
funcdo dos discrepantes resultados experimentais disponibilizados na
literatura. Os autores destacam ainda que essa divergéncia esta associada,
principalmente, a falta de equipamentos adequados para se analisar os
diferentes fendmenos aos quais 0s astrdcitos estdo submetidos.

Vale lembrar que a conclusdo absoluta sobre o papel dos
astrocitos no processamento da informacdo cerebral provavelmente ndo
serd obtida a partir da andlise da sinalizagdo de calcio em uma Unica

“As jungBes comunicantes correspondem a canais que conectam duas células
distintas, permitindo a passagem de substancias de uma a outra (ALBERTS et al.,
2008).
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célula. A interacdo entre os astrocitos e a propagacao desse sinal assume
um papel essencial nessa discussao.

Diante dessa divida, resta-nos ou continuar esperando 0 avango
dos aparatos experimentais para que possamos sana-la ou utilizar uma
proposta bastante promissora no cenério cientifico atual — a elaboragéo de
modelos matematicos. Vale lembrar, todavia, que a experimentagdo € a
modelagem ndo andam dissociadas, e sim, s&o complementos uma da
outra.

Como uma das questdes chave para a compreensao da funcdo dos
astrocitos é a sinalizacdo de célcio, seria interessante a elaboragdo de um
modelo matematico capaz de descrevé-la. A partir desse modelo, poderia
se prever, posteriormente, suas consequéncias no processamento da
informacé&o cerebral.

Alguns modelos ja foram propostos para a comunidade
cientifica. Deste modo, far-se-a a revisdo desses modelos, para que,
posteriormente, se discuta as lacunas neles existentes.

2.5 MODELOS MATEMATICOS

Ao se elaborar um modelo matematico para determinado
problema, diversas sdo as tomadas de decisdes necessarias, uma vez que
as mesmas determinardo as equaces a serem utilizadas. Deste modo, para
que se elabore um modelo que represente significativamente a realidade,
é essencial a definicdo da geometria, dos fendmenos envolvidos, das
variaveis e sua dependéncia funcional. Para a modelagem da sinalizacéo
de célcio nos astrocitos, segue-se essa mesma logica: a partir de
consideragdes, os modelos sdo construidos e validados, corroborando ou
refutando hipoteses inicialmente adotadas.

Discutir-se-4 nesta secdo os modelos matematicos existentes na
literatura para sinalizagdo de calcio nos astrdcitos, suas conclusdes e
contribuicBes para a discussdo sobre o papel dessas células no
processamento da informacao cerebral.

Alguns dos modelos matematicos estudados ndo diferem muito
uns dos outros, pois foram construidos sequencialmente, fazendo-se
modificaces dos anteriores. Por exemplo, os modelos de Postnov et al.
(2009) e Amiri, Bahrami e Janahmadi (2011) sdo muitos semelhantes e
baseiam-se no de Dupont e Goldbeter (1993). Os de Wade et al., 2011 e
Wu et al. (2014) baseiam-se no de Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006).
Assim, optou-se por priorizar o exemplo mais completo de cada caso e
explicitar, quando necessério, as peculiaridades de um ou outro.



44

Deste modo, os modelos aqui destacados serdo os de Postnov et
al. (2009) e Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006). O modelo proposto por
Hofer, Venance e Glaume (2002) também serd discutido uma vez que o
mesmo é o Unico que considera a célula heterogénea.

2.5.1 Geometria

Alguns modelos matematicos propostos na literatura para a
representacao da sinalizacéo de célcio nos astrécitos nao especificaram a
geometria adotada, uma vez que a célula foi considerada homogénea e,
portanto, sem variagcdo espacial (AMIRI; BAHRAMI; JANAHMADI,
2011 e DUPONT; GOLDBETER, 1993 ¢ POSTNOV et al., 2009 e
WADE et al., 2011). Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) e Wu et al. (2014)
também consideraram-na homogénea, todavia, propuseram que a célula
poderia ser representada por uma geometria clbica. Hofer, Venance e
Glaume (2002) também consideraram que a célula correspondia a um
cubo.

2.5.2 Variaveis e dependéncia funcional

Os modelos avaliados preocuparam-se em descrever a dindmica
da concentracéo de IP; citosdlico e de Ca?* tanto no citosol quanto no
interior do reticulo endoplasmatico. Os modelos de Postnov et al. (2009)
e Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006), ao assumirem a célula como um
dominio homogéneo, consideraram que as concentragcBes variavam
somente ao longo do tempo. Hofer, Venance e Glaume (2002), por sua
vez, assumiram que essas concentragfes eram também funcdes da posigéo
espacial nos eixos x e y.

A simplificacdo de que a variacdo espacial da concentracdo de
célcio é bidimensional e ndo tridimensional deve-se ao fato de os modelos
terem sido validados com dados experimentais de células em cultura,
todavia, sabe-se que a disposicdo dos astrocitos no sistema nervoso é
muito mais complexa e a sinalizag8o de célcio pode se dar em todas as
direcdes.

2.5.3 Fendémenos considerados e balancos de massa

A maioria dos modelos propostos na literatura assume que 0S
seguintes fendbmenos contribuem para a alteracdo da concentracéo
citosolica de calcio nos astrdcitos: entrada de célcio na célula através da
membrana celular  (Veniraaq); liberacdo por parte do reticulo
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endoplasmatico devido a atuagdo de segundos mensageiros (Vyiperagao) €
saida através da membrana celular (vs,44)- OS Segundos mensageiros,
por sua vez, participam dos seguintes fenémenos: producéo pela ligacao
de neurotransmissores aos receptores metabotrépicos da membrana
celular (vpycp), producdo induzida por célcio (vp.cs) € degradagdo
(vdegradagéo)-

Outros fendmenos que sdo computados somente em alguns dos
modelos so a atuacio das bombas no reticulo endoplasmatico (vXE . .),
a existéncia de canais passivos no reticulo (v{ffssms) e a passagem de
compostos de uma célula a outra por jungdes comunicantes (Vjyncses)-

A partir da consideracdo de cada autor a respeito dos fenébmenos
que incorporariam ou ndo em seus modelos, eles escreveram as equacdes
que descreveriam a variagdo da concentracdo de céalcio e segundos
mensageiros nos astrocitos.

2.5.3.1 Postnov et al. (2009)

Assumindo que os fenbmenos mais importantes para a
sinalizacdo de calcio nos astrdcitos seriam a entrada e saida de célcio pela
membrana plasmatica, liberacdo de célcio pelo RE e passagem pelas
juncdes comunicantes, os autores construiram a equacdo (1) para
representar a dindmica do célcio nos astrécitos.

dCCaz-t .
cit __
Tca2t - Ventrada — Vsaida T+ Vliberagio + Vjungses + D, é‘(t) ( )

O termo D, &(t) corresponde as possiveis perturbacdes no
sistema e 7,2+ & constante de tempo da dindmica de célcio.

A equacdo (2) descreve a dindmica da concentracdo de IP;, uma
vez que 0s autores consideraram que 0 mesmo € produzido somente pela
ligagdo do glutamato ao receptor metabotropico, é degradado no meio
intracelular e atravessa as jun¢Ges comunicantes.

i 2
Tip, dt = VUpLcp — Vdegradagio + Vjungses

Na equacdo (2), t,p, corresponde a constante de tempo da
dinamica de IP;.
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Postnov et al. (2009) também descreveram a dindmica da
concentracao de calcio no reticulo endoplasmatico, dada pela equacéo (3),
assumindo que sua variacdo se dava pela saida de calcio através de canais
abertos pelo 1P;:

dc

CaRE

= £ (Ceazty Ceat) )

O parémetro .t corresponde a constante de tempo da dindmica
de calcio no reticulo endoplasmatico. A funcéo f(CCagit: Cmﬂ:) sera

descrita mais detalhadamente posteriormente.

O modelo desenvolvido por Postnov et al. (2009) apresenta uma
diferenca em relacdo aos demais, uma vez que descreve a consequéncia
da sinalizagdo de caélcio: a liberacdo de transmissores quimicos no meio
extracelular. As equacdes (4) e (5) descrevem a dindmica do glutamato e
ATP na fenda, dependendo da concentragdo intracelular de célcio.

ETe

dc C
ToLy diw (1 + tanh (SGLU (Ccaﬁlf; - hGLU))) (1= Cerv) — % (4)

dc C
TATP % = (1 + tanh (SATP (Ccazz - hATP))) (1 - CATP) bl dAl (5)

ATP

Nas equacdes (4) e (5) 0s pardmetros ;. € T4rp representam as
constantes de tempo para liberagdo de glutamato e ATP,
respectivamente. sy € Surp S0 0S pardmetros que controlam a
velocidade de liberacdo do glutamato e ATP. hg.y € hyrp COrrespondem
a concentracdo limiar de calcio, a partir da qual glutamato e ATP sé&o
liberados na fenda. Os parametros dg.y € durp CONtrolam a taxa de
desativacdo de liberagdo do glutamato

2.5.3.2 Hofer, Venance e Glaume (2002)
Os principais fenbmenos envolvendo a sinalizacdo de célcio nos

astrocitos para Hofer, Venance e Glaume (2002) podem ser visualizados
na figura 10.
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Figura 10 - Representacdo esquematica dos fendmenos considerados por Hofer,
Venance e Glaume (2002) para a sinalizagdo de calcio nos astrécitos. R representa
um receptor metabotrépico e R* este receptor no estado ativado. Os simbolos G
e G* representam a proteina G desativada e ativada, respectivamente.
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Fonte: adaptada de Hofer, Venance e Glaume (2002).

Esse modelo apresenta um aspecto diferenciado em relacdo aos
demais modelos estudados uma vez que assume que o transporte de massa
se da por difusdo no meio intracelular. Deste modo, suas equacbes
resultantes para a dindmica das concentracGes de calcio e IP5 no citosol e
de célcio no RE podem ser descritas pelas equacgdes (6), (7) e (8),
respectivamente.

0C 42+ aZCCaz_Jr azCCazy
Ta[ = Viiberagao — vlfoEmba + Ventrada ~ Vsaida + DCagiJ; ( axzar + T;”) (6)
aCIP3 _ D 62C1p3 62C1P3 7
3r ~ Vriep + VpLcs — Vdegradagio + Dip, o2 T a2 (7)

dCC 2+ 1
% = ‘[_3 (Ul};fmba - Uliberagao) (8)



48

Na equagdo (8), B corresponde a relagdo entre o volume do
reticulo endoplasmatico e o volume celular.

As condicBes de contorno para as equagbes (6) e (7) foram
descritas matematicamente segundo a equagdo (9), que representa a
passagem de calcio e IP; através das juncdes comunicantes existentes
entre astrocitos adjacentes.

- P] (Cj|u:uL_ - Cj|u:uL+) 'j = IP3, Ca®* (9)

u=uy,

O parametro P; corresponde a permeabilidade do calcio ou do /P,
através de jungdes comunicantes.

2.5.3.3 Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006)

As equac0es principais do modelo de Ullah, Jung e Cornell-Bell
(2006) se assemelham muito a de Hofer, Venance e Glaume (2002), pois
consideram praticamente 0os mesmos fendmenos, conforme pode ser
observado na figura 11. A principal diferenca entre eles é que Ullah, Jung
e Cornell-Bell (2006) ndo considera o transporte de massa por difusao e
assume que ha canais passivos na membrana do reticulo endoplasmatico.

As dindmicas das concentracgdes intracelulares de calcio e de IP;
sdo descritas pelas equacdes (10) e (11), respectivamente:

dC, 2+
Ol — yiperacio — VREnpa + VFE +v — Vgqi (10)
dt — VYliberacao bomba passivos entrada saida
dCp
3
dt = VpLcp + Vprcs — Vdegradacio + Vjuncoes (11)

Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) assumiram que a concentragdo
de célcio do reticulo endoplasmatico poderia ser dada pela correlacdo
descrita na equacdo (12).

Coattia = Coatst T PCraty (12)
Sendo Ccq2+ @ concentragdo celular total de calcio, mantida
ota

sempre constante, e 3, a relacéo entre o volume do reticulo e o volume do
citosol celular.
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Figura 11 - Representacdo esquematica dos fendmenos considerados por Ullah,
Jung e Cornell-Bell (2006) para a sinalizagdo de calcio nos astrocitos.
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Fonte: adaptado de Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006).

Uma das principais diferencas entre os modelos de Hoéfer,
Venance e Glaume (2002) e Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) € que o
primeiro considera 0 meio heterogéneo enquanto o segundo o assume
como homogéneo. Uma das implicacdes diretas é que o modelo de
daquele utiliza o fluxo através das jungdes comunicantes como condicéo
de contorno, enquanto este o coloca na equacgéo principal.

Vale ressaltar que, embora heterogéneo, o modelo de Hofer,
Venance e Gluame (2002) coloca os fluxos locais (entradas e saidas que
ocorrem em locais especificos da célula) como se ocorressem no dominio
como um todo.

Uma vez descritas as equacdes principais dos modelos, as
equacBes matematicas que representam todos os fenémenos em cada uma
delas podem ser apresentadas.

2.5.4 Descri¢do matematica dos fendmenos

As equacles para cada fenbmeno considerado nos trés modelos
serdo aqui descritas. Vale ressaltar que a maioria delas apresenta
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formulacdo absolutamente empirica, enquanto algumas outras
apresentam carater fenomenoldgico.

2.5.4.1 Entrada de calcio no citosol através da membrana celular

O modelo proposto por Postnov et al.(2009) considera que 0
fluxo total de entrada de célcio no citosol através da membrana plasmatica
é dado pela equago (13):

Ventrada = (T + (X(Wz - W;) + 6C1P3) (13)

O pardmetro r corresponde a corrente que constantemente
atravessa a membrana celular. O termo a(w, — w3) descreve a entrada
de célcio por canais dependentes da diferenca de potencial resultantes da
despolarizagao celular devido ao aumento da concentragdo de potassio. 6
corresponde a outro parametro, que esta relacionado a abertura de canais
presentes na membrana celular ativados pelo IP;.

Amiri, Bahrami e Janahmadi (2011), que utilizaram a proposta
de modelagem de Postnov et al. (2009), ndo computaram a contribuicdo
da entrada de calcio através dos canais dependentes de voltagem, pois
entenderam que o mesmo ndo contribuia significativamente para a
sinalizacdo de calcio nos astrocitos.

