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RESUMO

A liberacdo de glutamato pelo astrdcito € um dos mecanismos da sinapse
tripartite pelo qual o astrécito modifica diretamente o sinal que chega nos
terminais pos-sinptico e pré-sindptico durante um potencial de ac&o.
Nesse local é realizado a modelagem matematica do glutamato
proveniente do astrdcito e do neurénio. A equacdo de Langevin é usada
para representar a movimentacdo de glutamato na fenda, j& que nas
condicdes da fenda sinaptica o glutamato ndo cumpre com a hipédtese do
continuo. Também é modelado matematicamente o fluxo do fon sédio,
principal responsavel pela despolarizacdo da membrana pos-sinéptica.
Séo realizadas vérias simulagdes nas quais se observam que somente o
glutamato astrocital é capaz de despolarizar a membrana pés-sinaptica em
5mV. Dessa maneira, verifica-se a capacidade do astrocito de
potencializar o sinal no neur6nio pds-sinaptico. A influéncia do astrécito
no neurdnio pré-sinptico é demostrada pelo aumento na probabilidade
da liberagdo do glutamato de vesiculas ancoradas. Comprova-se que com
a acdo do astrdcito esta probabilidade pode ser aumentada em até 60%
devido a acdo do astrocito. O tempo que o astrécito libera o glutamato e
a distancia relativa astrocito-neurdbnio é apresentado pela andlise
paramétrica das varidveis mais importantes do modelo, que sdo
determinantes para a existéncia ou ndo da influéncia do astrocito na
sinapse. Por fim, procura-se mostrar uma aplicacdo introdutdria do
modelo em alguns transtornos neuronais.

Palavras-chave: Sinapse tripartite. Gliotransmissores. Equacdo de
Langevin.






ABSTRACT

The glutamate release by the astrocyte is one of the mechanisms of the
tripartite synapse whereby the astrocyte directly modifies the signal
arriving at the postsynaptic and presynaptic terminals during an action
potential. In this work the mathematical modeling of astrocytal and
neuronal glutamate is performed. The Langevin equation is used to
represent the movement of glutamate in the cleft, since the continuum
hypothesis doesn’t apply to these conditions. The sodium ion is also
mathematically modeled, because it’s the main responsible for the
depolarization of the postsynaptic membrane. Several simulations are
performed in which it’s observed that astrocytal glutamate is able to
depolarize the post-synaptic membrane at 5mV. Thus, the astrocyte
ability to potentiate the signal in the postsynaptic neuron is shown. The
increase in the probability of glutamate release of anchored vesicles
shows that the astrocyte also influences the signal on the presynaptic
neuron. It’s found that this probability can be increased by up to 60% due
to the astrocyte action. A parametric analysis of the most important model
variables is accomplished. It’s shown that the glutamate liberation time
from astrocyte and the relative distance astrocyte-neuron define whether
or not there is influence of the astrocyte on the synapse. Finally, an
introductory application of the model to study some neuronal disorders is
shown.

Keywords: Tripartite synapse. Gliotransmitters. Langevin equation.
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1 INTRODUCAO

Processos hioldgicos envolvem fendmenos como reagdo quimica,
transporte de espécies, energia e quantidade de movimento, podendo
assim ser abordados pela Engenharia Quimica. Neste contexto, o
Laboratério de Neuroengenharia Computacional, NEUROLAB,
pertencente ao Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos, tem como foco o estudo dos processos cerebrais.

O cérebro possui um papel central no funcionamento do corpo
humano, comandando uma diversidade de processos ao mesmo tempo
complexos, rapidos e que exigem muita precisdo. Todas as operagdes
observadas a nivel macro sdo resultado do acoplamento das unidades
béasicas de comunicagdo no cérebro, chamadas sinapses quimicas.

Historicamente, se acreditava que a sinapse quimica tinha como
protagonistas somente dois neur6nios. Entretanto, desde o comeco da
década dos noventa, estudos mostram a participacdo ativa e importante de
um terceiro componente, uma célula glial chamada astrdcito, criando-se
assim o conceito de sinapse tripartite (ARAQUE et al.,1999). A partir
dessa descoberta, inlmeras pesquisas experimentais tém se dedicado para
desvendar com exatiddo a contribuicdo do astrécito. Mas, levando em
conta as pequenas dimensdes da regido em que ocorre a sinapse (~20nm),
ainda ndo é possivel identificar com precisdo todos os processos que
fazem parte da sinapse tripartite. Assim, a modelagem matematica e
simulagdo computacional aparentam serem técnicas (teis, para descrever
e prever os fendbmenos que compdem a sinapse tripartite.

A complexidade e o desconhecimento de varios mecanismos da
sinapse tripartite ndo permitem ainda que se tenha um modelo matematico
completo e preciso desta sinapse. Assim, é razoavel tentar entender em
detalhe alguns elementos da sinapse tripartite, que no futuro possibilitardo
propor um modelo confidvel global. Um elemento essencial da sinapse
tripartite € o0 neurotransmissor, responsavel pela comunicacdo do
neurbnio pré-sinaptico, com o pds-sinaptico e o astrocito na fenda
sinaptica. Entre os diversos tipos de neurotransmissores, o glutamato se
destaca, por ser o neurotransmissor predominante nas sinapses
excitatorias.

Varios modelos matematicos existem na literatura que retratam a
difusdo de glutamato na fenda sindptica. Mas pouquissimos consideram a
difusdo de glutamato proveniente do astrécito, que € um dos alicerces da
sinapse tripartite. Além disso, a maioria dos modelos consideram uma
abordagem continua da matéria para a difusdo de glutamato, a qual pode
ndo ser a mais adequada. O pequeno nimero de moléculas de glutamato
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(~4000) ¢ o principal fato que contribue para que a hipétese do continuo
comece a apresentar problemas neste cenario.

Neste sentido, o presente trabalho almeja apresentar um modelo
matematico discreto do glutamato neuronal e astrocital nas estruturas da
fenda sindptica mais importantes para a sinapse tripartite.
Complementarmente, um balango de s6dio na membrana pés-sinaptica
em conjunto com a dindmica do glutamato permitirdo calcular a variagéo
do potencial de membrana pds-sinaptica. Desta forma, possibilita-se
analisar a influéncia destas moléculas e das estruturas da fenda na
intensidade da sinapse tripartite, além de mostrar, neste mesmo contexto,
a viabilidade do conceito de sinapse tripartite.

1.3 OBJETIVO GERAL

Construir  um modelo matematico fenomenoldgico da
movimentacdo discreta de glutamato e da dindmica do sédio nas
estruturas de uma sinapse tripartite.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os fenbmenos mais importantes da sinapse tripartite
desde o ponto de vista da dindmica do glutamato e do sédio;
Delimitar o dominio de calculo desses fenémenos;

Desenvolver um modelo matematico;

Resolver numericamente o modelo matematico proposto;
Validar o modelo matematico;

Realizar um estudo da influéncia dos pardmetros mais
importantes do modelo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CONCEITOS BASICOS
2.1.1 Sinapse quimica

Todo processamento no sistema nervoso é realizado mediante
comunicacao entre neurbnios. Esta comunicacdo, chamada de sinapse,
pode ser elétrica ou quimica. A sinapse elétrica possui como caracteristica
uma membrana que junta dois neurdnios. Por outro lado, a sinapse
guimica apresenta um espac¢o extracelular, chamado de fenda sinaptica,
pelo qual atravessam 0s neurotransmissores para transmitir sinal para o
préximo neurdnio. No Sistema Nervoso Central, principalmente pelo
carater unidirecional, as sinapses quimicas prevalecem. Assim, no
presente trabalho, o objeto de estudo é o conjunto de processos que
integram as sinapses quimicas.

As sinapses quimicas podem envolver diferentes estruturas do
neurdbnio. A maior parte das sinapses excitatorias sdo axo-dendriticas, nas
quais constam o botdo do axbnio do neurdnio pré-sinaptico e o espinho
do dendrito do neurbnio pés-sinaptico. A sequéncia de processos das
sinapses quimicas esta representada na Figura 1.

O processo se inicia com a chegada do potencial de agdo ao
terminal pré-sindptico, que causa uma mudanca no potencial da
membrana pré-sindptica e, por consequéncia, sdo abertos os canais de
célcio dependentes de voltagem.

Entretanto, existe uma concentracdo de calcio no interior do
neurbnio menor do que no meio extracelular, assim, como os canais estdo
abertos, ocorre um fluxo de célcio para dentro da célula pré-sinptica. A
alta concentracéo intracelular promove a fusdo das vesiculas sinapticas —
organelas que contém o0s neurotransmissores, 0s quais sdo liberados a
partir da fusdo — na membrana pré-sinaptica. Posteriormente, 0s
neurotransmissores se difundem através da fenda sinaptica, até atingir a
membrana pos-sinaptica ligando-se a diferentes receptores, provocando
tanto abertura, como fechamento de varios canais idnicos. A entrada e
saida de ions no neurdnio p6s-sinaptico causa a mudanca no potencial da
membrana poés-sinaptica. Como o dendrito do neurdnio pdés-sinaptico
realiza a0 mesmo tempo muitas sinapses, o0 conjunto da contribuicdo de
cada uma delas determinard a formagdo ou ndo de um potencial
excitatorio pos-sinaptico (PURVES et al., 2004).
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Figura 1: Sequéncia de passos da sinapse bipartite.

@ Potencial de acao A despolarizagao
no butao gerado abre canais de
pelas aberturas de Calcio

canais de sodio

Botao
pre-sinaptico

Espinho
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Ocorre elevacao de O Calcio se liga a O Glutamato passa
Calcio em um sinaptotagmina atraveés do poro de

micro dominio que causa a fusao e se difunde
abertura do poro na fenda .

b do

Abertura de canais
AMPA e NMDA

Fonte: Adaptada de Lisman, Raghavachari e Tsien (2007).
2.1.2 Sinapse tripartite

As células da glia sdo células ndo neuronais do sistema nervoso.
Este tipo de célula tem como funcéo dar suporte as células “principais”,
chamadas neurénios. Entre suas atribui¢fes estdo: a manutengdo do meio
ibnico dos neurdnios, modulacdo da taxa de propagacao do sinal nervoso,
modulacdo sindptica mediante a captacdo dos neurotransmissores
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presentes na fenda sinaptica e auxilio na recuperacéo de lesGes neurais.
Existem trés tipos de células gliais, os astrocitos, oligodendrocitos e
microglia. Classicamente a principal funcdo dos astrécitos é a
manutencdo de um ambiente quimico apropriado para a transmissdo de
sinal neuronal (PURVES et al., 2004).

A descrigdo supracitada corresponde a caracteristica tradicional da
sinapse, na qual os neurdnios pré e pds-sinaptico sdo 0s principais na
comunicacdo cerebral. Por outro lado, desde o comeco da década de
noventa, surgiram muitas evidéncias indicando que o astrocito deve ser
considerado o terceiro integrante das sinapses quimicas, esta teoria €
chamada de sinapse tripartite.

De acordo com Santello e Volterra (2009), as primeiras evidéncias
vieram por duas observacfes: (1) a liberacdo de neurotransmissores
durante a sinapse provoca a elevagdo do célcio intracelular no astrdcito,
(2) o aumento de célcio estimula a liberacdo de transmissores quimicos
desde o astrécito.

A primeira observacdo foi feita por Cornell-Bell et al. (1990). Seus
estudos mostram que a ligagdo do glutamato aos receptores dos astrocitos
promove o aumento de célcio intracelular, que serve para a sinalizagdo de
longo alcance entre os astrocitos.

Em relacdo a segunda observacao, hd mais de quarenta anos sabe-
se que as células glia podem liberar neurotransmissores (VILLEGAS,
1972), mas somente na década de noventa que foi provado, a partir de
experimentos, que a liberacdo de neurotransmissores acontece devido ao
aumento de célcio intracelular (PARPURA et al., 1994).

Apos diversos estudos, em 1999, foi adotado, pela primeira vez, o
nome de sinapse tripartite, e Araque et al. (1999) descreveram uma
completa comunicacédo bidirecional entre os dois neur6nios da sinapse e
0 astrocito envolvido. A Figura 2 representa esta nova concep¢do da
sinapse. A seta preta continua representa a sinalizacdo neurdnio-astrécito,
dada pelo neurotransmissor que sai do neurdnio e atinge receptores do
astrocito que incrementardo seu calcio intracelular. Este aumento de
calcio produzira ondas de calcio que se propagaram por outros astrdcitos,
formando a sinalizacdo astrocito-astrdcito (seta preta tracejada). Em
resposta ao aumento de calcio, 0s astrdcitos podem liberar glutamato que
ao atingir os neurdnios, podem aumentar seu calcio interno, sua atividade
elétrica ou modular a transmissdo sinaptica, dando existéncia a
sinalizacdo astrdcito—neurdnio (seta cinza).
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Figura 2: Sinapse tripartite. Esquema da comunicagdo bidirecional entre o
astrcito e os neurdnios.

.—4+ ® <« Neuronios

x’ \*”’ ‘\
( _..E...“G.. >

,4/ Astrocitos
)/ T % \/
[ AN s

A A,
.—4 Neuronios

Fonte: Adaptado de Araque et al. (1999).