Os modelos de Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) e Hofer,
Venance e Glaume (2002) utilizaram outra equagdo para a entrada de
calcio através da membrana celular, aqui representada pela equagéo (14):

2
Cip,

Ventrada = Vcontinuo 1 Ventrada ( k2 (14)

2
entrada + CIP3)

A equacdo (14) foi construida empiricamente, assumindo a
existéncia de uma corrente continua para o interior da célula (Veoniinuo)
e uma corrente originada devido a abertura de canais pelo IP; na prépria
membrana celular. Esta Gltima apresenta um valor méaximo para o fluxo
de entrada (V.,,traqq) € UMa constante de saturacao (Kenirada)-

2.5.4.2 Saida de calcio através da membrana plasmatica
O termo de passagem de célcio para 0 meio extracelular através

da membrana plasmatica é computado por Postnov et al. (2009) e esta
explicitado na equacéo (15).
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VUsaida = CCagit (15)

Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) e Hofer, Venance e Glaume
(2002) utilizaram a mesma ideia de Postnov et al. (2009) para
representacdo da saida de célcio da célula, considerando que esse fluxo
depende apenas da concentragdo intracelular de calcio, conforme equacéo
(16).

Usaida = kSCCaZJr (16)

cit
2.5.4.3 Liberacao de célcio pelo reticulo endoplasmaético

A equacdo (17), proposta por Postnov et al. (2009) para
representar matematicamente a liberacéo de calcio por parte do reticulo
endoplasmatico, € uma correlacdo empirica que depende apenas da
concentracdo de célcio no citoplasma e no RE:

Viiveracio = —Csf (CCGEE’ CCa}ZHf:) (17)
Sendo a fungéo f (CCagi-;, Ceazt ) dada pela equacéo (18):
CCa2-+2 CCa”z C'Caz_+4
f C 2},C ) =c cit _ RE cit —c C - 18
(CeaeCant) =175 Cott T+ Coge\ et o)~ e (19)

As constantes c;, ¢,, c3 € ¢, SA0 ajustadas empiricamente.

Hofer, Venance e Glaume (2002) utilizaram uma equacao
empirica para a liberacdio de célcio, mas com fundamento
fenomenoldgico, uma vez que corresponde a uma fungéo de abertura do
canal multiplicando o gradiente que motiva o transporte de massa. Essa
formulacéo pode ser visualizada na equacgéo (19):

2 2
R Ccaglft Ci P

2 2 2 2
kigze + Cmg;) (kfp, + Ci,

vliberagio = Vcontinuo + Vliberagio (

) (Ceaty = Ceaz)  (19)

Para Hofer, Venance e Glaume (2002), V_ontinuo COrresponde a
um fluxo constante que atravessa a membrana do reticulo
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endoplasmatico; Viperqcao CONtrola o fluxo de liberagdo de calcio pelo

reticulo; R corresponde a concentracdo de receptores ativados pelo IPs;

k.q2+ € kip, s80 as constantes de saturagéo por calcio e /P; na ativagéo
cit 3

dos receptores de IP;.

Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) utilizaram uma equacdo
baseada no formalismo de Hodgkin e Huxley para a representacdo da
liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico, dada pela equagéao (20).
Esse formalismo consiste em estudar os canais idnicos de determinada
membrana conjuntamente, e ndo individualmente. Isto é, um canal sé
pode estar aberto ou fechado. Nao hd meio termo. Por outro, lado, quando
se analisa todo o conjunto de canais, pode-se pensar em frac6es de canais
abertos. Deste modo, a quantidade que estara aberta pode ser descrita por
uma funcdo de probabilidade, expressa nesse modelo pelo termo
m3n3 h3(LI; RINZEL, 1994).

— 3.,3 5,3
Viiveragio = ﬁVliberagéomoonooh [CCaIZQE - C(;aglft] (20)

B ¢ a relagdo entre 0 volume do reticulo endoplasmatico e o
volume celular e m.,n., que corresponde a ativacdo do canal, pode ser
descrita pela equacdo (21):

CIP3 CCagit
C“:3 + d]_ C(:agi-; + ds

MeoNeo =

(21)

E h, que representa a inativagdo do canal, € dado pela equagéao
diferencial (22):

QZ —h
dh Q2+ Ceazy
E = 1 (22)

a (Qz + CCaglft)

Sendo que Q. é dado pela equacéo (23):

(23)

Q2 =d; [—CIP3 i dl]

Cip, + d3

As constantes a,, d,, ds, ds sdo determinadas empiricamente.
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2.5.4.4 Atuacdo da bomba do reticulo endoplasmatico

Os dois modelos que consideram a atuagédo da bomba do reticulo
endoplasmatico sdo o de Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) e Hofer,
Venance e Glaume (2002). Este utiliza a equac¢éo (24), enquanto aquele a
(25).

RE —
Vbhomba = VbombaCCa,f;; (24)
2
RE =V, CCG§$
Vbhomba = Ybomba (kz CZ (25)
+Clay)
sat Ca§i+t

Ambas as equacdes dependem apenas da concentracdo citosolica
de célcio e estdo associadas a uma constante, Vy,,mpaq, todavia, para Ullah,
Jung e Cornell-Bell (2006), hd um limite para a operacdo da bomba,
controlado por kg,

2.5.4.5 Atuacdo dos canais passivos

O unico modelo que prevé a atuacdo de canais passivos é o de
Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006). Sua proposta baseia-se na ideia que o
fluxo através desses canais esté associado a uma velocidade caracteristica
do canal, Vy4ssivos, € a0 gradiente entre a concentracdo de calcio no RE e
no citosol, conforme pode ser observado na equagéo (26).

Upassivos = vaassivos (C(;aiz;g - C(;aﬁlfg) (26)
B corresponde a relagdo entre o volume do reticulo
endoplasmatico e o volume celular.

2.5.4.6 Producéo do /P; mediada pela ligacdo do glutamato ao receptor
metabotrédpico

O modelo proposto por Postnov et al. (2009) computa a producédo
de IP; unicamente pela ligacdo do glutamato ao receptor metabotropico.
A equacdo que descreve essa producdo esta descrita na equacdo (27) e
tem carater exclusivamente empirico.
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Vprcg = (1 + tanh (S,P3 (z - h,P3))) (1 - C1P3) (27)

Os autores consideraram que existe um limiar, h;p_, a partir do
qual havera producdo de IP;. Eles também introduziram um parametro,
z, que esta associado a atividade dos neurdnios vizinhos ao astrécito em
questdo. s;p, controla a velocidade de produgéo do IPs.

A equacdo proposta por Hofer, Venance e Glaume (2002) para a
producdo de IP; a partir da ligacdo do glutamato ao receptor
metabotrépico dos astrdcitos é constante e dada pela relagéo descrita na
equacéo (28)

-1
G

VpLcp = Vs [(1 +k¢) (1:{_—’{6 + ao)] @y (28)

vg corresponde a velocidade de producéo do IP; e kg € @y Sdo
parametros do modelo ajustados pelos autores.

Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006), por outro lado, consideraram
que a producdo de IP; depende da concentracdo de glutamato no meio
extracelular e pode ser representada pela equacdo (29)

Uprcg = V, nCG# (29)
7 kg" + Cory

A equacao (29) foi baseada na proposta de Hill, que desenvolveu
equacdes que correlacionam o fluxo através de determinado canal com a
concentragdo do ligante capaz de se acoplar ao seu receptor (WEISS,
1997). Esse fluxo tem um valor maximo, v,, e um coeficiente n, que esta
relacionado as caracteristicas estruturais do canal e a quantidade de
ligantes necessarias para abri-lo.

2.5.4.7 Producéo do /P; mediada pela concentragdo intracelular de
célcio

As equagdes propostas por Hofer, Venance e Glaume (2002) e
Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) para a produgéo de P estimulada pelo
aumento da concentracdo intracelular de célcio sdo descritas pelas
equacdes (30) e (31), respectivamente.
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2
CCaZfrt
_ ci
Vprcs = V7 —k 2 12 (30)
2+ 2+
Ca Cacit

Ccaﬁfi +(1- a)kCaz+> 1)

VUprcs = V7 ( CCaﬁfg + kogor

As equagdes (30) e (31) indicam que ha uma velocidade méaxima
para a producdo de IP; induzida por célcio (v;) e um coeficiente de
saturacdo (kq4z2+).

2.5.4.8 Degradacéo do [P

O modelo proposto por Postnov et al. (2009) e o de Hofer,
Venance e Glaume (2002) consideram que a degradacdo do /P5 depende
apenas da concentragdo intracelular desse composto, e, deste modo, elas
sdo muito semelhantes. Ambas podem ser visualizadas nas equacdes (32)
e (33), respectivamente.

Cip

Vdegradagio = d“j (32)
3

Vdegradagio = k3C1P3 (33)

A equacdo proposta por Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) para a
degradacdo do IP; é dada pela equacdo (34) e é diferente em relacéo as
demais, pois considera que a degradacdo ocorre apenas enquanto a
concentracdo de IP; estd acima da concentracdo do regime estacionario

(Crp,).

1
Vdegradacio = _[_ [CIP3 - CI*P3] (34)
r

2.5.4.9 Passagem de compostos através das jun¢des comunicantes

Conforme j& discutido anteriormente, Hofer, Venance e Glaume
(2002) incorporam a passagem de compostos através das juncgdes
comunicantes como condi¢do de contorno. Ullah, Jung e Cornell-Bell
(2006) e Postonov et al. (2009), por sua vez, a incorporam na equagéo do
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balanco de massa e a descrevem matematicamente segundo a equagdo
(35).

Vjungdes = Z k [Cj|i - C]'|l-,] J = 1Ps, Ca** (35)
i

E interessante ressaltar que, enquanto Héfer, Venance e Glaume
(2002) e Postonov et al. (2009) assumem que tanto calcio quanto /P,
passam pelas jungdes, Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) consideram que
esse fendmeno s6 é relevante para o IPs.

2.5.5 Contribuicdes dos modelos discutidos

O modelo de Hofer, Venance e Glaume (2002) conseguiu uma
boa previsdo tedrica ndo somente da sinalizagéo de calcio em uma célula,
mas da propagacao desse sinal ao longo de uma rede, esquematizada na
figura 12. Além disso, os autores concluiram que o principal componente
a propagar o sinal através das jungdes comunicantes € o IPs.

Figura 12 - Resultados de Hofer, Venance e Glaume (2002) para a sinalizag8o de
calcio se propagando ao longo de uma rede de astrocitos. Cada quadrado
corresponde a uma célula.

aumentzo da
Cay

Fonte: Hofer, Venance e Glaume (2002).

E interessante ressaltar que Hofer, Venance e Glaume (2002) n&o
estavam preocupados com as consequéncias da onda de calcio, mas sim
com a verificagdo se os fendmenos considerados estavam adequados e
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representavam a realidade. Nesse sentido, obtiveram um resultado
positivo.

Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) conseguiram validar seus
resultados de maneira satisfatoria e corroboraram a hipotese que o IP; €
0 grande responsavel pela propagacdo da sinalizacdo de célcio aos
astrocitos vizinhos. Do mesmo modo que Hoéfer, Venance e Glaume
(2002), esses autores estavam preocupados em descrever a sinalizagdo de
calcio, e ndo em discutir seus efeitos.

Postnov et al. (2009), por outro lado, estavam preocupados com
as consequéncias dessa sinalizacdo e propagagdo do sinal. Os autores
conseguiram resultados muito proximos aos experimentais e discutiram a
existéncia da comunicacdo bidirecional entre astrocitos e neurdnios,
contudo, ndo defenderam a modulagéo da sinapse por parte dos astrocitos.

Amiri, Bahrami e Janahmadi (2011), a partir de seus resultados,
concluiram que os astrdcitos regulam a “intensidade” da sinapse e que,
guando saudaveis, monitoram a atividade sinaptica apropriadamente,
atuando com um feedback adequado. Todavia, esses autores nao
estudaram os astrécitos em rede, e sim, individualmente.

2.5.6 Consideragdes gerais

Os modelos existentes na literatura para a sinalizacdo de célcio
nos astrocitos, embora ja tenham contribuido para a discusséo do papel
desempenhado por essas células no processamento da informacéo
cerebral, ainda apresentam possibilidades de melhoria e discusséo. Dentre
elas, destaca-se a utilizagdo de uma geometria mais plausivel
biologicamente, uma vez que essa célula é bastante irregular e o fato de
ela contatar sinapses distantes do ponto em que o sinal foi iniciado pode
ser uma das chaves para verificacdo da contribuicdo dos astrocitos na
transmissao sinaptica.

Outro ponto interessante é que, nos modelos apresentados na
literatura, os fluxos de entrada e saida do fluido intracelular s&o
computados no balango de massa como se ocorressem em todo o dominio
citosolico, todavia eles ocorrem em regibes especificas das células. Além
disso, as equacdes que descrevem esses fluxos, em sua maioria, sdo de
cunho empirico. Uma alternativa seria considerar os fluxos como
condicdes de contorno e elaborar equacdes fenomenoldgicas que o0s
descrevam.

Outra questdo seria a realizagdo de balancos de massa
fenomenoldgicos para os compostos que sdo influenciados pela
sinalizacdo de calcio, tais como ATP e glutamato. Estudar a forma e a
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guantidade com que sao liberados nas fendas sinapticas é outro aspecto
para melhor compreensdo da atuacéo dos astrocitos nas sinapses.

Vale ressaltar que a descricdo de uma Unica célula muito
provavelmente ndo permite a conclusdo absoluta sobre o papel dos
astrdcitos no processamento da informacéo cerebral, uma vez que o todo,
nesse caso, ndo é a soma das partes. Ou seja, quando se tem um conjunto
em operacdo, ele corresponde a atuacdo de cada elemento em particular
somado as interacGes entre eles. Todavia, ainda sim se faz necesséria a
compreensao da parte para que se faca inferéncias sobre o todo.

Nesse panorama, € fato que um modelo fenomenoldgico e
plausivel biologicamente, que represente uma Unica célula, mas que ela
seja colocada nesse contexto de rede, contribuiria significativamente para
a discussdo atual sobre o papel dos astrécitos no processamento da
informacdo. Deste modo, o presente trabalho visa preencher algumas
dessas lacunas para contribuir & solucéo dessa questao.
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3 MODELAGEM MATEMATICA

Apos a andlise dos fendmenos fisicos e biolégicos envolvidos na
sinalizacdo de célcio nos astrécitos, foi desenvolvido um modelo
matematico com o intuito de descrever sua dindmica. Este capitulo
destina-se a exposi¢do das hipdteses adotadas, das equagdes do modelo e
suas condicdes de contorno.