Mais de uma década depois, foram realizadas diversas descobertas
acerca da sinapse tripartite. Entre as principais estdo compostos quimicos
envolvidos, receptores participantes e novas funcdo de modulagéo.

Uma nova perspectiva da sinapse tripartite ¢ demonstrada na figura
3. Cada um dos processos sera discutido nas se¢des seguintes.

Figura 3: Desenho esquematico do mecanismo de regulagdo glial na transmisséo
sinaptica.
Pré-sinaptico

Pos-sinaptico

Fonte: Adaptada de Noori (2011).
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2.1.3 Glutamato

Os neurotransmissores sd0 0s mensageiros na sinapse quimica.
Existem dezenas de neurotransmissores para cumprir as diversas fungoes,
com dindmicas temporais também diferentes. Estas moléculas tém as
seguintes etapas durante a sinapse: sintese, empacotamento, liberacéo,
difuséo e recaptura ou degradacéo. Estes processos serdo abordados nas
préximas sec¢des.

A dindmica da sinapse quimica é definida principalmente por duas
caracteristicas dos processos envolvendo neurotransmissores. A primeira
diz respeito a quantidade de mensageiros liberados, que é especifica, ou
seja, a vesicula transfere uma quantidade fixa de neurotransmissores. A
segunda caracteristica € que para um mesmo neurotransmissor existem
diferentes receptores na membrana pos-sinaptica, os quais possuem
cinéticas mais rapidas ou mais lentas, resultando em divergéncias no sinal
provocado no neurdnio pés-sinaptico.

Dentro das sinapses quimicas, existem dois diferentes tipos:
sinapses excitatdrias e sinapses inibitdrias. As excitatorias tendem a gerar
um potencial de acdo, enquanto as outras fazem o contrario. O objeto de
estudo é as sinapses excitatérias envolvendo o neurotransmissor
glutamato, por ser mais comum no sistema nervoso central.

O glutamato é um aminoacido ndo essencial que ndo atravessa a
barreira hematoencefalica, obrigando desta forma a ser produzido no
interior do neurénio. O maior precursor do glutamato é a glutamina,
composto liberado pelo astrocito. Apds a liberacdo, a glutamina se
difunde no meio extracelular até entrar no neurénio pré-sinaptico, onde é
transformado em glutamato pela enzima glutamina sintetase. Uma porcao
do glutamato também é formada através da transamina¢do do 2-
oxiglutarato, composto intermediario do ciclo do acido carboxilico. O
glutamato, na maioria das sinapses, € capturado por dois tipos de
receptores ionotropicos, NMDA e AMPA, e por varias classes de
receptores metabotrépicos (MGLURs) (PURVES et al., 2004). O ciclo
completo do glutamato é apresentado na Figura 4.
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Figura 4: Ciclo do Glutamato na sinapse quimica
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Alguns valores importantes para a modelagem de glutamato
podem ser encontrados na literatura. As sinapses glutamatérgicas liberam
entre 1000 e 10000 moléculas de glutamato por cada vesicula na
membrana pré-sinaptica (VENTRIGLIA; DI MAIO, 2000). Outro
pardmetro importante é a difusividade, que tem sido medida
experimentalmente s6 em solugdes aquosas, obtendo-se um valor de 760
nm?/ms (LONGSWORTH, 1953). Como a fenda sinaptica é formada por
meio extracelular com mais compostos densos além de agua, diversos
pesquisadores tém considerado valores menores para a difusividade,
chegando até 10 nm?*ms (TROMMERSHAUSER, 2000). Para uma
modelagem correta este valor precisa ser analisado, levando em conta a
tortuosidade da fenda sinaptica, assim como sua composi¢ao.
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2.2 PROCESSOS DA SINAPSE TRIPARTITE
2.2.1 Potencial de agéo pré-sinaptico

O que desencadeia todos os acontecimentos da sinapse € a chegada
do potencial de acdo ao terminal do axdnio pré-sinaptico. Este é o
processo da sinapse mais antigo em ser descoberto e também em ser
modelado. Desde 1907 até a atualidade, podem ser encontradas varias
modelagens com enfoque bioldgico que descrevem o comportamento da
membrana pré-sinaptica e de fluxos idnicos na chegada do potencial de
acdo. Todas estas abordagens tem um enfoque elétrico, tratando cada
componente da sinapse como elementos de um circuito.

O modelo Integra-e-Dispara (Integrate-and-Fire), proposto por
Lapicque, é a primeira aproximagcao para o fenémeno, considerando que
ha no sistema um capacitor e um resistor. Desta forma, € um modelo
simples por desconsiderar explicitamente os influxos de ions, além de
fazer com que o valor do potencial de membrana acima do limiar, uma
vez atingido, seja rapidamente diminuido utilizando uma funcéo degrau.
A equacdo (1) do modelo Integra-e-Dispara ¢ exibida abaixo (DAYAN;
ABBOTT, 2000). t,,, é a constante de tempo do neurdnio, VV corresponde
ao potencial de membrana, E;, representa o potencial de repouso, R, é a
resisténcia da membrana e I, corresponde & corrente de injecao.

Y B V4R @
Tma_ L~V + Ryl

No ano de 1952, foi proposto o modelo mais conhecido que
descreve o comportamento do potencial de acdo no terminal pré-sinaptico
do neurdnio. O modelo Hodgkin-Huxley (H-H) incorpora as condutancias
devido aos canais idnicos da membrana celular. Para contornar a
dificuldade da distribuicéo espacial dos canais, 0os autores introduziram
um fio axial no axdnio, fixando assim o valor do potencial elétrico ao
longo da membrana (QUINAUD, 2011). A equacdo deste modelo, que
determina o potencial na membrana, assim como a variavel de ativagéo
do potéssio e de ativacdo e desativacdo do sodio, sdo representadas a
seguir pelo sistema de equacdes (2). C,,, é a capacitancia da membrana,
g, é a condutancia de vazamento, V;, é o potencial de vazamento, gy, €
Jx 80 as condutancias do sodio e do potassio respectivamente. A
variacdo de ativacdo dos ions potassio, dos ions s6dio e a variacdo de
inativacdo dos ions sddio sdo valores adimensionais representados por n,
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m e h. Vy, e Vg correspondem aos potencias de reversdo de sodio e
potassio respectivamente. Finalmente «; e f; sdo constantes de
velocidade ajustadas para coincidir com dados experimentais.

av (2)
CmE = _gL(V - VL)
d - gNam3h(V —Vna) — gKn4(V = Vi)
= a1 = m) = fu(VIm
dh
i an(V)A = h) = (VA
dn B 1
i a,(V)(1 —n) - B,(V)n

De acordo com Vieira (2013), o mais adequado é utilizar modelos
gue ndo sejam tdo rigorosos como H-H, pelo elevado custo
computacional, mas que incorporem mais dindmicas no modelo Integra-
e-Dispara.

2.2.2 Dinamica ibnica pré-sinaptica

No neurdnio pré-sinaptico, ao longo da sinapse, ocorrem entrada e
saida de fons célcio, sddio, potassio e cloro. Esta movimentacédo acontece
com o intuito de promover a liberacdo de neurotransmissores e, logo
depois polarizar novamente a membrana pré-sinaptica. Aqui foca-se na
descricdo e revisdo da modelagem da movimentacéo do célcio, principal
responsavel para a liberacdo de neurotransmissores. A modelagem dos
outros ifons pode ser feita por analogias a circuitos elétricos ou,
considerando eletrodifusdo, como no trabalho de Quinaud (2011).

O célcio é um dos ions na célula mais importantes no processo de
sinalizacdo. A Figura 5 retrata o ciclo deste ion no neurdnio pré-sinaptico,
entrando e saindo da fenda sindptica, assim como do reticulo
endoplasmatico e da mitocondria no interior da célula. E importante
atentar-se aos processos que envolvem a fenda sinptica por ser 0 escopo
da modelagem.
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Figura 5: Ciclo do calcio no neurdnio pré-sinaptico.
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Fonte: Jafri e Yang (2004).

Segundo Jafri e Yang (2004), existem quatro tipos de canais de
calcio na membrana do neurénio: tipo L, tipo N, tipo P/Q e canais NMDA.
Os trés primeiros canais sdo dependentes de voltagem, enquanto o Gltimo
é dependente de ligante, no caso, de glutamato. Os canais dependentes de
voltagem se desativam com o tempo, além disso, os canais L e N também
sofrem desativacdo em decorréncia do préprio calcio.

Os canais mencionados anteriormente permitem o fluxo de calcio
pela movimentacdo devido ao gradiente de concentracdo entre 0 meio
intracelular e o extracelular. Por outro lado, quando o neurdnio precisa se
repolarizar, o calcio tem que sair da célula, fluindo em direcdo contréria
dos gradientes de concentragdo. Para isso existem as bombas de célcio. A
bomba mais importante é a PMCA, a qual hidrolisa ATP para permitir a
saida de calcio (JAFRI e YANG, 2004). O fluxo (Jpuca) € calculado
tipicamente pela equacéo (3), onde o parametro Ky € a concentracao de
calcio, na qual a bomba trabalha com a metade de sua velocidade maxima
(Vmax)-

Vmax [Cai] z (3)

Smith (2001) prop6s alguns modelos matematicos para a difusdo
nos canais e reagéo no interior do neurnio. Cabe destacar que o modelo
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de difusdo é obtido utilizando a Segunda Lei de Fick, com a importante
contribuicdo de demonstrar que o regime permanente é atingido
rapidamente, menos de 1ms, focando-se assim nas solu¢Ges em estado
estacionério.

2.2.3 Dinamica vesicular e liberagéo do neurotransmissor

A entrada de ions calcio no neurdnio pré-sinaptico provoca a fusao
das vesiculas sinapticas na membrana, para a posterior liberacdo do
neurotransmissor. Sobre o mecanismo e a dinamica da fusao das vesiculas
pouco se conhece, tendo modelos aplicaveis s6 a uma etapa do processo
Ou para sinapses nao pertencentes ao hipocampo.

O primeiro modelo foi proposto por Liley e North (1953), no qual
se tinha um modelo simples, mas que funcionava como uma primeira
aproximacdo. O modelo consistia em considerar que, cada potencial de
acdo consumia uma fragdo constante da reserva de vesiculas prontas para
se fundirem e, juntamente a uma taxa lenta, vesiculas eram repostas no
pool.

Um dos mecanismos mais recentes é proposto por Kaeser e Regehr
(2014), em que primeiro se define a existéncia de trés maneiras distintas
de liberar o neurotransmissor, sendo elas, sincrono, assincrono e
espontaneo. O primeiro, j& conhecido, se refere a liberacdo imediata pela
chegada do potencial de acdo. No Assincrono, o mecanismo libera o
neurotransmissor depois de um tempo da passagem do potencial de acao.
Finalmente, o espontaneo, verificado que o neurotransmissor em poucos
casos pode chegar a fenda sinaptica sem necessidade potencial de acéo.
A figura 6 mostra 0 mecanismo proposto.
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Figura 6: Dindmica da vesicula sinéptica.
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Fonte: Adaptada de Haucke, Neher e Sigrist (2011).

A complexidade do mecanismo de caminho e fusdo das vesiculas
pode ser entendido pelo grande nimero de proteinas participantes do
processo. O esquema da figura 7 apresenta a possivel configuracdo da
regido em que as vesiculas se deslocam (JIN; GARNER, 2008). Pode-se
observar principalmente a atuacao de varias proteinas na etapa de
ancoragem das vesiculas, o qual pode tornar complexo sua modelagem.
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Figura 7: Proteinas presentes no terminal do botdo pré-sinaptico.
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Fonte: Adaptado de Jin e Garner (2008).

Em relagdo a liberacdo e difusdo do neurotransmissor, modelos
continuos e discretos tém sido propostos na literatura. O primeiro tipo de
modelos tem como base a Lei de Fick. Por outro lado, os modelos
estocasticos que servem tanto para a liberagéo de neurotransmissor, como
para a movimentagao deste na fenda, sdo utilizados para mostrar a
dependéncia dos resultados no tempo de liberagdo, de ligagdo na
membrana pos-sindptica e na configuragdo espacial dos canais
(TROMMERSHAUSER, 2000).

2.2.4 Recepcao glutamato no neurdnio pds-sinaptico

Como mencionado na se¢do 2.1.3, o glutamato acopla-se a dois
tipos de receptores, AMPA e NMDA, na membrana pds-sinaptica.
Segundo Spruston, Jonas e Sakmann (1993), em uma determinada regiao
do hipocampo existem cerca de 60 a 70 receptores AMPA e 2 a 10
NMDA. De acordo com Buonomano e Merzenich (1998), os receptores
AMPA servem para passar o sinal de imediato, enquanto que os outros
estdo relacionados as funcdes de longo prazo. Assim, devido tanto ao
nimero de receptores, como a velocidade da sinapse, a maioria dos
modelos sdo desenvolvidos para receptores AMPA.