3.1 GEOMETRIA

A figura 13 apresenta a estrutura do astrocito que inspirou a
geometria utilizada no modelo.

Figura 13- Morfologia de um astrécito humano

Fonte: Placone et al. (2015).

A morfologia real desta célula é bastante complexa e pode
dificultar consideravelmente a elaboragdo do modelo matematico. Deste
modo, a idealizacdo de um corpo celular esférico contendo inimeras
ramificacOes cilindricas é uma aproximagao razoavel da estrutura celular
do astrdcito e facilita a descricdo matematica do dominio de calculo. Por
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outro lado, muitos dados séo obtidos em experimentos com culturas de
astrdcitos semeados em monocamadas, resultando em uma distribuicéo
bidimensional destas células. Para este caso, as geometrias esféricas e
cilindricas sdo inapropriadas, pois elas implicam na necessidade de
variacdo em trés direcOes espaciais. Deste modo, para o modelo
bidimensional, prop6s-se que tanto o corpo celular quanto as ramificagdes
correspondem a prismas retangulares e que as ramificagdes sdo
conectadas umas as outras por pequenos prismas retangulares, aqui
denominados conexdes. Exemplos das duas representacdes podem ser
vistas na figura 14.

Figura 14 - Estruturas utilizadas para modelar redes de astrécitos. (a)
tridimensional, mostrando corpos celulares de dois astrocitos. (b) bidimensional,
mostrando um astrécito com suas ramificagGes.

Ramificagdes

e

— ‘ —
e
L

Fontes: (a) Blender Artistis (2015), (b) desenvolvida pelo autor.

Além da geometria celular, é necessario definir a geometria do
reticulo endoplasmatico, pois 0 mesmo é umas das pecas chaves para a
sinalizacdo de célcio. O reticulo consiste em uma rede de tubos que
envolve o nucleo celular, conforme ilustrado na figura 15. Dada sua
complexidade estrutural para ser modelado de forma continua e
macroscopica, optou-se por uma simplificacdo que ainda mantivesse
razoavel significado biolégico. Considerou-se o nicleo centralizado no
corpo celular, cuja geometria corresponde a um prisma retangular, e o
reticulo endoplasmético envolvendo-o, seguindo o0 mesmo padréo
geométrico.
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Figura 15 - Desenho esquematico do interior de um astrocito. Os reticulos
contornam o nucleo celular, exigindo, para um modelo continuo e macroscopico,
uma simplificacdo estrutural.

Relicyinduibty

| I J Canbrossoma ) Matriz Extracelular

Famemnios de

Aibericharmod
Agarata to Fizmenos Momama
Croig Irrracinios Fras—dtcn)

Ntcleo RE Mitocbncring

Fonte: adaptado de Alberts et al. (2008).
3.2 VARIAVEIS E DEPENDENCIA FUNCIONAL

A partir da revisdo bibliogréafica realizada, assumiu-se que as
principais variaveis envolvidas na sinalizacdo de calcio nos astrécitos
seriam as concentragGes citoplasmaticas de IP; (C;p,) € de calcio (CCaZ.*;)

CLi

e a concentracdo de calcio no reticulo endoplasmatico (Cca?é)'

Considerou-se que o citosol ndo é homogéneo, ou seja, as
varidveis em seu interior sdo funcdes de duas direcBes espaciais no
modelo bidimensional: x e y. Além disso, essas variaveis sao fungdes do
tempo.

Em funcédo da pequena espessura do reticulo e sua distribuicao
uniforme em todas as dire¢bes do corpo celular, o interior do reticulo
endoplasmatico foi considerado homogéneo, ou seja, as concentragdes em
seu interior ndo variam espacialmente, apenas ao longo do tempo.

3.3 FENOMENOS E BALANCO DE MASSA
Assumiu-se, para a elaboracdo do modelo matematico, que a

sinalizacdo de célcio é influenciada pelos fen6menos ilustrados
esquematicamente na figura 16.
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Figura 16 - Esquema dos fendmenos considerados para 0 modelo matematico.
Membrana celular - ativagdo dos i — GluRs e m — GluRs; passagem através de
juncdes comunicantes; atuacdo da bomba e dos canais passivos. Reticulo
endoplasmaético - abertura de canais pelo IP3; atuagdo da bomba e canais
pzi\ssivos.

Huunnia
- Sraphion

Fonte: desenvolvida pelo autor.

A partir da definicdo das variaveis e de sua dependéncia
funcional, além da suposi¢do dos fenbmenos nos quais estdo envolvidas,
é possivel construir as equacGes matematicas que descrevem suas
dinamicas.

O modelo do presente trabalho baseia-se na propriedade de
conservacdo da massa em determinado volume de controle (V.C.), que
pode ser representada genericamente conforme a equacao (36):

Taxa de Taxa de Taxa de ( Taxa~ de
aumento | _ ) entrada saida de geragao ou
= — + 1 consumo (36)
de massa de massa massa de massa
noV.C. noV.C. noV.C. k }
noV.C.

O fluido citoplasmético e 0 RE apresentam diferentes volumes
de controle, o que resultard em equacdes distintas para cada um deles,
como podera ser observado nos itens a seguir.
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3.3.1 Fluido Citoplasmatico — Ca** e IP4

O fluido citoplasmatico, ou citosol, preenche uma grande parcela
dos astrdcitos, desde os prolongamentos até o corpo celular, contornando
estruturas tais como o nlcleo, o aparato de Golgi e o reticulo
endoplasmatico. Ele é formado por uma solugdo aquosa, composta
principalmente por proteinas, sais minerais e agucares. A solugdo forma
um meio coloidal, semifluido, no qual estdo suspensas organelas e outras
estruturas que dificultam a movimentacéo livre dos ions e das moléculas.
Neste meio, o principal mecanismo de transferéncia de massa é o difusivo
(STANFIELD, 2013 e HOFER; VENANCE; GLAUME, 2002).

Em funcdo da variagdo espacial existente no citosol, os fluxos
ilustrados na figura 16 ndo influenciam todos os volumes de controle, ou
seja, eles contribuem apenas aqueles que estdo nos contornos do dominio.
Deste modo, ndo sdo computados no balango de massa, e sim como
condicdes de contorno.

Apo6s essas consideragdes, € possivel traduzir genericamente a
equacao (36) a linguagem matematica, expressando-a em termos molares,
conforme a equacéo (37) (BIRD et al., 2012):

aC'
j c E 7
Fr vA(DiC) + ) v (37)

Sendo que v; corresponde a qualquer fendmeno de produgéo ou
degradacgdo do componente j que ocorra no volume de controle.

Além disso, é razoavel assumir que a difusividade ndo varia
espacialmente. Deste modo, a equacdo (37) é reescrita, dando origem a
equacéo (38), que descreve a dindmica tanto da concentragdo citosolica
de IP; quanto de Ca?* nos astrocitos:

ac; Z
] _
E = D]VZ(C]) + ‘Uj (38)

Para 0 modelo bidimensional, o corpo celular, as ramificagdes e
as conexdes sdo prismas retangulares. Consequentemente, utilizou-se
coordenadas cartesianas para ambas as regides e, deste modo, a dindmica
das concentracdes em seu interior pode ser descrita pela equagéo (39):

aC' aZC' aZC'
J J J
_t_Dj_2+Dj_2+ E v; (39)
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O célcio e 0 IP; ndo apresentam nenhum fendmeno de produgéo
ou degradacdo no volume de controle, ou seja, Y. VeaZt = 2 vp, = 0.
clL

3.3.2 Reticulo endoplasmatico — Ca?*

O reticulo endoplasmético, diferentemente do citosol, é
homogéneo e, portanto, as varidveis em seu interior sdo independentes da
posicdo. A implicagdo direta dessa consideracdo é que os fluxos nele
considerados, embora acontegcam nos contornos, sdo computados no
balanco de massa.

Deste modo, a equagéo que descreve o perfil de concentragdo em
seu interior é dada pela equacéo (40)

dCC 2+
VRE # = Z vcaIZQ-E' (40)

Sendo que ZVCafut- corresponde ao somatério dos fluxos que

contribuem para a varia¢do massica do calcio no reticulo endoplasmatico.
O modelo proposto nesse trabalho considera que a variagdo da
concentracdo de célcio no RE depende da atuacdo das bombas e canais
passivos, assim como da abertura de canais pelo IP;. Sendo assim, a
equacao (40) é reescrita conforme a equagéo (41).

dC, 2+
Vg ——2RE — ,RE  _ 1,RE — vy (41)
RE dt — Ybomba passivos liberacgdo

Agora, tendo o balango para todas as regides e componentes,
pode-se elencar as equacgdes que compdem o modelo matematico da
sinalizacdo de célcio nos astrécitos para o0 modelo bidimensional (quadro
1).
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Quadro 1 - Lista das equac¢des do modelo que visa descrever a dinamica do calcio
nos astrocitos.

Variaveis Balanco de massa
9Cip 0%Cip,  0°Cyp
0C 2+ 82C6a2_+ aZCCaz,+
Cag e DC“E‘;{ oz ay? t (43)
dC 2+
2 Ca
CaR-'E: Vre dtRE = l}}oEmba - vggssivos — Vliberagso (44)

Tendo discutido os modelos, torna-se necessario definir as
condicdes de contorno para as equacdes (42) e (43). Como as condi¢des
de contorno envolvem equagdes especificas para os diferentes fenémenos
envolvidos na sinalizagdo de célcio (ativagdo de receptores, passagem de
Ca?* através de canais, producdo e degradacdo do IP;), estas serdo
descritas antes de se discutir aquelas. Além disso, 0s termos vy;perqcios

vEE a € v{fﬁssms, presentes na equacdo (44), devem ser especificados.
3.4 FLUXOS DE CALCIO NAS MEMBRANAS
3.4.1 Fluxo de calcio através das bombas

Dentre as propostas apresentadas na literatura para descrever o
fluxo de célcio resultante da acdo das bombas na membrana do RE, a de
Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006), explicitada na equagéo (45), se destaca
pela sua coeréncia com relagdo ao fendbmeno em questao.

2
RE RE CCazt
j— CL
Vbhomba = kpompa (45)

sat 2 2
kbomba +C(;agi+t

A equagdo (45) foi construida a partir do raciocinio que a
concentracdo de célcio intracelular estimula a operacéo da bomba, mas ha
um limite fisico para isto, a partir do qual a bomba nao depende mais
dessa concentragéo. Deste modo, ha uma constante de saturagéo, k32t

bomba-*
O expoente da concentracdo € 2, uma vez que esse tipo de bomba
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transporta dois fons de Ca?* simultaneamente, conforme pode ser
observado na figura 17.

Figura 17 - Esquema ilustrando o mecanismo de funcionamento das bombas de
Ca**.

[ATP]
Dominio

Acido ativador
aspartico

Dominio
de fosforilagaa

aspartico
fosforilado

sitio para ligago de 2((3&2 )

Citosol

RE

Fonte: Adaptada de Alberts et al. (2002).

A equacdo (45) foi proposta para um modelo homogéneo, sendo
incorporada, portanto, a equacao do balango de massa. Por outro lado, no
presente trabalho, o fluxo através das bombas fara parte das condices de
contorno, o que implica na necessidade de se fazer uma pequena
adaptacdo da equacdo (45), cujo resultado pode ser observado na equagao
(46).

2
RE bomba,RE ; RE Cca2'+t
__ pbomba, ci
Ubomba = Acanais kbomba sat 2 2 (46)
kbomba + CCaZ"'

cit

A é&rea ocupada pelas bombas na membrana do reticulo
endoplasmético, A29™P@RE & constante e dada pela equagdo (47). A

canais

incorporacdo dessa area a equacao implica na mudanca das dimensdes do
parametro kRXE . . que agora sera expresso em termos de massa por area por

tempo.
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bomba,RE __ gbomba,RE {
Acanais - férea Area (47)

Sendo que "Area" corresponde a area perpendicular & direcio em
que ocorre o fluxo.

Os modelos encontrados na literatura, tais como o de Hofer,
Venance e Glaume (2002) e Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006), embora
tenham considerado a existéncia de um fluxo de saida de célcio através
da membrana celular, ndo especificaram o fendmeno ao qual esta
associado. Todavia, é fato que as bombas estdo presentes na membrana
citoplasmatica e sdo responsaveis pela restauracdo da concentracdo de
equilibrio de calcio no fluido intracelular (VERKHRATSK;
RODRIGUEZ; PARPURA, 2012). Deste modo, sua atuacio seréa levada
em conta no presente modelo.

A equacdo que descreve o fluxo de saida de calcio em funcédo da
atuacdo das bombas na membrana celular é analoga a equacédo para as
bombas do RE, uma vez que apresentam 0 mesmo mecanismo de
funcionamento. Ap0s essa consideracdo, é possivel escrever a equagdo
(48), que descreve o fluxo de célcio decorrente da atuagéo das bombas na
membrana celular.

2
Cl 2+
membrana _ Abomba,membrana kmembrana Cagit 48
Ubomba — “Lcanais bomba ksat 2 2 ( )
bomba + C(;a2+

cit

A &rea ocupada pelas bombas na membrana celular é dada pela
equacéo (49).

bomba,membrana __ gbombamembrana j
Acanais - férea Area (49)

3.4.2 Fluxo de célcio através dos canais passivos

A equacdo que representa o fluxo de célcio através dos canais
passivos presentes na membrana do RE foi inspirada na equacéao de Ullah,
Jung e Cornell-Bell (2006), explicitada na equagéo (50).

vggssivos = BVpassivos (CCa}ZHf: - CCa2+) (50)

cit
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Foi necessaria uma adaptacdo da equacdo (50), utilizada pelos
autores no balango de massa, para que pudesse ser computada no modelo
deste trabalho como condicdo de contorno. Essa adaptagdo baseou-se no
fato que o fluxo através dos canais passivos depende da area ocupada
pelos canais na membrana do RE, de um coeficiente de transferéncia de
massa e de um gradiente, conforme pode ser observado na equacao (51).