Ainda nessa abordagem sobre a modelagem de receptores AMPA,
sdo encontrados na literatura dois principais modelos cinéticos que
descrevem a sua ligagdo com glutamato. O primeiro modelo, chamado de
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modelo de sete estados, € 0 mais aceito e considera que o receptor precisa
de duas moléculas de glutamato. Entretanto, 0 modelo cinético precisaria
do conhecimento de 16 constantes de reacdo. Para simplificar, foi
proposto 0 modelo de trés estados (MARIENHAGEN; KELLER,;
ZIPPELIUS, 1997). Na figura 8 podem ser observados 0s mecanismos
dos dois modelos. CO representa o canal sem glutamato, C1 tem ligado
uma molécula de glutamato, C2 tem duas moléculas, O representa o canal
aberto, enquanto que os estados desensitizados destes trés ultimos séo
representados respectivamente por C3, C4 e C5. No modelo de trés
estados, D representa o receptor desensitizado, R o canal fechado sem
glutamato e O € o receptor aberto.

Figura 8: Modelos cinéticos para as ligagdes de Glutamato em receptores AMPA.
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Fonte: Trommershauser (2000).
2.2.5 Recepcao de glutamato no astrocito

Como ja mencionado na sec¢do 2.1.2, ha muito tempo sabe-se que
0s astrocitos tém receptores para glutamato. Como observado por Corner-
Bell (1990), e outros autores, a ligacdo de glutamato provoca o aumento
de célcio intracelular, o qual promovera a transducdo do sinal para outros
processos intracelulares, conforme sera discutido na préxima secao.

No entanto, existem alguns pontos de controvérsia. Alguns autores
acreditam que sdo receptores NMDA, que abririam os canais de célcio
dependentes de ligante, permitindo o fluxo deste ion, desde a fenda até o
interior do astrécito (KOH et al., 1995). Por outro lado, entre outros
autores, Hamilton e Attwell (2010) afirmam que o receptor é do tipo
metabotropico (MGLUR), e tendo um mecanismo diferente, pode
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provocar tanto a entrada de célcio do meio extracelular, como o0 aumento
de célcio dentro do astrocito, por causa da saida deste ion a partir do
reticulo endoplasmatico. E importante ressaltar esta definigdo, pois isto
determinara a dinamica do calcio dentro do astrécito e, portanto, a da
sinapse. A figura 9 apresenta um esquema desse processo, onde se mostra
um receptor metabotrépico no astrécito, que apds receber glutamato da
fenda, executa processos interno que desencadeara na liberacdo de
glutamato astrocital que pode afetar os terminais sinapticos da mesma
sinapse ou de outras.

Figura 9: Ligacdo do glutamato no astrocito
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Fonte: Adaptado de Hamilton e Attwell (2010).

2.2.6 Liberacédo de glutamato, ATP e D-serina pelo astrdécito

O aumento de calcio intracelular desencadeia uma série de reagdes
no interior do astrécito. S&o gerados varios compostos, dos quais alguns
permanecerdo dentro do astrécito e outros sairdo. Para estudar a
influéncia do astrécito na sinapse quimica, faz-se importante o estudo da
movimentacéo para o exterior do astrécito. Experimentalmente, tem-se
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registrado que sdo trés os principais compostos, sendo eles, glutamato,
ATP e D-serina.

Quanto ao glutamato, sabe-se que o astrdcito transforma no seu
interior este composto em glutaminase, ou seja, é liberada glutaminase
para o exterior. O destino deste composto € tanto o neurdnio pos-
sinaptico, como 0 neurdnio pré-sinaptico. Desta forma, este processo
causa o incremento do estimulo pds-sinaptico, além de, fornecer
glutamato de volta para o neurdnio pré-sinaptico.

O ATP gerado no astrocito tem a fungdo atuar como um dos
moduladores da sinapse quimica. Primeiro, o astrdcito libera ATP para
fenda sinaptica, a enzima ATPase (presente na fenda sinaptica)
transforma ATP em ADP, que vai se ligar ao neurbnio pré-sinéptico. Por
outro lado, o ATP é liberado em direcdo a membrana pds-sinaptica.

A D-serina também ¢ formada no interior do astrdcito, que tem
como destino a célula pos-sinaptica. A figura 10 representa um esquema
do transporte da D-serina.

Figura 10: Liberacdo de D-serina pelos astrocitos.
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Fonte: Adaptado de Boehning e Snyder (2003).
2.2.7 Recepcdo de ATP e D-serina no neurdnio pés-sinaptico

Ambos compostos liberados pelo astrécito atuam na membrana
pos-sindptica com o intuito de modular este neurénio na sinapse.
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A D-serina se liga aos receptores NMDA, contribuindo desta
forma a plasticidade. O ATP se liga aos receptores do tipo P2X,
potencializando o sinal pds-sinaptico.

2.2.8 Recepcdo de ADP no neurdnio pré-sinaptico

A transformacdo da molécula de ATP em ADP no meio
extracelular é de vital importancia para a regulacdo sinaptica, pois, SO
assim podem ser ativados os receptores do tipo Al. Este tipo de receptores
inibem o neurbnio pré-sinaptico apos a liberagcdo do neurotransmissor.
Para cumprir este objetivo, se ligam as proteinas especificas que
provocaram a entrada e saida de ions no terminal pré-sindptico, com o
intuito de repolarizar esta célula.

Conforme Dunwiddie, Diao e Proctor (1997), uma importante
informacédo que regula este processo é que o ATP, tem um tempo de vida
de mais ou menos 200ms, assim, este tempo representa o atraso que vai
ocorrer até comecar a formar ADP. Além disso, estudos mostram que,
embora possa ter ADP nao astrocital, a parcela que vem desta célula glial
¢ a mais representativa no momento de inibir o neurdnio pré-sinaptico.

2.3 MODELOS MATEMATICOS

Os fendmenos desencadeados na sinapse tripartite sdo importantes
neste trabalho. No entanto, a énfase é nos fendbmenos que acontecem na
fenda sindptica, dos quais destacam-se a movimentag&o de glutamato e de
alguns ions, que levardo em conta os efeitos da sinapse tripartite nas
condi¢des de contorno provenientes do terminal pré-sindptico, terminal
pos-sinaptico e do astrécito. Sendo assim, segue abaixo uma revisdo dos
principais modelos matematicos que descrevem a movimentacdo do
glutamato e dos fendmenos nas membranas dos dois neurénios e do
astrocito.

2.3.1 Holmes (1995)

O movimento do glutamato na fenda sinaptica por difusdo é
conhecido hd muito tempo. Holmes (1995) além de incorporar esta ideia,
considerou diferentes cinéticas para a ligagéo do glutamato com os canais
no neurdnio pos-sinaptico. Além disso, este modelo leva em conta a
captacdo do glutamato pelo astrécito e pelo préprio terminal pré-
sindptico. Um esquema da geometria considerada é exibido na figura 11.
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Figura 11: Dominio de calculo considerado por Holmes (1995).
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Movimentacéo do Glutamato

Como mencionado acima, a forca motriz para a movimentagédo
do glutamato em varios modelos é a diferenca de concentragdo. Assim, o
modelo desta dinamica é representado pela Segunda Lei de Fick, em que
a geometria da fenda é aproximada por um cilindro e desconsidera-se a
variacdo da concentracdo do glutamato em 8. Este modelo é representado
pela equacéo (4). A representa a concentracao de glutamato na fenda, D €
o coeficiente de difusdo do glutamato. As varidveis independentes tempo,
posicdo radial e posicdo axial sdo representadas por t, r e z.

0A (104 0%A  0°A (4)
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Captacao do Glutamato no Terminal Pré-Sinaptico e no Astrécito

O balango de massa na membrana pré-sindptica leva em
consideragdo a difusdo do neurotransmissor e, também acrescenta um
termo cinético para levar em conta a captacdo do glutamato pelos
receptores desta membrana, conforme apresentado na equacéo (5). Este
termo apresenta a mesma forma do modelo cinético explicado na equacao

@3).
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Ligagéo nos receptores NMDA

Existem varios modelos para representar a dinamica da ligacao
do glutamato e seus receptores. O modelo considerado pelo autor é
deterministico e guiado pelo conjunto de reacdes consideradas na figura
12a. Glutamato livre é representado por A, enquanto R corresponde ao
receptor livre, ou seja, sem moléculas de glutamato. AR, A,R, A,D e A,R*
representam os estados do receptor quando tem ligado uma molécula de
glutamato, duas moléculas de glutamato, fechado desensitizado (inativo)
com duas moléculas e aberto com duas moléculas de glutamato.

Figura 12: Cinética de reagdo considerada por Holmes (1995) para os receptores
a) NMDA e b) AMPA.
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Fonte: Holmes (1995).

Ligacdo nos receptores AMPA

Como é conhecido que cada tipo de receptor tem sua propria
dindmica, Holmes (1995) propde uma cinética para 0s canais AMPA,
figura 12b, diferente da dos canais NMDA. A cinética dos receptores
AMPA tem sete etapas reversiveis a diferenca das cinco etapas do modelo
dos receptores NMDA. Estas duas etapas adicionais aparecem porgque se
considera que o receptor também pode estar inativo quando tem uma
Gnica molécula de glutamato (AD) e quando estd aberto com duas
moléculas de glutamato (4,D™).

Ambas as cinéticas serdo discutidas na se¢do 3.5.1.1 onde se
discutira o modelo cinético selecionado no presente estudo.
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2.3.2 Ventriglia e Di Maio (2013)

Conforme mencionado anteriormente, a forca motriz para o
deslocamento do glutamato é a diferenga de concentracdo, sendo assim,
poderia ser utilizada a Segunda Lei de Fick como seu modelo matematico,
porém, existe algo que impede esta aplicagdo, esse fator € o tamanho, bem
reduzido, da fenda sinaptica. A fenda tem como comprimento, na dire¢do
de movimentacdo do glutamato, aproximadamente 20nm, que equivalem
a 2004, o que demonstra estar chegando & escala atdmica. Neste pequeno
espago se movimentam pouquissimas moléculas de glutamato, nédo
podendo mais ser consideradas como um meio continuo, impedindo a
aplicacdo da Lei de Fick.

Este trabalho é um dos primeiros a discutir um modelo diferente
para a movimentacdo do glutamato. A geometria inclui além do cilindro
da fenda sinaptica, uma esfera representando uma vesicula, conforme
figura 13 abaixo.

Figura 13: Dominio de célculo considerado por Ventriglia e Di Maio (2013).
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Fonte: Adaptado de Ventriglia e Di Maio (2013).

Movimentacdo do Glutamato na fenda sinaptica

O autor usa 0 Movimento Browniano para explicar a dindmica
do glutamato. Este conceito é baseado na ideia de movimentagdo
randdmica das moléculas quando estdo acima do zero absoluto,
representado pela funcdo L(t). O modelo é complementado com o termo
gue descreve a resisténcia a0 movimento imposto pelo meio, neste caso,
0 meio extracelular. Esta modelagem é descrita pela equacdo (6). Onde m
¢ a massa de cada molécula de glutamato, v sua velocidade e y a
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viscosidade do meio extracelular. Por ser um modelo que coincide com o
escopo do presente trabalho, sera discutido em mais detalhe no capitulo
3.

dv 51 L) (6)
mdt_ V4%

2.3.3 Nazari et al. (2015)

Na literatura existem também modelos elétricos para descrever o
movimento do glutamato e dos fendmenos da sinapse tripartite. Esta
abordagem é totalmente diferente do presente trabalho que tem base
fenomenoldgica. De qualquer forma, € mostrado rapidamente um modelo
deste tipo pela sua grande presenca na literatura. O modelo de Nazari et
al. (2015) é um dos mais completos do tipo. Nestes métodos ha uma
comparagdo da sinapse com circuitos elétricos. O esquema da figura 14
mostra os fendmenos considerados nesse trabalho.

Figura 14: Esquema do modelo considerado por Nazari et al. (2015).

Impulsos produzidos
pelo neurénio

i

Equacao Sinaptica

1
1 + exp(—(v(t) - 6,)/0,)

Astrocito como regulador de informacao sinaptica
Fonte: Nazari et al. (2015).

Dinamica da liberacéo do glutamato no terminal pré-sinaptico
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O neurdnio pré-sinaptico é considerado puramente elétrico e é
modelado pelo sistema de equac@es diferenciais proposto por Izhikevich
(2003) indicado na equacéo (7).

av 7
E=O.O4V2+5V+14O—u+1 )
du_ bV )
dt—a u

Onde, V é a voltagem da membrana pré-sinptica, u contabiliza a
taxa de recuperacdo da membrana, a € a taxa de decaimento e b representa
a sensibilidade ao estimulo.

Movimentacao do Glutamato na fenda sinaptica
Pode-se observar que o modelo do glutamato depende
inteiramente da voltagem provinda do terminal pré-sinaptico. Este
modelo foi proposto por Terman et al. (2002) e mostrado na equagao (8).

1 (8)

e e S OEIAILS)

[T] é a concentracdo de glutamato na fenda, V ¢é a voltagem da
membrana pré-sinaptica, enquanto que 6 e g, sdo constantes. Pode-se
observar que, nos modelos que tem uma base elétrica, usa-se fungdes para
aproximar fenémenos fisicos, precisando de constantes que muitas vezes
carecem de sentido fisico. A limitacdo de usar fungbes vem pelo fato que
as equagdes que descrevem os fendmenos nessas condi¢cBes ndo tém
solucdo analitica, ndo podendo ser representado por funcées. Além disso,
este tipo de modelos geralmente desconsideram a varia¢ao espacial, que
como sera mostrado neste trabalho, dada a geometria da fenda, a
concentracdo de glutamato depende consideravelmente da posigéo.

2.3.4 Allam et al. (2012b)

Finalmente, o modelo de Allam et al. (2012b) é um dos modelos
mais completos para descrever alguns dos processos mais importantes da
sinapse tripartite. Além disso, apresenta modelos de natureza
fenomenoldgica, dependendo pouco de dados empiricos. Também tem
um enfoque computacional, gerando esquemas e graficos que fornecem
bastante informacdo das posi¢Oes e quantidade de estruturas na sinapse
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para o usuario. Um esquema das estruturas consideradas é apresentado na
figura 15. O glutamato pré-sinaptico liberado pode atingir os receptores
pos-sindpticos ou os transportadores da membrana do astrécito. Embora
seja um modelo mais completo, ndo foi considerado o glutamato
proveniente do astrécito.

Figura 15: Esquema do modelo considerado por Nazari et al. (2015).

ASTROCITO

( POS-SINAPTICO

Fonte: Adaptado de Allam et al. (2012b).
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3 MODELAGEM MATEMATICA
3.1 DOMINIO

Devido a grande quantidade de compostos, fenémenos e de
estruturas que participam no processo da sinapse tripartite, no presente
trabalho, tem-se como dominio de célculo somente a fenda sinaptica. Foi
selecionada esta estrutura por ser 0 meio que comunica o terminal pré-
sinéptico, o terminal pds-sinaptico e o astrdcito, sendo assim, um lugar de
vital importancia para estudar a interacdo entre estes trés principais
componentes das sinapses tripartite. As interaces destas estruturas com
a fenda sinaptica séo realizadas através das condic¢Ges de contorno.

A fenda sinaptica fornece informacdes Uteis sobre a dindmica do
glutamato, o qual, ap6s a passagem pela fenda, vai desencadear processos
da sinapse triparte em outras estruturas sinapticas. Como observado no
capitulo anterior, principalmente em trabalhos de bastante referéncia
nesta area de simulacédo da dindmica do glutamato, como nos trabalhos de
Holmes (1995), Ventriglia e Di Maio (2000), Di Maio, Ventriglia e
Santillo (2016a), a forma da fenda sinaptica é aproximada a de um
cilindro. Comparando isso com observagdes experimentais, esta forma é
muito adequada para representar a sinapse bipartite ou classica, mas
guando queremos observar os fendmenos da sinapse tripartite, estruturas
além da regido definida pelo cilindro, devem ser consideradas, conforme
a figura 15 do trabalho de Allam et al. (2012b).

Antes de definir a geometria simplificada para o modelo
matematico, segue a Figura 16, que representa um esquema mais proximo
da estrutura real da sinapse tripartite, construida a partir das diferentes
observacles experimentais e abstracbes discutidas na Revisdo
Bibliografica. E importante salientar que a modelagem no presente
estudo tem a relacdo de 1 neurdnio pré-sindptico com 1 vesicula para 1
neurdnio poés-sinaptico para 1 astrocito com 1 vesicula.
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Figura 16: Vista superior da estrutura e elementos da sinapse tripartite no
presente trabalho.

Astrocito

Tl
0

s

e/\'(

/2

Pos-sinaptico Pré-sinaptico

Glutamato

Vesicula do neuronio
Vesicula do Astrocito
Receptores AMPA
Receptores NMDA
~+—- Receptores NMDA/NR2B
() Transportadores EAAT2
Transportadores EAAT3

Fonte: Desenvolvida pelo autor.

No terminal pré-sindptico as vesiculas sdo consideradas as
principais estruturas, por ser o local de estocagem do glutamato. Além
disso, o tamanho considerdvel em relacdo a altura da fenda influencia a
dindmica na fenda (WAHL; POUZAT; STRATFORD, 1996). O segundo
elemento deste terminal sdo o0s canais que recapturam o glutamato da
fenda, sendo um mecanismo essencial para o ciclo desta molécula na
sinapse (RIMMELE; ROSENBERG, 2016). Como resumido por Vvarios
autores, entre eles Bouvier et al. (2015) e Rodriguez-Moreno, Banerjee e
Paulsen (2010), existem diversos receptores de glutamato do tipo NMDA
nas laterais do terminal pré-sindptico, que por sua localizagao, recebem
principalmente o glutamato proveniente do astrdcito.
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A membrana do terminal pés-sindptico do presente modelo
possui canais AMPA e NMDA por serem 0s principais responsaveis pela
geracdo do potencial neste local (ROUSSEAUX, 2008). Os canais
mencionados fazem parte dos canais ionotrépicos, mas 0s canais
metabotrdpicos também estdo presentes na membrana pos-sinaptica, s6
gue ndo sdo considerados porque seu efeito é mais demorado, ficando fora
da escala de tempo simulada neste trabalho. Os receptores ndo estdo
localizados em toda a membrana pés-sinaptica, ja que estdo concentrados
numa regido circular no centro da membrana chamada de Densidade Pos-
sindptica (PSD) (SCHIKORSI; STEVENS, 1997).

Da mesma forma que no terminal pré-sinaptico, nas laterais do
pos-sinaptico existem varios receptores de glutamato NMDA (DE
PITTA; BRUNEL, 2016).

No astrocito, como discutido por Verkhratsky et al. (2016),
depois de varios processos internos, observa-se a fusdo de vesiculas
contendo glutamato. E, embora ndo se conhega o tempo destes processos
internos, o glutamato sera liberado na fenda sinaptica, influenciando a
dindmica desta molécula na fenda, sendo assim, sdo consideradas estas
vesiculas no presente modelo. Transportadores EAAT2 séo considerados
uma forma importante de manter o ciclo do glutamato na sinapse
(VANDENBERG; RYAN, 2013), pelo mesmo motivo também s&o
considerados neste modelo.

Estruturas como canais de calcio, bomba sédio potassio, reticulo
endoplasmatico do astrdcito, canais metabotropicos e compostos como
ATP e D-serina sdo fundamentais na sinapse tripartite, porém, ndo séo
consideradas no presente modelo por ndo exercerem uma influéncia direta
na dindmica do glutamato. Estas estruturas devem ser consideradas em
trabalhos futuros onde sera feita uma modelagem mais completa da
sinapse tripartite.

A partir destas descrigdes e justificativas, pode-se afirmar que a
figura 16 é a base para extrair o dominio de calculo no presente trabalho.
A figura mostra a heterogeneidade da forma da fenda sinaptica observada
experimentalmente, mas este formato ndo pode ser diretamente
considerado como o dominio de célculo, j& que dificultaria a solugéo do
modelo matematico, além disso, ndo se ganharia em precisdo, porque
apesar de ser uma geometria complexa, continua sendo arbitraria, pois é
muito grande a variedade de formas da fenda sinaptica que podem ser
observadas na realidade.

Por isto, é necessaria uma simplificacdo do dominio. A partir dos
trabalhos de Holmes (1995), Glavinovic (1998) e Di Maio, Ventriglia e
Santillo (2016a) pode-se assumir como um cilindro a regido delimitada
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entre o terminal pré-sinaptico e o terminal pds-sinaptico. Pelas
observagfes experimentais e o trabalho de Allam (2012b), a regido
delimitada pelo astrécito pode ser considerada como um cilindro de
didametro maior. A altura deste cilindro € maior do que a altura da fenda,
ja que objetiva-se levar em conta alguns canais localizados nas paredes
laterais dos dois neurénios.

Assim, chega-se a figura 17, que representa o dominio de calculo
para o presente modelo matematico. As semiesferas vermelha e azul
representam respectivamente a vesicula do neurdnio pré-sinaptico e a
vesicula do astrdcito. As dimensdes, quantidades e suas respectivas
referéncias sdo exibidas na Tabela 1.

Figura 17: Dominio de calculo considerado no modelo matematico desenvolvido
neste trabalho.

- — -

Fonte: Desenvolvida pelo autor.
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Tabela 1: Dimensfes e quantidade de estruturas que formam o dominio de

calculo.
Parametro Valor Referéncia
Diametro do . .
terminal do axdénio 400 nm Schlko(rlséggtevens
(DY)
Diametro do . .
terminal do dendrito 400 nm Schlko(rlséggtevens
(DY)
Diémetro do PSD 290 nM Di Maio, Ventriglia e
(D2) Santillo (2016b)
Diametro do .
astrécito (D3) 600 nm Estimado pelo autor
Didmetro da
vesicula pré- 49 nm Harris e Sultan (1995)
sinaptica (D4)
Didmetro da
vesicula do astrécito 50 nm De Pitta et al. (2016)
(D5)
Nimero de vesiculas 1 Holmes (1995)
pre-sinapticas
N“mgro de vesiculas 1 De Pitta et al. (2011)
0 astrocito
NUmero de canais 80 (AMPA) Allam et al. (2016b)
pos - frontal 20 (NMDA) Allam et al. (2016b)
15 .
Numero de canais (NMDA/NR2B) Estimado pelo autor.
pos - lateral 42 (EAAT3) | Allam etal. (2016b)
NUmero de canais Danbolt, Furness e
pré-frontal 94 (EAAT2) Zhou (2016)
Numero de canais 24 Estimado pelo autor
pré -lateral (NMDA/NR2B) P :
Ndmero de canais Danbolt, Furness e
astrocito 1130 (EAAT2) Zhou (2016)
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3.2 COMPOSTOS QUIMICOS E IONS MODELADOS

No presente trabalho séo selecionados ions e compostos quimicos
gue sdo fundamentais para representar a dindmica do neurotransmissor
durante uma sinapse tripartite.

Os neurotransmissores Sd0 0S mensageiros das sinapses, e por ser
0 neurotransmissor mais representativo das sinapses excitatérias, o
glutamato foi selecionado para ser objeto de estudo nesse trabalho.

Os ions e seus gradientes sdo os encarregados de iniciar e finalizar
uma sinapse. Os receptores de glutamato que permitirdo a despolarizacdo
da membrana sdo seletivos principalmente aos ions sodio, potassio e
calcio (ROUSSEAUX, 2008). Mas o escopo deste trabalho foca no estudo
da dindmica do glutamato, sendo assim, todos estes ions ndo serdo
considerados no modelo. Como ja discutido na Revisdo Bibliogréafica, a
hipdtese da sinapse tripartite compreende processos de varios compostos,
em varias estruturas, no presente modelo focar-se-a4 nas consequéncias
gue a sinapse tripartite traz para o potencial p6s-sinptico excitatério, ou
seja, ha o interesse em quantificar o sinal que chega ao neurbnio pés-
sinaptico com o reforco do astrdcito. Lembrando que o sédio é o principal
elemento da fase de crescimento dos potenciais pds-sinapticos
excitatorios nos sistemas nervosos centrais de mamiferos (CARTER;
BEAN, 2010), portanto, este é o ion que vai serd utilizado no modelo.

Resumindo, as espécies quimicas consideradas no modelo
matematico proposto sdo: glutamato e sédio.

3.3 FENDA SINAPTICA
3.3.1 Composic¢ao

A fenda sinaptica é formada por varias proteinas. Para fins da
modelagem matematica, a Unica informacédo relevante sobre a estrutura
da fenda sindptica é a resisténcia deste meio a movimentacdo do
glutamato e dos ions. Esta resisténcia pode ser considerada pela
difusividade do glutamato ou pela viscosidade do meio extracelular que
compde a fenda sinaptica.

A difusividade do glutamato na fenda sindptica foi selecionada
para contabilizar sua influéncia no movimento do glutamato, por
apresentar maior dados literarios sobre seu valor e por ser a propriedade
usada em outros modelos matematicos da fenda sinaptica. Como ainda
existe na literatura uma divergéncia sobre o valor da difusividade do
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glutamato na fenda, este vai ser um parametro na simulagéo para verificar
a influéncia desta propriedade na dindmica do glutamato.

3.3.2 Dinamica do glutamato

Analisando os varios modelos matematicos da movimentagdo do
glutamato na fenda sinéptica, observa-se que equagdes do mesmo tipo da
equacdo (6), apresentada na Se¢do 2.3.2, sd0 as mais apropriadas por
descrever o movimento discreto do glutamato e também por ter uma
natureza fenomenoldgica. Ventriglia e Di Maio (2013) usam
especificamente a equacdo de Langevin, que estd representada pela
equacao (9). Esta equacdo representa a forca estocéastica L(t) da equagdo
(6), por um ruido branco gaussiano &;(t) (Gaussian White Noise) com
intensidade «.

mfl—i=—y17+,/2£y m ®

A expressdo acima é uma equacdo diferencial ordinaria
estocastica. Existem varios métodos numéricos que podem ser aplicados
para sua resolucdo. Por apresentar um termo randémico, alguns cuidados
s80 necessarios para resolver numericamente esta equacdo. A diferenca
do trabalho de Ventriglia e Di Maio (2000) e deste trabalho ocorre devido
a independéncia do tamanho do passo do tempo, utilizando a solucéo
numérica apresentada por Gillespie (1996), que é sintetizada pelas
equacdes 10 e 11.