RE __ apassivos,RE; RE
Upassivos = A anais hpassivos (CCa,zQE - CCaEft) (51)

A érea de canais passivos na membrana do RE é dada pela
equacdo (52).

passivos,RE __ passivos,RE {
Acanais = firea Area (52)

Para a membrana celular, todos os modelos descritos na revisao
bibliografica consideram que h& uma corrente constante de entrada de
célcio na célula. Todavia, sabe-se que essa corrente deve-se a atuacao de
canais passivos tais como 0s existentes no reticulo. Deste modo, o fluxo
através desses canais pode ser descrito por uma equacdo analoga a
equacdo (51), que pode ser visualizada na equacéo (53).

membrana _ ,bassivos,membrana; membrana _
Upassivos = Acanais hpassivos (C(,‘aﬁnda Cmﬁ{;) (53)

A érea de canais passivos na membrana celular é dada pela
equacéo (54).

passivos,membrana __ gpassivos,membrana {
Acanais - férea Area (54)

3.4.3 Fluxo de célcio através dos canais abertos pelo IP;

A complexidade envolvida nos processos de abertura e
fechamento de canais i6nicos dificulta a descricdo matematica do fluxo
de calcio que atravessa os canais ativados pelo IP;. Algumas propostas
gue ja foram apresentadas na literatura serdo discutidas e, posteriormente,
a equacao sugerida no presente trabalho para descri¢do deste fenémeno
sera explicitada.

Os trabalhos mais relevantes a serem discutidos, dentre eles o de
Maio (2008), Li e Rinzel (1994) e Means et al. (2006), apresentam
formulagBes semelhantes uma vez que consideram que o fluxo depende
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de um coeficiente de transferéncia de massa, de uma funcéo que descreve
a abertura ou o fechamento dos canais e de um gradiente concentracéo,
conforme pode ser observado na equagéo (55).

funcao de

Viiberagio = { abertura e }{coeficiente} (CCa,%E - CCa?E) (59)
fechamento

O principal desafio para a descricdo matematica da abertura e
fechamento dos canais idnicos reside no fato de cada canal apresentar sua
prépria dindmica. Essa caracteristica traz duas possibilidades com relagédo
a forma como o fenémeno pode ser analisado: individual, considerando a
dindmica de cada canal e, deste modo, o conjunto corresponderia a soma
de todos eles; ou global, assumindo que o comportamento do conjunto de
canais pode ser descrito por uma funcéo. Means et al. (2006) optaram pela
primeira abordagem, enquanto Maio (2008) e Li e Rinzel (1994) optaram
pela segunda.

Para Means et al. (2006), que avaliaram a dindmica de cada canal
independentemente, s6 existem dois estados possiveis para 0s canais:
fechado (1) ou aberto (0). Deste modo, propuseram a fungéo descrita na
equacdo (56), que representa a quantidade de canais abertos ao somar o
estado em que cada um deles se encontra.

Ncanais

' d 1 .
cazltlzrir;egl())erios - 2 2 {1+ tanh[(t - taperewra) ]} —
i=1

(56)

1 .
5{1 + tanh[(t - t}echamento)n]}

th oreurq COrTesponde ao momento em que o canal passa a
permitir o fluxo e ibnico e, t}echamento, 0 momento em que esse fluxo
cessa. 7 controla o formato da tangente hiperbdlica. A figura 18 ilustra o
funcionamento da equacdo (56) em trés situacdes hipotéticas para 5
canais. O quadro 2 apresenta o0s tempos de abertura e fechamento de cada
canal para cada uma das trés possibilidades analisadas.
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Quadro 2 - Tempos de abertura e fechamento para trés situacfes hipotéticas
com 5 canais, em ms.

Canal Exemplo 1 Exemplo 2 Exemplo 3
i tzlzbertura t;echamento tzlzbertura t;echamento ttlzbertura t}echamento
1 1 6 2 7 2 7
2 1 6 2 7 3 8
3 1 6 3 8 4 9
4 1 6 4 9 5 10
5 1 6 4 9 6 11

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Figura 18 - NUmeros de canais abertos em funcéo do tempo para trés situagdes
hipotéticas utilizando o modelo de Means et al. (2006) e 7 = 8.

5 N ]

Nimero canais abertos

0 i 3 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
tempo (ms)
Fonte: desenvolvida pelo autor.

A partir do quadro 2, constata-se o principal inconveniente com
relacdo a utilizagdo do modelo de Means et al. (2006): a grande
quantidade de pardmetros decorrentes da necessidade de se saber o
momento exato de abertura e fechamento de cada canal. Por esse motivo,
a equagdo (56) ndo sera incorporada ao modelo deste trabalho.

Mesmo ndo utilizando-a, pode-se extrair uma informacao
bastante pertinente a partir da equacao (56). Quando aplicada a um grande
nimero de canais abrindo e fechando em momentos distintos, essa
equacéo permite concluir que a quantidade de canais abertos ao longo do
tempo pode ser aproximada por uma funcdo continua, como pode ser
observado na figura 19.
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Figura 19 - NUmeros de canais abertos em funcdo do tempo para 50 canais

hipotéticos utilizando o modelo de Means et al. (2006) e n=8.
60
—— Means et al. (2006)

50 LTSN, mmm— Distribuigdo normal

== Polindmio de 42 grau

£
a

Numero de canais abertos
[ ] ot
(=] [=]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
tempo (ms)

Fonte: desenvolvida pelo autor

Baseado nessa caracteristica, Maio (2008) prop6s a equacdo (57),
que indica a fracdo de canais abertos ao longo do tempo, a fim de
representar a dindmica de um conjunto de canais:

t

fragao de = e_tfechamento — e_tabertura (57)

canais abertos

trechamento € UM parametro que regula o decaimento da fungéo
€, tapertura, & ASCENSAO.

A necessidade de apenas dois parametros torna a equacdo (57)
significativamente mais viavel quando comparada a de Means et al.
(2006). Seu comportamento pode ser observado na figura 20.

Embora a equacdo de Maio (2008) seja mais conveniente quando
as informag@es sobre 0s canais sdo limitadas, ela ndo é fenomenoldgica.
O modelo de Li e Rinzel (1994), por sua vez, é baseado nos fenémenos
envolvidos na abertura e fechamento dos canais, tornando-se mais
adequado para a proposta do presente trabalho.
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Figura 20 - Comportamento da curva proposta por Maio (2008) para diferentes

valores de tfechamento € taberturu-
4+ fragio de canais abertos

abertura = 1 s; fechamento = 10 s

1 abertura = 5 s; fechamento = 10 s

0.8

0.61 \
.
Ll \
04 / 3
\ \

e ™
oz2ff 7 N T~ g

i TT— tempo(s)
0 10 20 30 40 50
Fonte: desenvolvida pelo autor.

0

A equacdo resultante das hipdteses estabelecidas por Li e Rinzel
(1994) pode ser observada na equacao (58).

C.>
Caa-*t'
C..r+d
Cacf{ 5

fracao de _[ Cip, ] h (58)

canais abertos Crp, +d4

h, que representa a inativacdo do canal, é dado pela equagéo
diferencial (59):

Q%
dh Q2+ Ceazy
E = 1 (59)

az (Qz + CCagi’;)

Sendo que Q- é dado pela equacéo (60):

Cip, + d1] (60)

=d
Q2 2 [CIP3 T ds

As constantes a,, d,, d3, ds sdo determinadas empiricamente.
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Para ilustrar o funcionamento da equacgdo (58), extraiu-se 0s
dados das concentracdes de Ca?* e IP; obtidas por Ullah, Jung e Cornell-
Bell (2006), que utilizaram a equacdo de Li e Rinzel (1994), e, a partir
desses valores obteve-se a curva da fracdo de canais abertos ao longo do
tempo, cujo comportamento pode ser observado na figura 21.

Figura 21 - Fracdo de canais abertos ao longo do tempo utilizando o modelo de
Li e Rinzel (1994) com base nos dados de Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006).

- - -Caz+
e IP3 0,16

— -+ Fracdo de canais abertos §

s 14 o I ST S, ] 014 %

T 19 et N e 0.12 _r%

21 N 7 2

8 1 / . , 0,1 §
il

£08 / \ 008 O

[ PRl \ s ) o

206 ya DY P 006 o

o N . e >

04 e — 7 Y - 0,04 wm

- ! A -_— - o

02 _- ot Noe e - 0,02
0 SeSSooTooTTTTTTTT 0
0 5 10 15 20
tempo (s)

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Pelo fato de o modelo de Li e Rinzel (1994) ser fenomenolégico,
ele pode ser utilizado apenas para receptores ativados por IP;. Uma
analogia poderia ser feita para receptores ativados por outros compostos,
todavia, a quantidade de pardmetros que precisariam ser estipulados
passaria a ser significativa, tornando essa alternativa questionavel. Deste
modo, optou-se por desenvolver uma equacdo que combine os modelos
anteriormente discutidos, mantendo parte da fenomenologia, mas
garantindo generalidade.

As consideracgdes realizadas para a proposta da equacao é que a
area de canais abertos é uma func¢do que incorpora diversos elementos: a
funcdo de abertura do canal, que depende do composto que ativa 0s
canais; a funcéo que corresponde & dindmica de fechamento do canal, com
dependéncia apenas do tempo; a area maxima desse tipo de canal, que
corresponde ao produto entre a &rea analisada e a fracdo dessa area
ocupada pelos canais em questdo. Toda essa frase aplicada aos canais
ativados por IP;, traduzida a linguagem matematica, pode ser escrita
conforme a equacéo (61).

canais area

Aliberagéo — g1P3 (C1P3 )f”)3 (t)fliberacéoArea (61)
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O produto g;p, (Cip,)fip,(t) deve ter um comportamento
semelhante a curva da fracdo de canais abertos da figura 21. Esse perfil
pode ser obtido a partir da proposicdo de uma funcdo de abertura
crescente e uma de fechamento decrescente. Retomando a ideia de Maio
(2008), supdem-se também que essas fungdes podem ser exponenciais,
ambas variando de 0 a 1.

Apos essa anélise, propdem-se a funcdo g,P3(C,P3), dada pela
equacdo (62). Vale ressaltar que essa funcdo é valida somente enquanto a
concentragdo de IP; for igual ou superior a concentracdo do regime
estacionario (Cyp,). Quando isso néo ocorrer, a fungdo 91P3(C1P3) assume
o valor zero.

1
1-— ,para(C;p, —Cjp.) =0
gIP3 (CIP3) = e[ktlz};irtura(clp3_c;1’3)] ( s IPB) (62)

0 ,para(C,p3 - C,*P3) <0

A funcdo f;p, (t), que descreve a dinamica de fechamento, pode
ser dada pela equacdo (63). Ela assume o valor zero durante um curto
intervalo de tempo em fungdo de a célula apresentar um periodo
refratério.

1

IP:
1= 1P3 IP3 i t parat < tfezhamento
fir, () = e{kfempo[(tfechamento+t05€ila€50*mr(m))’f” (63)
0, para t= t;ii‘hamento
1P, . .
feihamenw corresponde ao intervalo de tempo, a partir do

momento de abertura, necessario para o fechamento de todos os canais
ativados por IP; €, tosciiacaor @0 periodo dos ciclos de abertura e
fechamento.

Vale destacar que a curva de abertura proposta na equacéo (62)
funciona bem para o 1° ciclo. A partir do segundo, caso a C;p, ndo retorne
ao valor do regime estacionério, a curva de abertura ndo iniciara em zero.
Deste modo, adaptou-se esta equacéo a fim de que ela comece em zero a cada
ciclo, incorporando uma funcdo muito semelhante aquela de fechamento. A
funcdo de abertura, ap6s a adaptacdo, passa a ser descrita pela equacédo (64).

1 1
gIPg(CIP3) = {1 - e[kzigertura(clPS_Cng)]}{1 B e(t7t035ilﬂ950)}’para(C’P3 B CIPS) =0 (64)
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Finalmente, a equacdo que representa o fluxo de liberacdo de
calcio através de canais presentes na membrana do reticulo
endoplasmatico ¢é dada pela equacéo (65).

_ liberagao
vliberagéo - Acanais hliberat;éo (CCLUZ;E - Ccagit) (65)

3.4.4 Fluxo de célcio atraves de canais abertos a partir da ativacédo de
receptores ionotrépicos de glutamato

A equacdo (66), que representa o fluxo de entrada de célcio
através da membrana celular a partir da ativacdo de receptores
ionotrépicos pelo glutamato, é andloga a equacdo para os canais ativados
por IP;.

— AGLU
Ventrada = Acanaishionotrépicos (CCaJZ,;fnda - CCagit) (66)

A érea de canais abertos ao longo do tempo, ASLY .. foi
construida de forma analoga & A"27%*°  considerando que depende da

canais

funcéo de abertura do canal, da funcdo de fechamento e da area maxima
desse tipo de canal. Deste modo, a A%LY .- pode ser representada pelo

equacéo (67).

A%rl{ais = 9oL (CorLv) foLu (t)ﬂ;\%ZA,Tea (67)

A funcdo gy (Cery), que descreve a abertura do canal, pode ser
dada pela equacéo (68). Vale ressaltar que essa funcdo é valida somente
enquanto a concentragdo de glutamato for igual ou superior a
concentracdo do regime estacionario. Quando isso ndo ocorrer, a funcao
Jeru(Cery) assume o valor zero.

1 1
1- 1- ,para(Cery — Céry) = 0
gGLU(CGLU) = { e[k%ﬁ’rmm(&;w*%w)]{ e(t’toscilagéo)} p GLu GLu (68)
0 spara(Cey — Céy) <0

Ciy corresponde a concentragdo de glutamato na fenda do
regime estacionario.