B(t + At) = C,B() + C,0, (10)
P(t + At) = C37(8) + CB(t) + CsQ, + 0y (11)

Os coeficientes C,, sdo constantes dadas pelas expressées de (12a)
a (12e), que dependem do passo de tempo, das propriedades fisicas do
glutamato e do meio extracelular. Q, representam vetores tridimensionais
de numeros randémicos que seguem uma distribuicdo normal centrada no
zero e com variancia unitaria.

At
€ =et (12a)
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or ot (12b)
o [F0-c)
C3=1 (12c)
At
Cy, = T(l - e_?> (12d)
AL 3 (12e)
(-
Cs= |cT3——"—F—
2 (1 + e_T)

At
o (e EeeT e R

21477

(12f)
As constantes ¢ e T sdo dadas pelas expressfes 129 e 12h.
2kpTy (120)
Cc =

m2

m
= (12h)

14

Onde:

kg é a constante de Boltzmann;

T é a temperatura da fenda sindptica (constante);

y € a viscosidade do meio extracelular que compde a fenda
sinaptica;

m é a massa de cada molécula de glutamato.

Assim, aplicando o conjunto de equagBes acima para cada
molécula a cada instante de tempo, pode-se obter sua velocidade e posi¢éo
iterativamente. Estas expressdes sdo aplicadas enquanto a molécula
estiver na fenda sinaptica, nas proximas secdes é explicada a dinamica
das moléculas quando estas se chocam com alguma estrutura da sinapse.
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3.3.3 Dindmica do sodio

Como ja visto anteriormente, diferentemente do glutamato, o ion
sodio cumpre com a hipdtese do continuo. Dentro dos modelos
encontrados na literatura, escolhe-se como base o modelo de Quinaud
(2011) pela sua descricdo fenomenolégica, no qual cada um dos termos
tem claramente sua justificativa fisica. Assim, a equacdo (13) servira
como base para 0 modelo mateméatico do sddio. Esta equagdo tera
algumas alteracBes apresentadas nas explicacbes dos proximos
paragrafos, com o intuito de aplicd-la ao dominio e fenémenos do
presente trabalho.

Na equacdo (13) (Cy,,) € a concentragdo de sodio no lado do
neurdnio e (Cr, ) a concentragdo do sodio no lado da fenda. A,p € a area
pela qual o sédio vai entrar ou sair através da membrana. vol é o tamanho
do volume de controle, T é a espessura da membrana e Dy, 0 coeficiente
de difusdo do sédio no meio extracelular. T é a temperatura do meio, z
corresponde a valéncia do ion e Sbhkb é a constante da bomba
sodio/potassio. F € a constante de Faraday e R a constante universal dos
gases.

dCny, Dna

vol% = _AOP % (CNNa - CFNa) - (13)
Dna [ F

2A0p 222 (= Cy, V) = Sbkb(Cry, ) Cri

A primeira decisdo importante é a escolha do dominio, como ja foi
justificado nas secGes anteriores, 0 objetivo da modelagem do sddio é
elucidar a influéncia do astrécito no sinal que chega ao terminal pos-
sindptico. Assim, o dominio de calculo do sddio deve estar focado na
membrana pds-sinaptica. Os fluxos da membrana citada dependem
fortemente das concentrac@es dos ions em ambos os lados dela, ou seja,
na fenda e no interior do terminal do dendrito, por isso uma porg¢éo destes
elementos também é considerado no dominio de célculo do sédio. Com
isso, a figura 18 mostra o dominio em que 0 modelo matematico do sédio
serd resolvido.
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Figura 18: Dominio de célculo do sédio.
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Os trés termos da direita da equacdo (13) representam o fluxo
devido ao gradiente quimico, elétrico e a acdo das bombas sodio/potéssio
respectivamente. O termo da bomba sddio/potassio pode ser
desconsiderado, porque é representativo na etapa de repolarizacdo da
membrana, enquanto que, no presente trabalho foca-se na etapa de
despolarizacdo, ou seja, quando o potencial pds-sinaptico excitatorio
(EPSP) é gerado.

Outra modificacdo é necessaria devido aos volumes de controle
no trabalho de Quinaud (2011) para o terminal pré-sinaptico serem muito
maiores do que os considerados aqui para o terminal pds-sinaptico.
Volumes menores fazem com que o equilibrio seja atingido mais rapido
para um mesmo gradiente, mas na realidade ndo se chega ao equilibrio,
porque do lado da fenda sinaptica, local de maior concentracéo de sédio,
0 meio extracelular sempre vai fornecer sédio para que néo se atinja niveis
criticos perto da membrana. Da mesma forma, no terminal pés-sinaptico
0 sddio que entra vai se espalhar lateralmente para as outras regifes da
membrana deste neurdnio, fazendo com que o equilibrio ndo seja
atingido.

Para obter este comportamento observado, é necessario agregar
um terceiro termo ao modelo do sédio deste trabalho. Levando em
consideracdo que este termo deve suprir 0 sédio no volume de controle
na fenda e tirar sédio do volume do neur6nio dependendo de uma
concentracdo de equilibrio e da area, se escolhe um termo do tipo filme
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para representar estes fluxos que vém dos meios externos aos volumes de
controle (F;,,.), como mostrados nas equacdes (14a) e (14b). O dnico
valor desconhecido é o coeficiente de transferéncia de massa (h;) para
cada volume de controle, o qual, por ndo ter valores na literatura, sera um
parametro ajustado para atingir valores de referéncia.

FNME = ANMEhN (CNNa - C:/ga (l4a)
Frys = A (Cry, — Cry, (14b)

A érea para cada volume de controle serd diferente, pois no
volume da fenda a area é dada pela area frontal do cilindro, regido onde
esta localizado o meio extracelular. Por outro lado, no terminal pos-
sinaptico o fluxo segue a membrana do neur6nio, ou seja, neste volume a
area de troca é dada pela area lateral do cilindro. Desta forma, estas areas
sdo definidas pelas equacdes (15a) e (15b).

Ay, = 2% * Ry x hyc (15a)
AFME =T * RVCZ (le)

Com estas consideracdes e modificacdes, as equacles de
Quinaud (2011), aplicadas ao presente trabalho, sdo representadas nas
equacdes (16a) e (16b) para encontrar ao redor da membrana pos-
sindptica, os perfis ao longo do tempo da concentragdo de sédio no lado
do neurdnio (Cy,,,) e da concentragédo do sodio no lado da fenda (Cg, ).

Dyng
VOl = _AOP % (CNNa - CFNa) — (16a‘)

Dna ( F
ZAOP % (E CFNaV) - ANMEhN (CNNa - C:}Za

ac a Dna
vol “ENe = o, e (C, Oy ) + (16D)
Dna eq
ZAOP % (E CFNaV) - AFMEhF(CFNa - CFNa

Nas equacdes acima, desconsiderando o valor das constantes que
se conhece o valor ou serdo estimados, ha trés incognitas, Cy, ,Cr,, eV,
gue representa a diferenca de potencial na membrana pds-sinaptica.
Assim, é necessaria uma expressao para calcular a diferenca de potencial,
como foi visto no Capitulo 2. Quinaud (2011) propde a equagdo (17) a
seguir.
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V= yele z (CNj - CF]_) (17)

J

O termo y,,; € uma constante igual a 4wd?k,, onde d é a distancia
entre os dois lados da membrana e k, € a constante eletrostatica. O indice
j na equagdo acima representa cada um dos ions que se encontra na
superficie da membrana pds-sindptica, seja do lado interno ou externo.
Portanto, como esperado, a diferenca de potencial na membrana é
calculada a partir das concentragfes dos ions que a rodeiam. Os ions que
mais contribuem a diferenca de potencial sdo 0s anions organicos,
potéssio, sadio, cloro e calcio (KANDEL ET AL, 2014). O intervalo de
tempo que interessa apresenta variacdo significante dos ions sédio,
enquanto a variagdo dos outro é desprezivel. Em vista disso, a
concentracdo dos outros ions € constante, além de ser encontrada na
literatura. Por isso, a partir da equacéo (17) se obtém a equacéo (18) que
serd a forma de calcular o potencial da membrana pos-sindptica no
presente trabalho.

V =Vor + YerF7zj(Cny, = Cry,) (18)

Onde V,; € a contribuicdo dos quatro ions, considerados com
concentracdo constante, para a diferenca de potencial, a qual é constante
e vem dada pela equacdo (19) a partir dos valores da literatura da Tabela
2.

Vor = VelF[ZAN(CNAN - CFAN) + ZK(CNK - (19)
CFK) + ZCl(Cch - CFcz)ZCa(CNCa - CFCa)]

Tabela 2: Concentrac@es idnicas constantes consideradas para o calculo da
diferenca de potencial na membrana pés-sinéptica.

3 Concentragdo | Concentragéo
lon Intracelular Extracelular Referéncia
(mol/m?3) (mol/m3)
Anions 140 0 Kandel et al, 2014
Potassio 140 4 Teixeira et al, 2001
Cloro 16 103 Teixeira et al, 2001
Célcio 0,001 3 Strehler et al, 1996
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Resolvendo simultaneamente as equacbes (16a), (16b) e (18),
obtém-se a concentra¢do ao longo do tempo, do sddio na membrana pos-
sinéptica no lado da fenda e no lado do neurdnio. E necessério notar nas
equacdes (16a) e (16b) o termo Ayp, que é a area pela qual o sddio vai
entrar ou sair através da membrana. Esta area representa a area dos canais
AMPA e NMDA abertos, quando as moléculas de glutamato conectam-
se a esses canais. Ou seja, este termo é essencial, uma vez que relaciona
a dindmica do glutamato com a variacdo de concentracdo de sddio no
terminal pos-sinéptico.

Devido ao termo A,p Ser obtido iterativamente a partir de
resolver numericamente as equacdes de Langevin para o glutamato, as
equacdes do sddio (16a), (16b) e (18) ndo tém solucdo analitica. Portanto,
para a resolucdo serd utilizado o Método de Euler Simples, pela sua
simplicidade. N&o traz muita vantagem usar métodos numéricos mais
robustos de EDO, como Runge-Kutta, por exemplo, que convergem em
menos iteracdes, porque o0 passo de tempo ja vem limitado pelo passo de
tempo das equacdes do glutamato. O qual ja é pequeno o suficiente para
atingir boa precisao e garantir estabilidade do Método de Euler Simples,
que € menos custoso computacionalmente.

A discretizacdo das equacdes (16a), (16b) e (18) gera as equacdes
(20a), (20b) e (20c) respectivamente, que permitem calcular a
concentracdo de sddio interno, externo e a diferencia de potencial na
membrana pés-sinaptica para cada passo de tempo. Este passo de tempo
esta sincronizado com a dindmica do glutamato. Assim, no Capitulo 4
serd possivel verificar qual a influéncia do glutamato na dinamica do
sodio.

o™ = Cu,” (209)



66

n (20D)

- AFMEhF(CFNan - CFEI\(IIU.)]
V="Vor + vaFz (CNNan - CFNan) (20c)
3.4 MEMBRANA PRE-SINAPTICA

Sé&o consideradas no modelo matematico trés regifes da membrana
pré-sinaptica, que sdo mostradas na figura 19. A primeira é a vesicula
sinaptica sendo o local de armazenamento do neurotransmissor. A
segunda regido é representada pelos canais presentes nesta membrana
gue, como serad explicado, sdo predominantemente transportadores de
glutamato. A regido restante da membrana é formada pela sua parede que
faz refletir as moléculas de glutamato quando estas chocam contra ela. A
seguir sdo detalhados os modelos matematicos destas trés estruturas
considerados no presente trabalho.

Figura 19: Estruturas da membrana pré-sinaptica no modelo matematico.

() Transportadores EAAT2
® Glutamato

Vesicula do neuronio
<+~ Receptores NMDA/NR2B

Pré-sinaptico

Fonte: Desenvolvida pelo autor.
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3.4.1 Vesiculas sinapticas

A chegada dos neurotransmissores na fenda sinaptica ocorre a
partir das vesiculas sinapticas, local de armazenamento destes. Devido as
vesiculas serem a Unica fonte de glutamato, espera-se que influenciem
consideravelmente a dindmica do glutamato. Assim, a seguir sdo
discutidos varios aspectos importantes para 0 modelo como: forma da
vesicula, quantidade e posi¢do, distribuicdo espacial dos
neurotransmissores dentro dela e movimentacdo destes dentro da
vesicula.

3.4.1.1 Vesicula na membrana pré-sinaptica

Inicialmente as vesiculas estdo localizadas no terminal pré-
sinéptico separadas da membrana pré-sindptica. Apos atingir as condicoes
fisiolégicas necessarias, a membrana da vesicula ficard ancorada na
membrana do neurénio, através da fusdo das duas.

O presente modelo matematico considera que a vesicula ja esta
ancorada na membrana pré-sinaptica e sem movimento relativo entre as
duas membranas. Assume-se que apos a fusdo das membranas, a vesicula
fica no formato de uma semiesfera. Sabe-se que a membrana da vesicula
se funde com a membrana do neurdnio (SUDHOF, 2013), sendo assim, o
espaco real ocupado pelo glutamato é a semiesfera definida pelo diametro
interno da vesicula. Na Figura 20 pode-se observar a estrutura da vesicula
na membrana pré-sinaptica considerada neste trabalho.

Figura 20: Semiesfera formada apds a fusdo da vesicula com a membrana.

'I

Diametro

Q>

=Y

Fonte: Desenvolvida pelo autor.
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3.4.1.2 Quantidade e distribuicdo espacial das vesiculas.

Os modelos de Allam et al. (2012b), Di Maio, Ventriglia, Santillo
(2016a), entre outros autores, mostram que uma Unica vesicula liberada é
capaz de despolarizar canais AMPA e NMDA, sendo suficiente para
despolarizar a membrana pés-sinaptica. Além disso, as moléculas de uma
Unica vesicula sdo capazes de chegar ao astrocito, no espago extra-
sinaptico, inclusive atingir outras sinapses (RUSAKOV, 1998). Com isto,
no presente modelo é escolhida uma Unica vesicula no terminal pré-
sinaptico, que além das justificativas anteriores, fornecera informagdes
sobre a unidade basica de comunicacao neuronal.

Existe uma zona ativa na membrana pré-sinaptica, local onde a
vesicula se fusiona. Esta regido tem uma forma aproximada a circular,
com raio 110nm (DI MAIO; VENTRIGLIA; SANTILLO, 2016a). Sabe-
se também que a posi¢do de fusdo da vesicula dentro desta zona ativa tem
carater estocastico (DI MAIO; VENTRIGLIA; SANTILLO, 2017).
Logo, no presente modelo define-se a posicdo da vesicula de acordo a
uma distribuicdo normal dentro da zona ativa.

3.4.1.3 Posicéo inicial dos neurotransmissores dentro da vesicula

Dentro da vesicula, se conhece que é aleatéria a localizagdo das
moléculas de glutamato. Portanto, a posi¢do inicial do glutamato é
definida por uma distribuicdo normal tridimensional, com origem no
centro da esfera, a qual representa a vesicula.

3.4.1.4 Movimentagdo do glutamato dentro da vesicula

Apos a fusdo da vesicula com a membrana pré-sinaptica, a regido
interna da vesicula esta em contato direto com a fenda sindptica. Podendo
assim, a vesicula ser considerada com as mesmas propriedades da fenda.
Desta forma, a movimentacéo do glutamato na vesicula também pode ser
descrita pela equacdo de Langevin (21), ja descrita anteriormente, que
define a posicéo e a velocidade do glutamato na fenda sinaptica.

dv

m— = —yv + 2y ()

(21)
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3.4.1.5 Colisdes do glutamato com as paredes da vesicula

Como o0 movimento do glutamato dentro da vesicula ndo tem uma
direcdo preferencial, varias vezes as moléculas irdo colidir com as paredes
da vesicula. Nas paredes da vesicula ndo existe nenhum tipo de receptor,
entdo quando a molécula colidir, a Unica opg¢do € ser refletida.

A reflexdo em uma esfera é um problema que pode ser abordado
por diferentes estratégias. Uma delas seria mediante o uso de
transformac0es, utilizando matrizes de translacdo, rotacao e suas inversas.
Por ter um carater mais didatico, no presente modelo optou-se por uma
metodologia baseada na Geometria Analitica. As etapas desta estratégia
seguem abaixo e, sdo apresentadas na Figura 21.

1. ldentificar o ponto de colisdo na esfera.
2. Encontrar o plano tangente a esfera no ponto de coliséo.
3. Reflexdo da molécula em relagdo ao plano tangente.

Figura 21: Reflexdo do glutamato nas paredes da vesicula.

Fonte: Desenvolvida pelo autor.

3.4.1.5.1 Identificacdo do ponto de colisdo

Quando se identifica que uma molécula colidiu com a parede da
vesicula, se conhecem as coordenadas da molécula dentro da vesicula
Py(xg,¥0,29), € as coordenadas da molécula fora da vesicula
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P, (x1,y1,2;). O primeiro passo € encontrar a equacao da reta que junta
0s pontos Py, P;. Um dos caminhos para realizar isto € mostrado abaixo.
Seja (m) a equacdo simétrica de qualquer reta em 3D:

x_xozy_YO=Z_Zo (22)
a b c

Onde as constantes a, b e ¢ sdo definidas por:
a=x—xub=y—yuc=z—2z, (23)
A reta pode ser representada pelas equagdes abaixo:

y=§(x—x0)+y0 (24)

[
Z=E(X_XO)+ZO

A vesicula tem o formato de uma semiesfera, assim a superficie
pode ser representada pela equacdo da esfera, que é valida para a
semiesfera, se somente sdo considerados os valores de z negativos. Sao
considerados os valores negativos de z, ja que nessa direcdo se encontra
a vesicula segundo o sistema de coordenadas adotado. Assim a superficie
da vesicula de raio R ¢é dada por:

x? +y? +2z? = R? zZER" (25)

Com as equacdes (24) e (25) é possivel encontrar 0 ponto de
interseccgdo entre a reta e a esfera, 0 qual representa o ponto de coliséo da
molécula de glutamato. Apds algumas operacGes algébricas, obtém-se as
expressdes (26a), (26b) e (26¢), que representam as coordenadas do ponto
de colisdo P.(xc, Ve, 2¢)-

Xc =
—abyg—acyy+b2xg+c2xotaR2(a?+b2+c2)—(azo—cxg)%—(ayo—cb)2—(bzy—cyy)?
aZ+b%+c?
(26a)
(26b)

b
Ve =E(xc_xo)+J’o
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c
Ze =~ (xc —xg) + 2z (26¢)

Observa-se na equacdo (26a) que dependendo do sinal da raiz, x,
pode ter dois valores. A escolha do x. correto é feita verificando a
condicdo de que x,. deve estar contido entre x, € x;.

3.4.1.5.2 Calculo do plano de reflexdo

Quando a molécula colide com a parede, ela é refletida pelo
contato com a superficie esférica da vesicula. O plano que passa pelo
ponto de colisdo e seja tangente a esfera, representa de forma equivalente
a coliséo com a esfera.

A equacdo geral do plano em coordenadas cartesianas é:

dx+ey+fz4+g=0 27

Sendo o vetor (OP;), o vetor que sai da origem do sistema de
coordenadas e vai até o ponto de colisdo:

—_—

OPC = Pc(x;y,z) - O(X,y,Z)
OE (xC' yCl ZC) - (0'0'0)
OPO = (xclyc:Zc) (28)

Da Geometria Analitica sabe-se que os valores d,e,f
representam a dire¢do do vetor ortogonal ao plano. Como o vetor 0—P£ é
perpendicular ao plano e €é conhecido, podem ser calculados os
coeficientes do plano d, e, f.

d= O_PC)x =X, (293)
e= 07 =y, (290)
f=0F, =z (29¢30)

Para encontrar o valor do coeficiente g é necessario substituir, na
equacdo do plano, os valores encontrados d, e, f e as coordenadas de
algum ponto que pertenca ao espa¢o. Lembrando-se que o ponto de
colisdo P.(x., y., z.) pertence ao plano. Assim a equac&o (t) fica:

XeeXe +YeVe+ 2o 2.+9g =0 (31)
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Agora a Unica incégnita é g, que vai ser calculada por:
g =—x¢—yi-z{ (32)

Assim, com todas as constantes conhecidas, o plano de reflexéo
é definido por:

XX+ Yy + Zez — XE—yi—zf = (33)
3.4.1.5.3 Célculo da nova posicao da molécula

Apos ter calculado a posicéo da colisdo da molécula (P,) e o plano
no qual sera refletida, tem-se condigdes para encontrar a nova posicao da
molécula. Usando conceitos de Geometria Analitica, o calculo da nova
posicdo da molécula, P,(x,,v,, z,), se reduz a reflexdo do ponto P; em
relacdo ao plano de reflexéo.

As equacOes 34a, 34b,35¢ definem a nova posicdo da molécula.

Xy (34a)
_ 2xc(xcxl + YY1t 2Zcz — xcz_ycz _Zcz)
AT a% + b? + c2
3 2y (xcxy + Yey1 + 2021 — x—yE—7¢) (34b)
Y2= 01— a? + b2 + c2
_ zzc(xcxl t YY1+ 2z — xc2 _YCZ_ZCZ) (34C)
2=%" a? + b2 + c2

O novo ponto P, ainda pode estar fora da vesicula. Caso isto
aconteca, as trés etapas de célculo sdo repetidas. A Unica mudanga é, que
desta vez, as coordenadas do ponto P;serdo substituidas pelas
coordenadas do novo ponto fora da vesicula P,.

3.4.2 Canais na membrana pré-sinptica
34.2.1 Transportadores de Glutamato

No capitulo 2 pode-se observar que sé Ventriglia e Di Maio
(2000) consideram transportadores de glutamato na membrana pré-
sinaptica, embora seja com uma probabilidade muito baixa de 10
Apesar disto, diversos trabalhos mostram a importancia destes
transportadores tanto para a recaptacdo do glutamato da fenda sinaptica
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evitando excitotoxicidade, como também para o ciclo do glutamato
(DANBOLT; FURNESS; ZHOU, 2016), (ROSE et al., 2016),
(VANDENBERG; RYAN, 2013).

O transportador mais encontrado na membrana pré-sinaptica é o
transportador de aminoacido excitatério 2 (EAAT2) (ROSE et al., 2016).
O EAAT?2 ¢ historicamente conhecido por ser o principal transportador
de glutamato no astrécito, mas na Gltima década, tem-se mostrado que do
total de EAAT2 na sinapse, pelo menos 10% encontra-se na membrana
pré-sinaptica (DANBOLT; FURNESS; ZHOU, 2016).

Portanto, no presente modelo matematico considera-se que 50
canais EAAT2 (DANBOLT; FURNESS; ZHOU, 2016) estéo alocados na
parte frontal da membrana pré-sinaptica. Os transportadores nao
influenciam diretamente na quantidade de sddio que entra no terminal
pos-sindptico. Logo, durante o calculo s6 se leva em consideracdo a
guantidade de transportadores ocupados e livres, sem detalhes sobre seu
posicionamento. A outra simplificacdo se da em relacdo a sua cinética,
considerando apenas a informacdo que 41 moléculas de glutamato séo
transferidas a cada segundo para o interior do neurénio (BERGLES;
JAHR, 1997). Esta informacdo é suficiente para os fins do modelo deste
transportador no presente estudo. Apesar de ser uma taxa de transferéncia
baixa, um nimero maior de moléculas ¢ retido no glutamato em poucos
milissegundos, ja que a afinidade de se ligar ao glutamato é alta (ROSE
et al., 20016). Por isto, é considerado no modelo que quando uma
molécula de glutamato colide com a superficie do transportador, esta liga
automaticamente.

3.4.2.2 Receptores de Glutamato

O terminal pré-sinaptico ndo é conhecido por possuir na sua
membrana receptores de glutamato. Mas nos Ultimos anos, observacdes
anatdbmicas e fisioldgicas tém demonstrado que existe receptores
ionotrépicos de glutamato na lateral deste terminal (BOUVIER et al.,
2015). Especificamente receptores N-metil-D-aspartato com subunidade
NR2B (NMDA/NR2B).

Além disso, principalmente com o trabalho de De Pitta et al.
(2011) mostra-se que estes canais sdo parte importante da sinapse
tripartite. J& que estdo localizados na superficie lateral da membrana pré-
sindptica, perto da regido do astrocito, onde é liberado glutamato. Ou seja,
recebem diretamente e em poucos milissegundos o glutamato proveniente
do astrdcito, evidenciando a importancia desta célula glial para a sinapse.
Apos esta ligacdo acontecer, ainda ndo se conhecem os mecanismos, mas
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sabe-se que a consequéncia é o0 aumento da quantidade de
neurotransmissor liberado pelo terminal pré-sindptico. De Pitta et al.
(2011) apresenta uma das explicagbes mais simples e biologicamente
plausiveis para este fendmeno. A ideia dele € relacionar a fragao de canais
no pré-sinaptico ligados pelo glutamato astrocital (I') com a probabilidade
basal de liberagdo de uma vesicula ancorada (U,). Esta relagdo é dada pela
equacéo (35).

Up() = (1 — D)U; + al’ (35)

O parédmetro Uy representa a probabilidade U, na auséncia de
glutamato, o autor usa o valor de 0.5. Por outro lado, a é o pardmetro que
aglomera a influéncia do astrocito na liberacdo pré-sinéptica, cujo valor é
1 quando a sinapse é potencializada, como no presente modelo.

A dindmica do glutamato na fenda sinaptica proposta em se¢des
anteriores mostra, como um dos seus resultados, o tempo em que uma
molécula do glutamato proveniente do astrocito atinge um terminal
NMDA pré-sindptico. Quando acontece esta colisdo, uma probabilidade
Po,.5» Parametro do modelo, determina se a molécula se liga ou néo ao
canal. E com isto, pode-se calcular a fragdo I', com o qual se consegue no
presente modelo relacionar o glutamato astrocital com a liberagdo pré-
sinaptica.

3.4.3 Parede da membrana pré-sinaptica

Quando as moléculas de glutamato se chocam com a membrana
pré-sinaptica e ndo se ligam a nenhum dos canais recentemente descritos,
elas sdo refletidas. A membrana pré-sinaptica esta formada pela face
frontal e sua face lateral.