A funcéo f;, (), que descreve a dinamica de fechamento, pode
ser dada pela equacéo (69).
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1
1

” ,para t< thELgLamentO

(
forw(@® = { (69)
{

GLU GLU ) i t _
{ktemro [(tfechame"w”"55”“‘?5‘0”m(tuscila(;au)) ¢
e
A

GLU
0 para t= tfechamento

tfrehamento COTESPONde a0 tempo em que Os receptores

ionotrépicos de glutamato estardo totalmente fechados.
3.5 FLUXOS DE PRODUCAO E DEGRADACAO DE IP;
3.5.1 Producéo de IP5

O IP; é produzido devido ao acoplamento do glutamato ao
receptor metabotrdpico na membrana celular. Além disso, sua produgédo
depende da concentracdo de célcio intracelular, pois 0 mesmo mantém a
ativacdo da proteina efetora. Uma das propostas existentes na literatura
gue computa esses dois fendmenos é a de Ullah, Jung e Cornell-Bell
(2006), apresentada na equacao (70).

n
Céiu Crg2+

v 50 =V, v > (70)
produgao g n n 7
kg" + Cory keazt + Cegt

A equacdo (70) necessita ser adaptada a fim de ser incorporada
como condicao de contorno. Além disso, considerou-se inadequado que
os dois termos da equacdo (70) fossem somados, uma vez que, se a
concentracdo de glutamato na fenda é zero, ainda se teria produ¢do do
IP;, 0 que ndo ocorre na realidade. Deste modo, prop0s-se que esses
termos deveriam ser multiplicados. A partir dessa analise, construiu-se a
equacdo (71) para representar o fluxo de producéo do IP;.

n
. _Aprodugéok CGLUfendﬂ CCa?; 71
VUprodugdo = Acanais produgao k% +CP ke, +C, 2+ ( )
GLU GLUfenda Ca Cagie

A érea de canais, A7°%4* corresponde ao produto, descrito na

equacdo (72), entre a area analisada e a fracdo de area que os receptores
metabotrdpicos ocupam na membrana celular.

Apradugéa — prOdugéoA’rea (72)

canais area



7

3.5.2 Degradacéo do IP5

O IP; é degradado pelo metabolismo celular. Em fungéo da
complexidade desse processo, ele sera descrito por uma equagdo
simplificada, assim como a de Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006), que
assume uma cinética de degradacdo de primeira ordem, eliminando IP;
até que o valor de sua concentragdo retorne ao do regime estacionario. A
fim de que o IP; chegue ao reticulo, esse fluxo foi computado no préprio
reticulo e ndo em todo o volume celular. A equacdo a ser utilizada no
modelo é dada pela equagéo (73).

i d daci *
vdegradagéo = iArea érZ‘Zm agaohdegradagﬁo (CIP3 - CC,P3) (73)
3.6 CONDICOES DE CONTORNO

Diferentes condicdes de contorno foram utilizadas em diferentes
regides celulares, deste modo, elas serdo aqui especificadas de maneira
genérica.

3.6.1 Isolamento

A condicdo de isolamento corresponde, fisicamente, a
inexisténcia de fluxo através de uma determinada area. Matematicamente
pode ser representada conforme a equacgéo (74).

aC; _0
aul, = (74)

=uy,

Foram consideradas isoladas as areas laterais das ramificacdes e
as areas das conexfes sem contato com as ramificacdes. Eventualmente,
esta condigcdo também foi adotada para as extremidades das ramificacdes
em que ndo havia juncdes prismaticas.

3.6.2 Continuidade
A condicdo de contorno de continuidade esta atrelada ao fato de

que as concentragdes e fluxos sdo fungbes continuas, sem saltos, e pode
ser representada matematicamente pelas equacdes (75) e (76).
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a¢; _ G
Ju . Ou _ (75)
u=uy, u=uy,
Clomr =Gl oy, (76)

Essa condicdo foi utilizada para a intersecgdo entre ramificacoes-
conexdes e ramificagBes-corpo celular. Por apresentar uma peculiaridade,
seré discutida mais detalhadamente no préximo capitulo.

3.6.3 Fluxos de célcio na membrana do reticulo endoplasmatico

Os ions célcio atravessam a membrana do reticulo
endoplasmatico por, principalmente, trés mecanismos: canais abertos
pelo IP;, canais passivos e atuacdo de bombas. Esses trés fluxos séo
incorporados no proéprio balangco de massa do reticulo endoplasmatico.
Todavia, no balango de massa no citosol celular ele é visto como condicao
de contorno. A construgcdo matematica dessa condi¢do, explicitada na
equacao (77), esté relacionada ao fato que, tudo que chega por difusdo ao
reticulo, pode atravessa-lo por uma das trés possibilidades descritas
anteriormente.

RE RE i GCCaz;
_ ci
Viiberagao + Upassivos — Ybomba = Area DCagit ou (77)
u=uy,

Viiberagio: vggssivos € vl}fgmba sao dados pelas equagﬁes (65)! (51)
e (46), respectivamente.

3.6.4 Fluxos de calcio na membrana celular

Os ions calcio atravessam a membrana celular por trés
mecanismos: passagem através de canais abertos pelo glutamato;
passagem através de canais permanentemente abertos (canais passivos) e
atuacdo de bombas. Assim, sabe-se que, o fluxo massico que chega ou sai
por difusdo nessa interface é fruto da combinacao desses trés fenémenos.
A construcdo matematica dessa condicdo de contorno esté explicitada na
equacdo (78).
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. . ) 0Cq2
membrana membrana _ __ ci
Ventrada T Upassivos — Vbomba = —Area DCaiit ou (78)

u=uy,

Ventradar Vpnaniooe™®, € Vhsenta “"® sdo dados pelas equagdes
(66), (53) e (48) , respectivamente.

3.6.5 Fluxo de IP3; na membrana celular

A condicdo de contorno para o IP; nas ramificacbes estd
relacionada ao fato de que todo o /P; produzido se desloca por difusdo.
Deste modo, a representacdo matematica desta condicdo é dada pela
equacdo (79):

ou

u=uy,

VUprodugio = —Area Dp, (79)

Vprodugio € dado pela equacdo (71).
3.6.6 Fluxo de IP3; na membrana do reticulo endoplasmatico

A condi¢cdo de contorno para o IP; no reticulo é dada pela
equacdo (80), que considera que, o fluxo de IP; que chega por difusdo é
degradado.

0Cp,
Ju y

Vdegradagio = —Area DIP3 (80)

=uy,
Vgegradacio € dado pela equagdo (73).

Apbs a elaboracdo do modelo matematico, analisou-se a
possibilidade de resolvé-lo analiticamente ou numericamente.

Em funcéo de o corpo celular apresentar diferentes condigdes de
contorno em determinadas regides, conforme pode ser observado na
figura 22, ele deveria ser subdivido em 9 regibes para a solu¢do analitica.
Além disso, para cada uma das ramificacdes e conexdes seria proposta a
solucdo analitica. Como todas essas regiGes estdo acopladas pelas
condicdes de continuidade, seria possivel somente uma solucéao analitico-
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numérica para o problema. Em funcéo da complexidade envolvida para
esse procedimento, optou-se pela solugdo numérica.

Figura 22 - Subdivisdo do corpo celular necessaria para a proposicdo de uma
solucdo analitica para o0 modelo matematico.

Legenda:
1 —Isolamento
2 — Continuidade

(Ligacao com
ramificacédo)
1 2 1 3 — Continuidade
1 3 3 1 4 — Fluxos na
3 4 3 membrana do RE
2 a 4 2
L 3__ _3 ]
1
1 3 3 1
2 1

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Deste modo, o modelo matemético foi resolvido numericamente
através do método das diferencas finitas em um aplicativo computacional
desenvolvido utilizando a linguagem FORTRAN®), cujas peculiaridades
serdo discutidas no proximo capitulo.
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4 APLICATIVO COMPUTACIONAL

Foi desenvolvido um aplicativo computacional versatil para
resolver numericamente o modelo proposto para as ondas de calcio nos
astrdcitos a partir de estimulos glutamatérgicos. Sua construcdo permite
gue complexas geometrias sejam facilmente simuladas e apresenta certo
grau de liberdade com relagdo a escolha dos tipos de condicdes de
contorno adotadas. Deste modo, destinou-se esse capitulo para explicar
algumas potencialidades que possui e a forma como estdo descritas no
cédigo computacional.

4.1 ENTRADA DE DADOS PARA A GEOMETRIA

A fim de ilustrar o processo de construcdo da geometria no
aplicativo computacional, optou-se por um exemplo simples,
representado na figura 23.

Figura 23 - Exemplo de uma possivel estrutura de astrécito a ser resolvida no
programa computacional.

Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

A fim de se ter certa liberdade com relacéo a geometria escolhida
para representar os astrocitos, sua estrutura, ao invés de ser considerada
como uma forma Unica, foi dividida em prismas retangulares acoplados,
conforme pode ser observado na figura 24. Os prismas foram
classificados em trés tipos, dependendo de sua funcdo: ramificacdes (1 -
gue podem ou ndo estar em contato com sinapses), prismas de conexao (2
- conectam ramificagdes) e corpo celular (3 - local em que se encontra o
reticulo endoplasmatico).
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Figura 24— Representagdo planar da geometria do astrocito a) quando considerada
como uma estrutura Gnica e b) quando subdividida em diversos prismas
retangulares.

a) b)

= ]

1
’ ‘ T [ 1 3 1
1

Fonte: desenvolvida pelo autor.

O balanc¢o de massa foi resolvido individualmente para cada uma
das regides. Deste modo, cada uma apresenta condi¢des de contorno nos
pontos x,, x;. Vo € ¥, padronizados conforme representacdo na figura
25.

Figura 25 - Representacdo das posi¢des em cada regido para as quais é necessario
especificar as condic¢Ges de contorno. a) Ramifica¢des na horizontal e na vertical;
b) conexdes e corpo celular.

a) b)
XO
Yi Y.
Xy X Yo Yo X, X,
Yo Yo
XL
Horizontal Vertical

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Ap0s a decisdo da estrutura a ser considerada para a célula, as
regibes precisam ser numeradas. Uma das restricdes do programa é que
todas as ramificagdes devem ser numeradas antes dos cubos das conexdes
e do corpo celular. Isso se deve a forma como implementou-se a condicao
de contorno nos acoplamentos ramificagdo-conexao e ramificacao-corpo
celular, que serd discutida posteriormente. A numeracdo das regides da
figura 23 foi realizada conforme pode ser observado na figura 26.
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Figura 26 - Exemplo de numeragdo de uma geometria proposta para o astrécito.

Fonte: desenvolvida pelo autor.

No programa, had dois arquivos de dados que precisam ser
preenchidos para a criacdo da geometria. O primeiro deles, “structure01”,
requer que o usuario especifique o nimero da regido; o tipo (ramificacao,
conexdo ou corpo celular); suas dimensfes; o nimero de divisdes da
malha e as condi¢fes de contorno, cuja legenda pode ser observada no
quadro 3. Vale ressaltar que deve-se especificar o tipo de condicdo de
contorno para cada componente uma vez que podem ser distintas.

Quadro 3 - Legenda das condicdes de contorno que podem ser utilizadas no
programa computacional.

Numero da condicéo Tipo de condicdo de contorno
de contorno
2 Isolamento
3 Fluxo dos canais passivos, da bomba e outra
forma de fluxo de entrada
4 Fluxo dos canais passivos e da bomba
10 Acoplamento entre duas regides distintas

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Para a estrutura representada na figura 23, um exemplo do
arquivo de dados “Structure01” pode ser visto na figura 27.



84

Figura 27 - Exemplo do arquivo de dados "structure01" elaborado para a estrutura
de um astrocito representada na figura 23.

structurell.bt X

Region Geometry Dimensions (um) malha Bound. Cond. IP3 Bound. Cond. Ca
x ¥ xB xL w8 ylL xB  xL wB  xL

1 1 4.808 1.e8Da 1 3 18 2 2 3 1@ 2 2
2 1 4.808  1.8808 1 la 3 2 2 18 3 2 2
3 1 4.808  1.8808 1 la 1@ 2 2 18 1@ 2 2
4 1 4.808  1.80D0 1 3 1@ 2 2 3 le 2 2
5 1 4.808  1.8808 1 la 3 2 2 18 3 2 2
6 1 4.808 1.e8Da 1 1@ 3 2 2 18 3 2 2
7 1 4.808  1.8608 1 3 1@ 2 2 3 1e 2 2
8 2 1.8eD8 1.e8Da 1 1@ 18 18 18 18 1@ 18 18
9 3 8.0@D@  B.80D0 1 la 1o 18 18 18 le 1@ 1@

Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

O outro arquivo que precisa ser preenchido para a construcdo da
estrutura da célula é o “Network01”, que visa especificar a maneira como
cada geometria estd acoplada a outra. E necessario primeiramente
especificar ou um cubo de conexao ou um corpo celular e, posteriormente,
as ramificaces as quais estd acoplado, como pode ser observado na figura
28. Caso um dos seus lados ndo esteja conectado a nenhuma ramificacao,
o valor inserido no arquivo sera zero.

Figura 28 - Exemplo do arquivo de dados "Network01" elaborado para a estrutura
de um astrocito representada na figura 23.

Metwork(l bt <
Cube =8 vy@

8 1
9 3

Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

Apo6s a insercdo desses dados, as rotinas do programa se
encarregam da construgdo da geometria. Esse processo se da a partir da
ramificacdo “1” e, como o programa atribui um ponto de referéncia para
cada regido (localizado na extremidade superior esquerda), ele facilmente
monta o restante da geometria.

Deste modo, observa-se a facilidade com que geometrias
complexas podem ser inseridas no programa até mesmo por um Usuario
que desconhece os calculos nele realizados. Exemplos de possiveis
variaces poderdo ser observadas no proximo capitulo.
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4.2 ACOPLAMENTO ENTRE DIFERENTES REGIOES

No programa computacional desenvolvido, dentre os diferentes
tipos de condicdo de contorno possiveis, existe aquela que corresponde
ao acoplamento entre ramificacGes e conexfes ou ramificacdes e corpo
celular. A solugdo numérica para essa condicdo de contorno é uma
peculiaridade e sera melhor descrita nessa se¢éo.

Continuidade é o tipo de condicdo de contorno adotada para as
interfaces e € amplamente utilizada em diversos modelos matematicos.
Sua particularidade neste trabalho consiste na existéncia de diferentes
malhas para diferentes regides. Ou seja, no contorno, as malhas das
diferentes regides ndo se sobrepdem, conforme pode ser observado na
figura 29. Para contornar esse problema, deve-se criar pontos que se
sobreponham para que a concentracdo ou o fluxo seja igualado nesses
pontos.

Figura 29 - Exemplo de malha para o corpo celular e uma ramificagdo indicando
que, no contorno, elas ndo se sobrepdem.

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Antes de se discutir os procedimentos realizados pelo programa
para a condi¢do de contorno, deve-se entender as implicagdes diretas de
se considerar igualdade de fluxo (utilizada para as ramificacfes) ou de
concentracdo (utilizada para conexdes e corpo celular).

A igualdade de fluxo consiste em igualar os fluxos difusivos no
mesmo ponto para dominios diferentes. A discretizacdo dessas equacgdes
permite a criacdo de pontos imaginarios além do dominio analisado,
conforme pode ser observado na figura 30.
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Figura 30-llustracdo dos pontos criados além do dominio da ramificagdo como
uma ferramenta matematica para solugdo numérica através do método das
diferencas finitas.

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Quando o programa esta resolvendo uma ramificacéo e precisa
da condicéo de contorno do acoplamento, ele chama uma sub-rotina que
realiza os seguintes procedimentos:

a)
b)

c)
d)

e)

Calcula as coordenadas dos eixos x e y de um determinado
ponto imaginario;

Encontra os quatro pontos da malha do corpo celular ou da
conexao que o cercam, cuja representacdo pode ser vista na
figura 31;

Calcula a distancia de cada um dos pontos da malha ao ponto
imaginario;

Calcula a concentracdo média ponderada pela distancia dos
quatro pontos ao ponto imaginario;

Iguala a concentracdo do ponto imaginario a concentracdo
média calculada.
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Figura 31 - Representacdo do ponto imaginario e dos quatros pontos que o
circundam no corpo celular, utilizados para o calculo da concentragéo.

//_. Concentragdo média

. T —

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Para as conexdes e o corpo celular, quando o programa necessita
da condigéo de contorno de acoplamento, uma sub-rotina que realiza os
seguintes procedimentos é chamada:

a)
b)

c)

d)

€)

Calcula as coordenadas do eixo y de determinado ponto da
conexao ou do corpo celular na interface;

Encontra dois pontos da malha da ramificacdo que o cercam,
cuja representacdo pode ser vista na figura 32;

Calcula a distancia de cada um dos pontos da malha da
ramificacdo ao ponto para o qual estd sendo calculada a
condicéo de contorno;

Calcula a concentragdo média ponderada pela distancia dos
dois pontos ao ponto para o qual esta sendo calculada a
condicdo de contorno;

Iguala a concentracdo do ponto estudado a concentragéo
média calculada.
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Figura 32 - Representacdo do ponto imaginario e dos quatros pontos que o
circundam no corpo celular, utilizados para o calculo da concentragéo.

5

Concentracdo média

Fonte: desenvolvida pelo autor.

Para a ramificacdo, é criado um ponto imaginario, que pode ser
calculado na sub-rotina para o tempo presente. Para as conexdes e 0 corpo
celular, por sua vez, o ponto calculado pertence ao proprio dominio e deve
ser calculado para o tempo futuro. Como este ultimo depende do valor
daquele, as ramificagdes devem ser calculadas primeiramente.

4.3 CONSIDERACOES GERAIS

O programa desenvolvido é versatil no que diz respeito as
geometrias que podem ser resolvidas numericamente através do mesmo e
com relacdo a facilidade com que se modificam as condi¢des de contorno.
Além disso, é de facil tratamento, o que possibilita sua utilizagcdo por
leigos em modelagem matematica e simulagdo numérica. Sua
versatilidade e eficacia podera ser vista com mais propriedade no préximo
capitulo, cujo tema compreende a simulagéo de situacOes reais as quais
o0s astrdcitos foram submetidos e avaliou-se a resposta da simulagdo
numérica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo matematico proposto para descrever as ondas de célcio
em astrécitos induzidas por estimulos glutamatérgicos foi resolvido
numericamente para diferentes situagdes bioldgicas. Este capitulo
destina-se a especifica-las, discutir os resultados obtidos e compara-los
com os resultados experimentais encontrados na literatura.

5.1 APLICATIVO COMPUTACIONAL

O aplicativo computacional foi desenvolvido com o intuito de
possibilitar simulacdes com diferentes tipos de geometria. O usuario
insere as informagGes nas sub-rotinas “Structure01” e “Network01” e o
programa monta a estrutura desejada para a célula.

A figura 33 apresenta uma possiblidade de geometria que foi
construida no programa. Os arquivos que as geraram encontram-se no
Apéndice A.

Figura 33 - Exemplo de uma estrutura que pode ser montada no programa
computacional.

Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

Essa flexibilidade com relacdo a geometria permite que um
usuario, ao conhecer a estrutura de determinada célula, possa representa-
la 0 mais préximo possivel da realidade. Para demostrar essa
possibilidade criou-se a figura 34, que ilustra uma imagem real de um
astrdcito e uma aproximacdo dessa geometria que pode ser criada no
programa.
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Figura 34 — Comparagdo entre um a) astrécito real e uma b) geometria
desenvolvida no programa.

a)

b)

Fonte: a) ABCAM DISCOVERY MORE (2015), b) programa computacional
desenvolvido pelo autor.

Os arquivos que geraram a figura 34 encontram-se no Apéndice
A.

A potencialidade da forma como as geometrias sdo inseridas no
programa ndo se restringe a elaboracdo de geometrias complexas, mas
também se estende a possibilidade de se criarem redes de astrocitos, com
arranjos semelhantes a de redes reais, conforme pode ser observado na
figura 35.

Figura 35 - Exemplo de uma rede de astrdcitos a) real e b) que pode ser construida
no programa computacional desenvolvido.

Fonte: a) Fields e Stevens-Graham (2002), b) programa computacional
desenvolvido pelo autor.

O arquivo de dados que da origem a figura 35 pode ser
visualizado no Apéndice A.
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Outra tipica representacdo de rede de astrocitos pode ser
observada na figura 36a. Nesse tipo de rede ha mais conexdes entre as
células e elas sdo homogeneamente distribuidas. O aplicativo
desenvolvido neste trabalho também é capaz de criar uma estrutura
semelhante, conforme pode ser observado na figura 36b.

Figura 36 - Exemplo de rede de astrécitos a) disponivel na literatura e b)
desenvolvida pelo programa computacional desenvolvido.

a) b) | |
Astrocitos i

AN -+ H s

£

HT
i
1L
i

Fonte: a) Adaptada de Min, Santello e Nevian (2012), b) programa computacional
desenvolvido pelo autor.

Neur6nio

Deste modo, observa-se que o programa desenvolvido, de fato,
apresenta muita flexibilidade com relagdo a geometria celular e até
mesmo com relacdo a criagdo de redes complexas de células.

5.2 COMPARACAO COM RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Para cada situacdo especifica hA& um modelo e um conjunto de
pardmetros que visam descrevé-la. Todavia, ha parametros gerais, que
serdo considerados 0s mesmos para todos 0s casos e estes serdo descritos
separadamente.

5.2.1 Parametros globais

A concentracdo inicial de célcio citosolico e do reticulo
endoplasmatico foi considerada 0,1 uM e 10,3 uM, respectivamente.
Ambos os valores foram assumidos segundo os propostos por Ullah, Jung
e Cornell-Bell (2006). A concentracéo inicial de IP5 considerada foi a do
regime estacionario, também descrita por Ullah, Jung e Cornell-Bell
(2006).
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A concentracdo de calcio no meio extracelular ndo foi sugerida
por nenhum autor de modelo matematico para sinalizacdo de célcio nos
astrocitos. No presente trabalho considerou-se que é de 2 mM, visto que
esse é o valor no fluido extracelular do sistema nervoso (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2008).

O valor utilizado para o coeficiente de difusdo do /P; foi de
280 um?/s, assim como Hofer, Venance e Glaume (2002) sugeriram.
Para o célcio, o valor considerado foi de 35 um? /s (Ullah; Jung, 2006).

A fragdo volumétrica ocupada pelo reticulo foi estimada a partir
de dados fornecidos por Alberts et al. (2006). Os autores afirmaram que
o citosol celular ocupa 54% do volume total da célula. Deste modo, supds-
se que todas as organelas ocupam 46% do corpo celular. Como a fragdo
média celular ocupada pelo reticulo endoplasmatico é de 17%, a fracéo
de organelas que corresponde ao RE é de 37%.

Com relagdo a constante de saturagdo da bomba, k325, ., embora
Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) tenham-na especificado com o valor de
0,1 uM, refletiu-se sobre esse valor e o seu significado. A fim de facilitar
essa reflexdo, construiu-se as curvas da figura 37, cuja analise permite
concluir que, quanto maior o valor da constante de saturacdo da bomba,
maior é a concentracdo de célcio necessaria para saturd-la. Sabendo que
a operacdo da bomba ndo é prioridade para a célula, uma vez requer
significativo gasto energético, optou-se por utilizar uma constante de
saturacdo menor. Como para o valor de 0,01 uM a bomba ja estaria
praticamente saturada a concentracdo inicial de calcio, optou-se por
utilizar um valor intermediario, 0,05 uM.

Para coeficiente de Hill, n, utilizado na equacdo (71), assumiu-
se 0 valor 0,3, conforme recomendado por Ullah, Jung e Cornell-Bell
(2006). Para esta mesma equacdo ainda é necessario especificar valores
para as constantes de dissocia¢do de glutamato e calcio, kg, ; € keazz-

O valor utilizado para a constante k 42+ foi 0 mesmo de Ullah,
Cl

Jung e Cornell-Bell (2006), 1,1 uM. Para kg, €5Ses autores propuseram
o valor de 0,78 uM, que é incoerente com relacdo ao seu significado, uma
vez que esse valor corresponde a saturacdo dos receptores ionotropicos
pelo glutamato, cuja concentragdo varia entre 10 e 100 uM. Deste modo,
optou-se por utilizar um valor intermediario para saturagao, 50 uM.
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Figura 37 - Representacdo do efeito da mudanca no coeficiente de saturacdo da

bomba.
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Fonte: desenvolvida pelo autor.

kmembrana %

bomba,RE e
f bomba

Os pI’OdUtOS kbomba area
frombamembrana - empora  dependam da situagdo analisada,
estimados da mesma forma em todas elas: iguala-se o fluxo da bomba a
soma dos fluxos dos canais passivos e de liberacdo (RE) ou entrada
(membrana celular), pois considera-se que, nesse momento, a célula esta
em equilibrio. A equacdo que descreve o seu calculo na membrana do

reticulo é dada por (81) e na membrana celular, por (82).

sdo

t
5% e + CZ
k bomba RE bomba Caczt 81
bomba * area (vpassmos + vliberagéo) ( )
C2 oy
Cacip
2
kggﬁnba +C
b bomba,membrana __ b Caciy
kgé%;ana * érZa "= (v;r:les'rsnivzcslna + ventrada) (Czia (82)
caZ

O quadro 4 contém um resumo dos parametros que foram
utilizados para todas as situagdes que serdo descritas nas proximas secoes.
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Quadro 4 - Pardmetros globais utilizados no modelo.

Parametro Valor Fonte
Cea2t inicial 0,1 uM Ullah, Jung e Cornell-
cit
Bell (2006)
Cea2t inicial 10,3 uM Ullah, Jung e Cornell-
RE
Bell (2006)
Cip, inicial 0,16 uM Ullah, Jung e Cornell-
Bell (2006)
Cro2+ . 2 mM Bear, Connors,
extracetular Paradiso (2008)
Dz 35 um?/s | Ullah e Jung (2006)
Dyp, 280 um?/s | Hofer, Venance

Glaume (2002)

f organetas 0,46 Alberts et al. (2006)
[ reticulo 0,37 Estimado
kery 50 uM Avaliado segundo a
realidade biol6gica
kCaElf; 1,1 uM Ullah, Jung e Cornell-
Bell (2006)
n 0,3 Ullah, Jung e Cornell-
Bell (2006)
kS ba 0,05uM | Avaliado segundo a

realidade biolégica

area,RE

RE - Calculado ara o
kbomba* bomba p

equilibrio no inicio da

simulagéo
fmembrana i’ea'm‘-’mbmna - Calt_:lfla(_jo para o
omba equilibrio no inicio da

simulagéo

Fonte: desenvolvido pelo autor.
5.2.2 Uma célula em cultura

A primeira situagdo proposta para o estudo da validade do
modelo foi a de células astrocitéarias em cultura. Optou-se por analisar as
especificacdes e os resultados do experimento realizado por Ullah, Jung
e Cornell-Bell (2006). Os autores cultivaram astrdcitos das regides CA1-
CA3 do hipocampo de ratos. As células foram carregadas com o indicar
de calcio Fluo-3AM e perfundidas com uma solugdo salina contendo
137 mM de cloreto de sodio, 5 mM de cloreto de potassio, 3 mM de
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cloreto de calcio, 1 mM de cloreto de magnésio, 10 mM de HEPES e
20 mM de sorbitol. Posteriormente foram submetidas a uma solucéo
contendo 100 uM de glutamato.

A curva com os resultados experimentais apresentada pelos
autores pode ser observada na figura 38.

Figura 38 - Resultados experimentais de uma cultura de astrocito imersa em
solugdo contendo 100 uM de glutamato. A diferenca entre a curva continua e a
pontilhada é a célula para qual cada uma delas foi analisada.
1 T

40 4

Fluorescéncia

50 150 250 350
Tempo (1,8 s)
Fonte: Adaptado de Ullah, Jung e Cornell-Bell, 2006.

Os valores experimentais foram apresentados somente em
fluorescéncia e ndo foi disponibilizada a curva de calibracéo a fim de que
fossem convertidos em concentracdo de calcio, embora essa seja a
variavel avaliada no modelo proposto por Ullah, Jung e Cornell-Bell
(2006), conforme pode ser observado na figura 39.

E interessante destacar que, ainda que os autores tenham
afirmado que validaram o seu modelo, o resultado obtido para a oscilacéo
da concentracédo de calcio difere do resultado experimental. Isso porque,
experimentalmente, os picos ndo atingem sempre 0 mesmo patamar e a
fluorescéncia ndo retorna ao valor basal a cada ciclo.

O tipo de comportamento padronizado obtido por Ullah, Jung e
Cornell-Bell (2006) s6 é possivel em fungdo da simplicidade do seu
modelo, que ndo leva em conta a variacdo espacial das concentracdes de
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célcio e IP;, a complexidade da geometria dos astrdcitos e a localizagéo
especifica dos fluxos de entrada e saida do citosol. Além disso, os autores
ndo incorporaram em seu modelo fendmenos tais como a ativagdo dos
receptores ionotrdpicos de glutamato e a existéncia de bombas e canais
passivos na membrana celular.