Como mostrado na sec¢do 3.1, a parede frontal da membrana pré-
sindptica é representada pela face plana de um cilindro. Assim, este
choque se resume a reflexdo de uma trajetdria reta em relagdo a um plano,
onde as coordenadas da molécula dentro da fenda sdo P, (xg, Yo, Zo), as
coordenadas da molécula fora da fenda sinéptica séo P, (xq,V1,21) € as
coordenadas da nova posi¢ao estdo representadas por P, (x,, V-, Z5)-

Pode-se observar que a membrana pré-sinaptica é paralela ao plano
de coordenadas XY. Desta forma, as coordenadas das moléculas em x e
em y podem ser mantidas, precisando s6 modificar a coordenada em z.
Por ser um choque completamente elastico, a distancia em z entre a
membrana e o ponto P; é igual a distancia entre o ponto P, e a membrana.
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Além disso, a membrana esta localizada no plano z=0, por isso a nova
coordenada em z (z,) tem simplesmente o valor negativo da coordenada
z,. Assim, as coordenadas P, (x, y,, z,) da nova localizagdo da molécula,
gue agora esta dentro da fenda sinaptica, sdo dadas pelas expressdes 36a,
36b e 36¢.

x2 = x1 (3661)
Y2=W (36b)
Zy = —2Z; (360)

Por outro lado, a regido lateral da membrana pré-sinaptica,
corresponde a face lateral do cilindro. Assim, a colisdo de uma molécula
com esta parede se resume a reflexdo de uma trajetéria reta em relacéo a
uma circunferéncia. Esta reflexdo é idéntica a reflexdo com faces
cilindricas do astrécito, que serd explicada em detalhe na secédo 3.6.2.

3.5 MEMBRANA POS — SINAPTICA

Conforme explicado na revisdo bibliografica, na membrana pés-
sinaptica duas grandes regides sdao fundamentais para uma correta
modelagem desta membrana. A primeira é formada por todos os canais
responsaveis pela entrada e saida dos ions sodio e potassio durante o
processo sinaptico. A outra regido que precisa ser considerada na
membrana é sua parede, ja que devido a razdo pequena entre altura e
didametro da fenda, sdo repetitivos os choques entre as moléculas e a
parede, a qual vai fazer com que o glutamato seja refletido. A seguir séo
descritos 0s modelos matematicos destas duas estruturas da membrana
pos-sindptica considerados no presente trabalho e mostrados na Figura
22.
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Figura 22: Estruturas da membrana pré-sinaptica no modelo matematico.

A

{ ) Transportadores EAAT3
<+~ Receptores NMDA/NR2B
Receptores AMPA

Pos-sinaptico N

Fonte: Desenvolvida pelo autor.
3.5.1 Canais na membrana pos-sinaptica

A membrana pos-sindptica é muito rica em canais e
transportadores, os quais tem o objetivo de modular em tempos e formas
diferentes o sinal que chega ao terminal pds-sinaptico. Com  isto, a
composicdo da membrana pos-sindptica depende da sua localizagdo e da
sua funcdo. Nesse trabalho ha o interesse nas sinapses excitatorias, no
qual o glutamato é o neurotransmissor. Sendo assim, a seguir serdo
discutidos os principais canais e transportadores encontrados na
membrana pdés-sinaptica em sinapses excitatorias, que estejam
diretamente relacionados com a acdo do glutamato.

3.5.1.1 Receptores de Glutamato

Nas sinapses excitatdrias a informacdo é transmitida mediante a
despolarizagdo da membrana do neurbnio pds-sinaptico, como fora
mencionado. Esta  despolarizagdo €& conseguida quando o
neurotransmissor se liga a seus respectivos receptores, causando a
abertura destes, permitindo desta forma a entrada e saida de ions que
causardo a despolarizagdo. Este fato relembra a grande importancia dos
receptores, em que é necessario realizar uma modelagem matematica
mais precisa destes elementos.
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Quase todos os autores citados anteriormente consideram dois
tipos de receptores de glutamato na membrana pos-sindptica: AMPA e
NMDA. Estes canais sdo complementares e, seus efeitos cooperativos
tém sido demostrados, por exemplo, nos trabalhos de Allam et al. (2012a)
e de Di Maio, Ventriglia e Santillo (2016b). Observa-se que 0s canais
AMPA apresentam uma cinética mais rapida e importante no inicio da
despolarizacdo. Por outro lado, os canais NMDA mostram uma cinética
mais lenta, importantissima para os efeitos de longa duracdo como o LTP
(Long Term Potentiation), um dos fenémenos que contribui para a
plasticidade sinaptica. Sendo assim, no presente modelo matematico
também sdo considerados os receptores AMPA e NMDA na membrana
pos-sindptica.

Sabe-se que a interacdo entre a molécula de glutamato e o receptor
se da por forcas intermoleculares. Ou seja, de fato acontece uma ligagéo,
por isso esta interagdo é modelada geralmente como sendo uma reacdo
guimica tendo uma dada cinética. Na literatura foi visto que se propdem
diferentes mecanismos para a ligacdo do glutamato com seu receptor.
Indo de mecanismos mais simples de duas etapas, como o de Patneau e
Mayer (1990), até mecanismos de 16 etapas, como o de Robert e Howe
(2003).

Quando se utiliza estes mecanismos em um modelo matematico,
geralmente os autores consideram uma abordagem continua. Sendo
consideradas uma concentragdo de glutamato e uma concentracdo de
receptor, como no modelo bastante utilizado de Allam et al. (2012b). Mas
isto é uma aproximacao, pois a ligagdo acontece de 1, 2, 3, ou 4 moléculas
de glutamato com um Unico receptor. Assim, uma abordagem que
considere a molécula em si e ndo uma concentracao se aproximaria mais
da realidade. Um desses trabalhos é o de Di Maio, Ventriglia e Santillo
(2016a), onde 0 mecanismo para a ligacdo entre o glutamato e qualquer
um dos dois receptores esta de acordo com o mostrado na Figura 23.

Figura 23: Etapas da ligacdo entre o glutamato e canais AMPA e NMDA.

By=B,=B,=4,

A

Fonte: Desenvolvida pelo autor

Onde By, B;, B, representam os estados nos quais o canal esta
fechado e, ligado com 0, 1 e 2 moléculas de glutamato respectivamente.
A, representa o canal ativo, ou seja, aberto com 2 moléculas de glutamato.
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Este modelo contém a informacédo fisiologica ja conhecida, em que séo
necessarias pelo menos duas moléculas de glutamato para ativar o canal.
Além disso, permite que com duas moléculas ligadas, o canal possa estar
ligado ou desligado, correspondendo ao comportamento observado
experimentalmente. Por isto e por sua simplicidade, este modelo sera
considerado a base para descri¢do da interagdo do glutamato com os
canais AMPA e NMDA no presente estudo.

A Unica modificacdo proposta nas etapas de reacdes apresentadas
na figura 23 tem por objetivo levar em conta o fendmeno fisioldgico
chamado de desensitiza¢do do receptor. Este é um estado inativo do canal
apos ter estado ativo. E considerado no presente modelo para ter uma
descricdo mais precisa da dindmica do receptor. Holmes (1995) prop6e
que o estado de desensitizacdo pode ser atingido tanto a partir do estado
B, quanto do estado A,. Mas observa-se pelos dados cinéticos, que a
transicdo a partir do estado A, pode ser desprezivel. Assim, considera-se
0 modelo de desensitiza¢ao proposto por Lester e Jahr (1992), com o qual
se chega ao modelo de reacdo considerado no presente trabalho e
apresentado na figura 24.

Figura 24: Etapas da ligacdo entre o glutamato e canais AMPA e NMDA no

presente trabalho. J—)

Fonte: Desenvolvida pelo autor

Como j& foi explicado, ndo sera considerada a taxa de reagdo
comumente definida, por ter uma abordagem continua. Entdo se mantém
a abordagem discreta do presente trabalho e esta etapa da reacéo se baseia
no trabalho de Di Maio, Ventriglia e Santillo (2106a). Uma molécula, que
esta na fenda sinptica e colide com algum receptor, tem uma
probabilidade Pz conhecida de ficar ligada ao receptor, ja que vai
depender se a colisdo aconteceu no grupo funcional da molécula e na
posi¢do do receptor que permita a ligagdo. Esta consideracdo define o
modelo para ir do estado B, para o estado B;, o qual também se deve
cumprir para chegar ao estado B,.

Quando um canal tem duas moléculas, estado B,, o canal pode
abrir ou ir para o estado desensitizado, dependendo das probabilidades P,
e P, respectivamente. O receptor com as duas moléculas de glutamato



79

ficara transitando entre estes trés estados até uma das moléculas se
desligar. O tempo que transcorre entre a molécula se ligar e desligar (t;,)
pode ser modelado como um Processo de Poisson e por tanto, segue uma
distribuicdo exponencial (VENTRIGLIA; DI MAIO, 2013). A
distribuicdo exponencial é definida por um Unico parametro, o tempo
médio que uma molécula fica ligada (t;). Por ter afinidades diferentes
com a molécula de glutamato, cada receptor tera seu préprio tempo médio
(b prpa € Tonmpa)- Na figura 25 mostra € exibida como fica a funcdo de
distribuicdo acumulada para cada canal.

Figura 25: Probabilidade de uma molécula ficar ligada em fungéo do seu tempo
ligada; a) AMPA, b) NMDA.
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Fonte: Desenvolvida pelo autor.
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A (ltima consideracdo que falta para realizar uma modelagem
correta dos receptores é lembrar que os receptores NMDA séo bloqueados
por moléculas de Mg?* quando se estd no potencial de repouso da
membrana. Di Maio, Ventriglia e Santillo (2016a) afirmam que o
desbloqueio vai acontecendo a medida que a membrana vai sendo
despolarizada. Estes autores propdem a fungdo de probabilidade de
desbloqueio de Mg?* (P,) descrita pela equacdo (37) e mostrada na figura
26. E proposta uma funcdo sigmoide, baseado nas observacdes
experimentais de Jahr e Stevens (1990). Esta expressdo depende do
potencial de membrana p6s-sinaptico (V), que é calculado como se propds
no presente trabalho pela equacgéo (18).

1 37)

he=Treow

Figura 26: Probabilidade de desblogueio de Mg?* dos canais NMDA em funcio
do potencial de membrana p6s-sinéptico.

Fonte: Di Maio, Ventriglia e Santillo (2016a).

Assim, para os receptores de NMDA se aplica primeiro a
probabilidade P, e depois as probabilidades da cinética da figura 24, ja
explicadas. Para os canais AMPA, por ndo possuirem nenhuma molécula
que bloqueie seu funcionamento, se procede diretamente com a aplicacao
da cinética com as probabilidades.

Além dos receptores NMDA localizados na regido frontal do
terminal pos-sinaptico, no modelo serdo colocados um subtipo destes
receptores, NMDA/NR2B, na regido lateral deste terminal como proposto
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por De Pitta et al. (2016). Estes receptores mostram-se como elementos
da sinapse tripartite para potencializar o sinal no terminal pds-sinéptico,
jaque, pela sua proximidade com o astrdcito, estes receptores sdo um bom
alvo para o glutamato astrocital. Desta forma sera avaliada a influéncia
do astrdcito no terminal pds-sinaptico, além da influéncia no terminal pré-
sinaptico como foi mencionado na se¢do 3.4.2.2.

3.5.1.2 Transportadores de Glutamato

Transportadores de glutamato do tipo EAAT3 séo observados nas
regides laterais dos terminais sindpticos (ROSE et al., 2016)
(DANBOLT; FURNESS; ZHOU, 2016). Além disso, ja tem sido
mostrada sua importancia em modelos da sinapse tripartite, como no
modelo matematico de Allam et al. (2012b). Assim, no presente trabalho
também sdo considerados estes transportadores na regido lateral da
membrana pos-sindptica com os dados estruturais provenientes de Allam
et al. (2012b) e Danbolt, Furness e Zhou (2016). Da mesma forma que foi
feita a simplificagdo para os transportadores da membrana pré-sinaptica,
aqui sé é considerado o tempo em que o transportador demora a levar para
dentro o glutamato, sem levar em conta as etapas cinéticas.

3.5.2 Parede da membrana pdés-sinaptica

Na membrana pos-sinaptica, além da possibilidade de se ligar aum
canal, as moléculas de glutamato podem bater nas paredes da membrana
pos-sinaptica e serem refletidas. Esta colisdo pode acontecer tanto com a
regido frontal da membrana, quanto com a regido lateral cilindrica desta.

Como aregido plana da membrana pés-sinéptica tem uma estrutura
igual a membrana pré-sinaptica e é paralela a esta, a reflexdo segue o
mecanismo de choque descrito na secdo 3.4.3. A (nica diferenca é que a
membrana pos-sinaptica esta localizada no plano z=20nm. Levando em
conta isto e, definindo que as coordenadas da molécula dentro da fenda
sd0 Py(xg,Vo,2o) € que as coordenadas da molécula fora da fenda
sindptica estdo representadas por P; (x4, V1, 21), as coordenadas da nova
posicdo P, (x4, Y2, Z,) Sd0 dadas pela expressdes (38a), (38b) e (38c).