Figura 39 - Concentragdes de calcio (linha continua) e IP5 (linha pontilhada)
obtida por Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) de acordo com o seu modelo
matematico.
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Fonte: Adaptado de Ullah, Jung e Cornell-Bell, 2006.

Conclui-se, portanto, que Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006)
conseguiram, a partir do seu modelo, descrever qualitativamente uma
situacdo ideal de sinalizacdo de calcio, onde o sistema é perturbado, mas
consegue retornar ao patamar inicial e repetir esse padrao
sequencialmente. Como esse tipo de comportamento em um sistema tao
complexo é invidvel, como pode ser observado na figura 38, far-se-a a
comparacdo dos resultados obtidos neste trabalho somente com o0s
resultados experimentais dos autores, destacando que ainda ha
dificuldade para comparagdo uma vez que um esta em fluorescéncia e
outro em concentragéo.

A fim de encontrar pardmetros coerentes para 0 modelo e valida-
lo comparando-0 com resultados experimentais, propds-se a geometria
para um astrécito conforme a figura 40.
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Figura 40 - Geometria do astrocito considerada para 0 modelo de um astrécito em
cultura.
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Fonte: desenvolvida pelo autor.

Quanto a concentracdo de glutamato, foram consideradas duas
situagdes distintas: a) concentracdo constante e igual a 100 uM; b)
concentragdo variando ao longo do tempo, em virtude da dinamica das
células em cultura. Deste modo, para a segunda hipétese, propbs-se que a
concentracdo de glutamato poderia ser representada pela funcdo descrita
na equacao (83).

2
CGLU = 55,0 + 45,0 sen (—

t+ 1,5n> (83)
oscilagdo

Como a concentracdo maxima é de 100 uM, considerou-se
razoavel propor que ela variaria em um intervalo entre 10 e 100 uM. O
periodo desta curva, t,sciiqcao, foi considerado 16,5 s uma vez que este €
o periodo que os autores Ullah, Jung e Cornell-Bell (2006) sugeriram para
oscilacdo de célcio na célula. Além disso, utilizou-se um atraso para que
a resposta fosse computada a partir de uma diminuicdo inicial da
concentragdo de glutamato.

A curva que representa a equacdo (78) pode ser observada na
figura 41.
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Figura 41 - Concentragdo de glutamato ao longo do tempo a qual os astrocitos
estdo submetidos.
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Fonte: desenvolvida pelo autor.

As constantes de abertura e fechamento foram estimadas de
modo a se obter o resultado qualitativo esperado para a dinamica dos
canais. Utilizando os valores de 0,1 uM~* para a abertura e 1,0 s~* para
o fechamento dos canais ativados por glutamato, obtém-se curvas de

abertura e fechamento, cujos comportamentos podem ser observados na
figura 42.

Figura 42 - Comportamento das curvas de abertura e fechamento para os canais
abertos por glutamato.
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Fonte: desenvolvida pelo autor.
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O produto entre as curvas de abertura e fechamento, que
corresponde a dindmica dos canais como um todo, pode ser observado na
figura 43.

Figura 43 - Comportamento do produto entre a curva de abertura e de fechamento
para os canais abertos por glutamato.
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Fonte: desenvolvida pelo autor.

Assumiu-se que o tempo para o completo fechamento dos canais
é de 14,5s. Esse valor foi estipulado de modo a se ter um periodo
refratario, nesse caso 2 s, suficiente para que a célula consiga
reestabelecer a concentracdo de célcio e IP; antes do inicio do prédximo
ciclo.

A constante de fechamento dos canais ativados por IP; € amesma
daqueles ativados por glutamato, 1,0 s~1. A constante de abertura, por
outro lado, sera 100 vezes maior, 10 uM~1, uma vez que a concentragéo
de IP; é da ordem de 100 vezes menor que a do glutamato.

As constantes associadas as velocidades de producdo e de
. producdo degradacgdo
decaimento do 1P3: producdo farea hdegradagéo * fairea )

foram ajustadas de modo que se obtivesse uma variagao de IP; na célula
satisfatéria com relacdo a liberagdo de célcio por parte do reticulo
endoplasmatico.
- - - RE
As constantes associadas aos canais passivos, hpgssivos *

ivos,RE ivos, b
flossoSEE o pmemprana  ghAsswosmemiTant foram ajustados de
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modo que se obtivessem fluxos de saida suficientes para que a célula e
aproximasse dos valores do regime estacionario dentro do periodo de
oscilacdo determinado. Apds esse célculo, pode-se calcular as constantes
associadas as bombas.
liberagio P
O produto hyiperacio * firea foi otimizado de modo que a

contribuicdo do reticulo para o aumento da concentracéo intracelular de
calcio fosse significativa.

Os valores adotados podem ser observados no quadro 5.

A dindmica de célcio e IP; para os parametros acima adotados,

considerando a concentragdo de glutamato variando ao longo do tempo,
pode ser observada na figura 44.

Figura 44 - Dinamica das concentracdes médias de Ca?* e IP5 na citosol celular
obtidas a partir da solugdo numérica do modelo proposto.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.



Quadro 5 - Parametros do modelo para uma célula em cultura.
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Parémetro Valor Fonte
k%gmmem 1,0s71 Escolha a partir
0
comportamento
qualitativo
desejado
}};ihamento 1,057t Escolha a partir
do
comportamento
qualitativo
desejado
ktalllzlgrtura 0,1 ﬂM_l Escolha a partir
do
comportamento
qualitativo
desejado
kf,’;,irtum 10 uM~1 Escolha a partir
do
comportamento
qualitativo
desejado
hionotr()picos & gfel{z 45,1074 — L Ajustado
S
duca .
produgao fg::augao 05.10-15 .umgl Ajustado
um#s
d daci m .
Raegadacio * Fapon 0 1.0 “T Ajustado
ivos,RE m -
hggsswos f g:l:;lm)s 0,07 MT A]UStadO
bomba,RE
Khomba * firea 0,9.10715 ”m;) : eC(?lzflllear?: PHEO
um?s
h;’rgrsr;lgjrocgna fg:les;ivos,membrana 14. 10-3 41 um AjU stado
S
kg:z:lnbb;ana fg:;?lba,membrana 3 e um;)l ec;d(l:ll;,lé?(lj: para o
um?s
lib a m m
hliberagéo * fé;eez'agao 0,5 MT Ajustado

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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A concentracdo de calcio no reticulo endoplasmatico pode ser
observada na figura 45.

Figura 45 - Concentragdo de Ca** no reticulo endoplasmatico.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

Observa-se que as curvas das figuras 44 e 45 apresentam
comportamento qualitativo coerente. A concentragdo de calcio comeca a
aumentar na célula em funcdo da entrada através dos canais ionotrépicos
e da liberagdo pelo reticulo endoplasmatico. Quando a producgéo de 1Py
diminui e os canais ionotrdpicos e metabotropicos desativam, a
concentracdo aumenta mais lentamente até que os fluxos de saida e de
retorno para o reticulo comegam a ser mais significativos, diminuindo a
concentracao intracelular de calcio.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo consistentes com
resultados experimentais apresentados por Ullah, Jung e Cornell-Bell
(2006), expostos na figura 38, uma vez que a concentragao de calcio ndo
mantém os picos em um patamar fixo, e sim 0s pontos de maximo decaem
ao longo do tempo.

Quando o sistema é analisado para longos intervalos de tempo,
percebe-se que ap6s um periodo de instabilidade, provocado pela
perturbacdo, o sistema passa a oscilar regularmente. Esse comportamento
pode ser observado no grafico da figura 46, que mostra o resultado das
concentraces citosodlicas de calcio e 1P; até 500 s.
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Figura 46 - Dinamica das concentracdes médias de Ca?* e IP5 na citosol celular

obtidas a partir da solugdo numérica do modelo proposto até 500 s.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

O comportamento das curvas de abertura e fechamento dos

canais ativados por IP; pode ser observado na figura 47.

Figura 47 - Curva de abertura, fechamento e o seu produto para um ponto da

me;mbrana do RE.
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A partir da figura 47, observa-se que a curva de fechamento parte
de 1 e decai a 0, onde permanece durante o periodo refratério.
Posteriormente, no proximo ciclo, ela retorna ao valor 1. A curva de
abertura, por sua vez, parte de zero e cresce até o proximo ciclo, quando
retorna a 0. O produto entre essas duas curvas satisfaz o desejado para
uma curva de abertura e fechamento de canais.

E interessante observar que o comportamento oscilatorio das
curvas de IP; e Ca?* é consequéncia das curvas de abertura e fechamento
e ndo da possivel oscilacdo da concentracdo de glutamato no meio
extracelular. Esse fato pode ser constatado a partir da observagdo das
figuras 48 e 49, que comparam os resultados das concentragdes de Ca?*

e IP5, respectivamente, para duas situagdes: concentracdo constante e
oscilatéria de glutamato.

Figura 48 - Concentragdo de Ca?* avaliada para concentracio oscilatéria e
constante de glutamato.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.



105

Figura 49 - Concentracdo de IP; avaliada para concentragdo oscilatoria e
constante de glutamato.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

A partir das figuras 48 e 49 é possivel verificar que, mantendo a
concentracdo de glutamato constante, eleva-se a concentracdo de Ca®* na
célula, justamente pela elevacdo da concentracdo de IP;. 1sso ocorre
porque, para o0 caso em que a concentracdo de glutamato é oscilatdria, a
equacdo que descreve a producdo de IP; aumenta e diminui
periodicamente. Para concentragdo constante, por outo lado, o termo de
producdo associado a concentracdo de glutamato permanece constante.

Vale destacar que a oscilacio da curva do IP; estd
intrinsicamente relacionada a contribuicdo do Ca?* na equagdo que
descreve sua producdo. Quando o termo da equacdo de producdo que
incorpora a concentragdo de Ca?* ndo ¢ incluido no modelo, a curva de
IP; passa a depender exclusivamente da forma como é considerada a
curva de glutamato, conforme pode ser observado na figura 50.
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Figura 50 - Concentracdo de IP5 para 0 caso em que a equacao que descreve sua
3
producdo ndo leva em conta a concentragio de Ca®*.
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E importante ressaltar que o modelo proposto neste trabalho
considera a contribuicdo dos receptores ionotropicos. Caso eles ndo
fossem considerados, a dinamica de calcio e IP; seria outra, conforme
pode ser observado na figura 51.

Figura 51 - Dindmica das concentracdes de Ca?* e IP5 na célula obtidas a partir
da solucdo numérica do modelo computacional desenvolvido.

0.8
Ca" na célula
——— IP; no corpo celular
0.6
=
= 4
=
[}
O 04
Cy]
On
o
= | \ =y
[} 7 1 \ -
Q - v ‘\ \ 7 \ 3y
g 0.2 . \ s \
6]
)
0 10 20 30 40 50 60 T0 80 20 100

Tempo (s)
Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.
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A diferenga entre os resultados obtidos levando em conta ou ndo
0s receptores ionotropicos € melhor compreendida quando se compara o
comportamento da concentragdo de /P5 para os dois casos, conforme pode
ser observado na figura 52.

Figura 52 - Concentragdo de IP3 com e sem a ativacdo de receptores
ionotrdpicos.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

Para 0 caso em que 0s receptores ionotrdpicos sdo ativados,
ocorre a entrada de célcio pelos canais da membrana celular, aumentando
a concentracdo intracelular de célcio, o que favorece a produgéo de IP;.
Consequentemente, os canais ativados por IP; sdo abertos. Quando 0s
receptores ionotrdpicos ndo sdo ativados, a concentracao intracelular de
calcio assume valores inferiores, conforme pode ser observado na figura
53. Deste modo, menos canais sdo ativados por IPs, resultando em menor
liberacdo de célcio pelo reticulo. A concentracdo de célcio no reticulo
para os dois casos pode ser observada na figura 54.
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Figura 53 - Concentragdo celular de calcio para ativacdo e ndo ativagdo dos
receptores ionotropicos.
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Figura 54 - Concentragdo de célcio no RE para ativacdo e nao ativacdo dos
receptores ionotrépicos.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

Observa-se na figura 54 que em nenhuma das situacGes o0 RE
consegue reestabelecer a concentracdo de célcio inicial. 1sso faz com que
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a quantidade disponivel para liberagdo diminua gradativamente. Deste
modo, percebe-se que uma das falhas do modelo é a inexisténcia de um
mecanismo eficiente de reposicdo de calcio ao RE, tal como a abertura de
canais transientes de potenciais acionados pela molécula de interacdo
estromal.

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que o modelo
proposto descreve a sinalizacdo de calcio nos astrcitos a partir de
estimulos  glutamatérgicos em concordancia com  resultados
experimentais disponiveis na literatura. Possiveis discrepancias podem
estar associadas a alguns fatores tais como a falta de informacéo sobre a
geometria da célula analisada; o desconhecimento da dindmica de
glutamato no meio extracelular; a falta de parametros disponiveis na
literatura; e, principalmente, a dificuldade de elaboracgdo de equagdes para
fendmenos complexos tais como abertura e fechamento de canais.

Embora a quantidade de pardmetros utilizadas no modelo seja
significativa, é importante lembrar que area de estudo ainda ndo esta
consolidada e depende do desenvolvimento de tecnologias que permitam
a realizaco de experimentos mais apropriados. Deste modo, esse modelo
contribui para a constatacdo de que tipos de experimentos poderiam ser
realizados e, a partir de sua realizagdo e definicdo dos parametros, o
modelo seria alimentado e corrigido. Esse ciclo continua até que se
obtenha um modelo que prediga a dindmica de célcio nos astrocitos
adequadamente e, a partir da mesma, possa se fazer inferéncias sobre a
funcdo desempenhadas pelos astrocitos no processamento da informacao
cerebral.

5.2.3 Rede de astroécitos

A fim de verificar o comportamento dos astrocitos em rede,
realizou-se a simulagdo de uma rede inspirada em um experimento
desenvolvido por Fields e Stevens-Graham (2002). Esses autores
disponibilizaram um video a partir do qual é possivel observar a onda de
calcio avangando nas células, conforme pode ser observado em quadros
retirados no video na figura 55.

As regifes iluminadas correspondem a locais onde a
concentragdo de calcio atingiu o limiar capaz de ser detectado por um
leitor de fluorescéncia.
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Figura 55 - Quadros retirados do video de Fields e Stevens-Graham (2002)
mostrando o avanco da onda de céalcio em uma rede de astrdcitos.

Fonte: adaptado de Fields e Stevens-Graham (2002).

A primeira etapa para a simulagdo da rede é a decisdo da
disposi¢do espacial adotada para as células e suas ramificacGes, que pode
ser observada na figura 56.
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Figura 56 - Rede de astrdcitos utilizada a) no experimento de Fields e Stevens-
Graham (2002) e b) na simulacdo realizada no programa computacional
desenvolvido.

Fonte: a) Fields e Stevens-Graham (2002), b) programa computacional
desenvolvido pelo autor.

A concentracdo de glutamato agora ndo varia em todo o meio
extracelular, e sim nas fendas sindpticas em que ocorre transmissdo
sinaptica. Deste modo, optou-se por alocar as sinapses em locais
especificos, identificados na figura 57 por pontos pretos. Além disso,
considerou-se que as sinapses ocorrem em momentos distintos, também
destacados nesta figura.

A concentracdo de glutamato do regime estacionario na fenda é
de 3 uM (DANBOLT, 2001). Considerando que uma média de 4000
moléculas sejam liberadas na fenda durante a transmisséo sinéptica e que
ela apresente um volume de 2,0.10°nm3 a concentragio atinge
4003 uM (ALLAM et al., 2012). Para representar essa variagdo, sup6s
uma curva senoidal para a concentracdo de glutamato. Essa curva €
interessante, pois, ao se desprezar a parte negativa, € possivel garantir um
periodo refratario para a célula. A figura 58 apresenta a curva de
glutamato e a parte sombreada corresponde a parte desprezada da curva.

O tempo de oscilacdo e fechamento dos canais deve ser coerente
com essa nova ordem de grandeza temporal. Deste modo, considerou-se
0 periodo de oscilacdo de 2 s e tempo de fechamento de 1,0 s que
corresponde ao momento em que a curva de glutamato retorna ao valor
do regime estacionario.
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Figura 57 - Rede de astrdcitos simulada computacionalmente. Os pontos pretos
indicam ramificagcGes de astrocitos que envolvem fendas nas quais ocorrera
transmissdo sinaptica.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.

Os parametros utilizados foram os mesmos descritos no item

5.2.2 com excegdo dos produtos kproaucio * fimo "% € Ruperacao *

liberagio —15 umol pm
fa’lrea , que assumem 0S valores 8.10 _mzs 5 ,

respectivamente. Essa modificacdo é necessaria, pois agora a variacdo de
calcio tem que atingir os mesmos patamares em um intervalo de tempo
menor.
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Figura 58 - Curva de glutamato na fenda.
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Fonte: desenvolvida pelo autor.

A figura 59 mostra o0 avanco da onda de célcio nos astrdcitos. As
células que estdo acesas (coloridas) atingiram um limiar acima de 5% da
concentracao inicial de célcio.

Observa-se que, para 0 modelo proposto, as ondas de célcio
apresentam um comportamento qualitativo coerente, pois avangcam ao
longo da rede adequadamente em um intervalo de tempo razoavel.

Vale destacar que, as células que acenderam antes de suas
conexdes acenderem, tiveram o inicial aumento da concentracdo
intracelular de célcio devido a liberacdo de céalcio do reticulo
endoplasmatico, corroborando a hip6tese que o IP; é o principal
composto que contribui para as ondas de célcio nos astrécitos.

Embora o tempo para propagacdo da onda tenha sido de 4,2 s,
enquanto o video de Fields e Stevens-Graham (2002) mostra um avango
em menos de 1 s, ainda sim é possivel afirmar que o modelo proposto esta
em concordancia com os resultados experimentais. A fim de melhorar
esse resultado seria necessario conhecer aspectos estruturais da rede de
Fields e Stevens-Graham (2002) tais como as conexdes entre 0s astrocitos
e as localizagbes da sinapse. A dindmica do sistema tais como a
localizacdo e 0 momento das transmissfes sinapticas.
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Figura 59 - Evolucéo da onda de célcio nos astrécitos obtida a partir do programa
computacional desenvolvido.
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Fonte: programa computacional desenvolvido pelo autor.
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Além disso, vale destacar que o artigo de Fields e Stevens-
Graham (2002) da énfase justamente ao papel do ATP na propagacao das
ondas de calcio nos astrdcitos, o qual nao foi incorporado ao modelo
proposto. Deste modo, caso esse composto fosse considerado, a onda
avangcaria mais rapidamente, possivelmente atingindo a escala de tempo
dos autores.
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6 CONCLUSAO

Um modelo matematico que descreve bidimensionalmente a
sinalizacdo de célcio induzida por estimulo glutamatérgico em astrécitos
foi proposto através de uma abordagem fenomenoldgica e bioldgica.
Alguns parametros do modelo foram extraidos da literatura e outros foram
ajustados. A partir desse ajuste foi possivel comparar os resultados do
modelo com um resultado experimental descrito na literatura e houve
coeréncia entre eles.

Evidentemente, os parametros do modelo necessitam ser
calculados a partir de resultados experimentais, que ainda sdo escassos na
area em estudo. Todavia, 0 modelo contribuiu para que se identificassem
essas necessidades, para posterior desenvolvimento de técnicas
experimentais.

Foi possivel também, a partir do modelo desenvolvido, verificar
a consisténcia de sua utilizacdo em redes de astrdcitos, predizendo o
comportamento de ondas de célcio em astrdcitos a partir de estimulos
glutamatérgicos. Essa abordagem é interessante, uma vez que o
laboratério em que a pesquisa esta sendo desenvolvida trabalha com redes
de neurdnios. Assim, essas redes poderdo, futuramente, ser acopladas e a
fungdo dos astrocitos no processamento da informacéo cerebral poderd
ser discutida com bastante propriedade.

O aplicativo computacional desenvolvido é versatil quanto as
geometrias a serem simuladas e as possibilidades de condigcdes de
contorno. Embora ainda esteja em construcdo, ja apresenta ferramentas
interessantes para analises diversas.

Deste modo, o presente trabalho representou um avango no
estudo sobre as ondas de célcio em redes de astrocitos, as quais ja foram
detectadas experimentalmente. Os resultados obtidos se assemelharam,
qualitativa e quantitativamente, aos dados existentes em artigos
experimentais recentes. Todavia, ainda hd muitas possibilidades de
melhora e avango na pesquisa, conforme explicitado a seguir.

6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar experimentos que permitam estimar 0s
parametros do modelo mais adequadamente;

e Elaborar um modelo tridimensional para as ondas de
célcio;

e Propor uma equacdo adequada para a descricdo da
abertura e fechamento dos canais i6nicos, uma vez que
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esse processo é bastante complexo e néo se encontra na
literatura equacdes adequadas e fenomenoldgicas.
Incorporar outros fendmenos no modelo, tais como a
ativacdo de receptores ionotropicos por ATP e abertura
de canais sensiveis & rianodiana na membrana do
reticulo endoplasmético;

Elaborar uma interface grafica mais simples, onde o
usuério possa desenhar a geometria (ndo mais escrevé-
la em sub-rotinas) e o programa a transforme nos dados
de entrada que ele necessita;

Criar um banco de funcbes que descrevam os diversos
fendmenos que os astrécitos participam a fim de que o
usuario possa selecionar somente agueles que deseja
considerar. A disponibilizagéo do aplicativo na internet,
que estd prevista para esse ano, contribuird para a
criacdo desse banco;

Melhorar a saida de dados do aplicativo de modo que se
tenha uma visualizagdo clara do avanco da sinalizagdo
de calcio;

Relacionar as ondas de calcio a liberagdo de compostos
no meio extracelular;

Incorporar os astrécitos em redes neuronais e verificar o
comportamento de ambas as células, permitindo, deste
modo, conclusdes mais concretas sobre as funcgdes dos
astrécitos no processamento da informag&o cerebral.
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APENDICE A - Arquivos de entrada para geracéo de diferentes
geometrias

Arquivo de entrada de dados para geracdo da geometria
representada na figura 33.

structureOl
Region Geometry Dimensions (um) malha Bound. Cond. IP3 Bound. Cond. Ca
X y x0 xL y0 yL xO xL x0 xL
1 1 4.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
2 1 5.0D0 0.70D0 1 100 3 2 2 10 4 2 2
3 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
4 1 5.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
5 1 3.0D0 0.70DO 1 100 3 2 2 10 4 2 2
6 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
7 1 3.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
8 1 5.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
9 1 4.0D0 0.70D0 1 10 3 2 2 10 4 2 2
10 1 5.0D0 0.70D0 1 10 3 2 2 10 4 2 2
11 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
12 1 3.0D0 0.70DO 1 3 10 2 2 4 10 2 2
13 1 3.0D0 0.70D0 1 10 3 2 2 10 4 2 2
14 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
15 1 3.0D0 0.70DO 1 3 10 2 2 4 10 2 2
16 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
17 1 3.0D0 0.70DO 1 100 3 2 2 10 4 2 2
18 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
19 1 5.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
20 1 5.0D0 0.70D0 1 100 3 2 2 10 4 2 2
21 1 4.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
22 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
23 1 3.0D0 0.70D0 1 100 3 2 2 10 4 2 2
24 1 4.0D0 0.70D0 1 10 10 2 2 10 10 2 2
25 1 3.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
26 1 5.0D0 0.70D0 1 10 3 2 2 10 4 2 2
27 1 5.0D0 0.70D0 1 100 3 2 2 10 4 2 2
28 1 4.0D0 0.70D0 1 3 10 2 2 4 10 2 2
29 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
30 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
31 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
32 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
33 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
35 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
35 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
36 2 0.70D0  0.70DO 1 10 10 10 10 10 10 10 10
37 3 8.00D0  8.00DO 1 100 10 10 10 10 10 10 10
Network01
Cube x0 yo xL yL
29 1 2 3 4
30 3 5 6 7
31 8 9 10 11
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Arquivo de entrada de dados para geragdo da geometria
representada na figura 34.

Region Geometry Dimensions (um) malha

structure01
X
1 1 5.0D0
2 1 5.0D0
3 1 8.0D0
4 1 5.0D0
5 1 8.0D0
6 1 10.0D0
7 1 30.0D0
8 1 20.0D0
9 1 8.0D0
10 1 5.0D0
11 1 3.0D0
12 1 3.0D0
13 1 5.0D0
14 1 8.0D0
15 1 5.0D0
16 1 5.0D0
17 1 10.0D0
18 1 10.0D0
19 1 5.0D0
20 1 5.0D0
21 1 5.0D0
22 1 5.0D0
23 1 8.0D0
24 1 5.0D0
25 1 5.0D0
26 1 5.0D0
27 1 5.0D0
28 2 0.70D0
29 2 0.70D0
30 2 0.70D0
31 2 0.70D0
32 2 0.70D0
33 2 0.70D0
34 2 0.70D0
35 2 0.70D0
36 2 0.70D0
37 2 0.70D0
38 2 0.70D0
39 2 0.70D0
40 3 8.00D0
Network01
Cube x0 y0 xL
28 1 0 3
29 0 5 4
30 7 0 8
31 0 27 9
32 11 10 12
33 8 0 13
34 15 14 16
35 19 17 0
36 21 0 19
37 0 22 21
38 23 18 24
39 24 25 0
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Arquivo de entrada de dados para geracdo da geometria representada na

figura 35.
structureOl
Region Geometry Dimensions (um) malha
X y
1 1 5.0D0 0.70D0 1 3
2 1 5.0D0 0.70D0 1 10
3 1 5.0D0 0.70D0 1 3
4 1 5.0D0 0.70D0 1 10
5 1 6.0D0  0.70D0 1 10
6 1 1.0D0 0.70D0 10
7 1 5.0D0 0.70D0 1 10
8 1 5.0D0 0.70D0 1 2
9 1 10.0D0 0.70D0 1 10
10 1 5.0D0 0.70D0 1 2
11 1 5.0D0 0.70D0 1 10
12 1 5.0D0 0.70D0 1 10
13 1 5.0D0 0.70D0 1 2
14 1 8.0D0  0.70D0 1 10
15 1 4.0D0 0.70D0 1 10
16 1 26.0D0 0.70D0 1 10
17 1 5.0D0 0.70D0 1 10
18 1 2.0D0 0.70D0 1 10
19 1 3.0D0 0.70D0 1 2
20 1 3.0D0 0.70D0 1 10
21 1 3.0D0 0.70D0 1 10
22 1 3.0D0 0.70D0 1 2
23 1 2.0D0  0.70D0 1 10
24 1 3.0D0 0.70D0 1 2
25 1 3.0D0 0.70D0 1 10
26 1 3.0D0 0.70D0 1 10
27 1 3.0D0 0.70D0 1 2
28 1 3.0D0 0.70D0 1 10
29 1 3.0D0 0.70D0 1 10
30 1 3.0D0 0.70D0 1 10
31 1 3.0D0 0.70D0 1 2
32 1 12.0D0  0.70DO 1 10
33 1 3.0D0 0.70D0 1 2
34 1 3.0D0 0.70D0 1 10
35 1 3.0D0 0.70D0 1 10
36 1 3.0D0 0.70D0 1 2
37 1 3.0D0 0.70D0 1 10
38 1 3.0D0 0.70D0 1 10
39 1 3.0D0 0.70D0 1 10
40 1 3.0D0 0.70D0 1 2
41 1 3.0D0 0.70D0 1 2
42 1 3.0D0 0.70D0 1 10
43 1 3.0D0 0.70D0 1 10
44 1 3.0D0 0.70D0 1 10
45 1 4.0D0 0.70DO0 1 10
46 1 10.0D0 0.70D0 1 10
47 1 10.0D0 0.70D0 1 10
48 1 14.65D0 0.70DO 1 10
49 1 24.35D0 0.70DO0 1 10
50 1 4.0D0 0.70D0 1 10
51 1 10.0D0  0.70DO 1 10
52 1 11.0D0 0.70DO 1 10
53 1 3.0D0 0.70D0 1 2
54 1 6.0D0  0.70D0 1 10
55 1 26.0D0 0.70DO 1 10
56 1 3.0D0 0.70D0 1 2
57 1 10.0D0  0.70DO 1 10
58 1 3.0D0 0.70D0 1 2
59 1 3.0D0 0.70D0 1 10
60 1 3.0D0 0.70D0 1 10
61 1 3.0D0 0.70D0 1 10
62 1 5.0D0 0.70D0 1 10
63 1 3.0D0 0.70D0 1 10
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