Xy = Xq (38&)

Y2=W1 (38h)
z, =20 — (z; — 20) (38¢c)
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Da mesma forma, a regido cilindrica lateral da membrana pds-
sinaptica tem a mesma topologia das regides cilindricas da membrana pré-
sindptica e do astrocito. Assim, esta colisdo segue a mesma fisica, a qual
seré explicada em detalhe na secéo 3.6.2.

3.6 ASTROCITO

Na maior parte dos modelos matematicos de sinapses quimicas que
consideram o astrdcito, geralmente s6 o colocam com o papel de capturar
o0 glutamato da fenda. Como ja foi comentado nos objetivos do trabalho,
0 modelo matematico proposto visa estudar a influéncia ativa e direta do
astrocito na sinapse. Assim, serdo consideradas as estruturas que ajudem
a elucidar esse comportamento. Os elementos do astrocito considerados
sdo as vesiculas, transportadores e a parede da membrana, que podem ser
vistos na figura 27.

Figura 27: Estruturas da membrana do astrocito no modelo matematico.
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Fonte: Desenvolvida pelo autor.
3.6.1 Vesicula do astrdcito

Sabe-se que a forma mais provavel para a liberagdo de glutamato
por parte do astrocito é mediante vesiculas, de forma bem similar a
liberacdo no terminal pré-sindptico (ZOREC et al., 2016). Entre os
principais trabalhos sobre sinapse tripartite, poucos consideram a
liberacdo de glutamato astrocital. Um dos que considera € o modelo de
De Pitta et al. (2016), do qual serdo extraidos alguns parametros para o
modelo e também servird para uma etapa da validacdo do modelo
proposto no presente estudo.

Uma das principais variaveis da modelagem do astrdcito é o tempo
em que vai liberar glutamato. De Pitta et al. (2016) demostra que, s6 ap6s
varios segundos da chegada do potencial de acdo no terminal pré-
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sinaptico, o glutamato sera liberado pelo astrécito. Isto ocorre porque séo
necessarios cumprir varios processos internos do astrocito para atingir a
liberacdo de glutamato astrocital, mesmo que em milissegundos o
glutamato pré-sinaptico chegue no astrécito. Pelo escopo do presente
trabalho, ndo se tem um modelo para representar 0s mecanismos internos
do astrdcito que causam a liberacdo do glutamato. Além disso, sabe-se
gue o astrocito pode liberar glutamato pelos impulsos recebidos em
sinapses anteriores ou inclusive de outras sinapses (ARAQUE et al.,
2014). Ou seja, ndo se conhece com exatiddo o tempo no qual o astrdcito
liberard glutamato. Por esse motivo, no presente trabalho, o tempo de
liberacdo serd um parametro livre do programa computacional. Dessa
forma, admite-se que a liberacdo do glutamato possa ter exibido
diferentes fontes, e assim permitir entender a influéncia do glutamato
astrocital em funcéo do tempo de liberacéo.

JOURDAIN et al. (2007) verificou que a vesicula do astrdcito esta
localizada perto dos receptores NMDA7NR2B das paredes laterais dos
neurdnios. Por outro lado, De Pitta et al. (2016) relembra que o glutamato
astrocital pode rapidamente atingir os receptores NMDA da parede
frontal do terminal pds-sinaptico. Assim, para representar estes dois
cenarios, a posicao da vesicula do astrécito serd um parametro no presente
modelo.

O didmetro da vesicula astrocital e a quantidade de glutamato que
possui sdo um pouco diferentes aos da vesicula neuronal (CRIPPA et al.,
2006). Portanto, no programa computacional a vesicula do astrdcito terd
um valor préprio, de didmetro e nimero de moléculas. Por causa da
similaridade de mecanismos ja mencionada, a sua dindmica sera
equivalente & mostrada para a vesicula neuronal na Secéo 3.4.1.

3.6.2 Parede da membrana do astrécito

Da mesma forma que aconteceu nas paredes das membranas pré-
sinaptica e pos-sinaptica, as moléculas que nao se ligam na membrana do
astrocito, serdo refletidas por esta. A parede do astrdcito é atingida
guando as coordenadas x ou y da molécula atingem o valor dado pelo raio
da fenda. Ou seja, a coordenada em z pode ser mantida ja que ndo é a
causante do choque, assim o problema se torna 2D. Conclui-se que 0
problema se reduz ao célculo da reflexdo em relacdo a uma
circunferéncia. Pelas mesmas motivagfes elencadas na reflexdo em uma
esfera durante o choque da molécula com a vesicula, usam-se 0s conceitos
de Geometria Analitica para desenvolver e calcular a nova posicéo da
molécula apés o choque com a parede do astrdcito.
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As etapas envolvidas no calculo da nova posi¢do da molécula de
glutamato dentro da fenda sdo descritas abaixo.
1. Identificar o ponto de colisdo na circunferéncia.
2. Encontrar a reta tangente a circunferéncia no ponto de colisao.
3. Reflexdo da molécula em relagdo a reta tangente.

3.6.2.1 Identificagcdo do ponto de colisdo

Apos a colisdo de uma molécula com a parede do astrdcito, se
conhecem as coordenadas da molécula dentro da fenda Py (xg, o, Zo) € as
coordenadas da molécula fora da fenda P;(x;,y1,21). O primeiro passo
€ encontrar a equacao da reta que junta os pontos Py, P;. Um dos caminhos
para isto é apresentado abaixo.

A coordenada em z da posicdo ap6s o choque ndo precisa ser
calculada, é dada pela expressao (39).

Z2 =21 (39)
Para encontrar o valor de x, e de y, comeca-se pela defini¢do da
equacdo de qualquer reta em 2D:

y=ax+b (40)

Onde as constantes a e b podem ser calculadas por:
_N1” Yo (41a)

X1 = Xo

b=y, —ax; (41b)

Assim, a equacdo da reta € encontrada e é dada por:
_Y1= Yo Y17 Yo (42)

y_xl_x0x+(y1 xl—X0x1>

A equacéo da circunferéncia em coordenadas cartesianas é dada
por:
x? +y? = R? (43)

Com a equacdo (42) e a equacdo (43) é possivel encontrar o ponto
de interseccdo entre a reta e a circunferéncia, que representa o ponto de
colisdo da molécula de glutamato. Apds algumas operagfes algébricas,
obtém-se as expressOes (44) e (45), que representam as coordenadas do
ponto de coliséo P,(x., y.)-
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_alax; —y) + a/R2(a% + 1) — (ax; — y,)? (44)
B a’+1
Ve = a(xc —Xo) + Yo

Cc

(45)

Observa-se na equagéo (44) que dependendo do sinal da raiz, x,
pode ter dois valores. A escolha do x. correto é feita verificando a
condicdo em que x,. deve estar contido entre x, € x;.

3.6.2.2 Célculo da reta de reflexao

No momento em que a molécula colide com a parede, esta é
refletida pelo contato com a superficie circular do astrocito. A reta que
passa pelo ponto de colisdo e seja tangente a circunferéncia, representa de
forma equivalente a colisdo com o cilindro.

A reta tangente pode ser definida pela equacdo geral da reta em
2D:
y=ax+b (46)

Sendo o vetor (OP;), o vetor que sai da origem do sistema de
coordenadas e vai até o ponto de colisdo:

0P, = P.(%,y) = 0(x,y)
Opcixc' yc) —(0,0)
OF, = (xc' yc)

Assim, o coeficiente angular da reta que passa por este vetor é
dado por:
m, =2 (47)
Xc
Os conceitos de Geometria Analitica permitem calcular o
coeficiente angular de uma reta a partir do coeficiente angular de uma reta
perpendicular a esta. A partir disto, o coeficiente angular a da reta
tangente é dado por:
1 (48)
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A partir da equagdo (46) aplicada no ponto de colisdo que
também é um ponto pertencente a reta tangente, pode-se calcular o
coeficiente b.

b=y.—ax, (49)

Agora é possivel escrever a equagao da reta tangente:

X, X
y=__cx+(yc+y_cxc) (50)

c c

3.6.2.3 Calculo da nova posicao da molécula

Uma vez que ja foi calculada a posicédo da colisdo da molécula (P,)
e a reta na qual serd refletida, pode-se encontrar a nova posicdo da
molécula. Os conceitos de Geometria Analitica fornecem que o célculo
da nova posicdo da molécula, P,(x,,y,), se reduz a reflexdo do ponto P,
em relacdo a reta tangente.

As equacdes (51) e (52) definem a nova posicao da molécula.

_ zxc(xcxl T YY1+ 2cz1 — xcz_ycz_zcz) (51)
a?+ b2+ c?

Xy = X1

2y (xcxy + Yoy + 22y — xE—yi—22) (52)

a? + b?% + c2

YV2=Y1—

O novo ponto P, ainda pode estar fora da fenda sinaptica. Neste
caso, é necessario repetir as trés etapas de calculo até obter uma posicédo
localizada dentro da fenda. A Unica mudanca € que agora as coordenadas
do ponto P, serdo substituidas pelas coordenadas do novo ponto fora da
fenda P,, calculadas na primeira iteracéo.

3.6.3 Canais no Astrécito
De acordo com a literatura, a membrana astrocital é rica

principalmente em receptores de glutamato. Canais metabotrpicos
também podem ser encontrados, mas a sua funcdo foge do escopo do
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presente trabalho. Assim, s6 serdo considerados transportadores de
glutamato no presente estudo.

3.6.3.1 Transportadores de Glutamato

A maior quantidade de glutamato da fenda sinaptica é recuperada
pelos transportadores EAAT2 do astrocito (DANBOLT; FURNESS;
ZHOU, 2016). Isso foi considerado no trabalho de Allam et al. (2012b) e
também sera considerado no presente trabalho. Da mesma forma, para 0s
transportadores dos neurbnios se simplifica sua cinética, s6 sera
considerado o tempo que o transportador demora em levar glutamato ao
interior da célula.

Pela sua importancia na regulagdo do glutamato, no préximo
capitulo se realizard, com base ao modelo matematico proposto, um
estudo do comportamento destes transportadores em algumas situagoes
andmalas das estruturas sinapticas.

3.7 MEIO EXTRA-SINAPTICO

A figura 28 mostra 0 meio extra-sinaptico, o qual ainda nao foi
definido no modelo proposto. Este meio pode levar a outras sinapses ou
inclusive ao fluxo sanguineo. Como interessa-se estudar uma Unica
sinapse e também, conforme informado nos modelos matematicos da
literatura, essas moléculas que chegam a esta regido sumirdo, ndo tendo
mais participacao nessa sinapse.

Figura 28: Meio extra-sindptico no modelo matematico.
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Fonte: Desenvolvida pelo autor.

3.8 PROGRAMA COMPUTACIONAL

As equacdes do modelo e suas respectivas solugdes, apresentadas
neste capitulo, foram implementadas em um programa computacional, no
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qual permite o calculo e a posterior visualizagdo da dinamica dos
compostos simulados.

Existem varios softwares comerciais que resolvem com
facilidade as equagfes de difusdo dos ions. Mas a movimentagdo do
glutamato modelada, usando movimento browniano, ndo é possivel
realizd-la  diretamente nestes softwares, precisando de uma
implementacao adicional por parte do usuario.

Apbs varios testes foi constatado que esta implementacdo
adicional seria invidvel pela sua complexidade. Assim, o programa
computacional foi implementado utilizando a linguagem de programacéo
FORTRAN®. Esta linguagem foi escolhida por apresentar, para a
presente aplicacdo, um tempo de execucdo muito mais rapido, quando
comparado a outras linguagens disponiveis.

O fluxograma da figura 29 mostra as etapas do programa
computacional que contém os modelos matematicos e as operacles ja
discutidas no presente capitulo.
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Figura 29: Fluxograma do programa computacional
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo matematico proposto no Capitulo 3, que descreve a
dinamica do glutamato e do sédio durante a sinapse tripartite, é resolvido
numericamente. O presente capitulo expde os principais resultados,
analisando a influéncia dos parametros mais importantes. Também neste
capitulo € realizada a validagdo do modelo matematico.

4.1 VALIDAGAO DO MODELO MATEMATICO

Todo modelo matematico deve ser validado experimentalmente
para que seus resultados sejam confiaveis e possam ser usados para
formular conclusdes fisicamente coerentes. Ao analisar uma determinada
sinapse com uma Unica vesicula, verifica-se que ha muitas limitacfes
experimentais. Com isso, na literatura ndo se encontram dados
experimentais para realizar a verificagdo. Por este motivo, os resultados
obtidos no presente trabalho sdo comparados a outros modelos
matema@ticos da literatura que possuem uma consideravel aceitagcdo. Com
0 intuito de obter maior confiabilidade dos resultados, estes também séo
confrontados com dados experimentais de cendrios parcialmente
similares.

Como foi discutido anteriormente, ndo existem na literatura
modelos matematicos que contenham os fen6menos, compostos e
dominios que sdo considerados neste estudo. Assim, cada um dos
principais componentes do modelo sera comparado isoladamente. Devido
a importancia na sinapse tripartite, sdo considerados na comparacdo: a
dindmica do glutamato na fenda sinaptica e os efeitos provocados pelo
glutamato neuronal e astrocital nos terminais pré-sinaptico e p0s-
sinaptico.

E fundamental mencionar que as equacdes (10) e (11) tém um
termo randémico e descrevem a dinamica do glutamato. Por isto, antes de
analisar os resultados é fundamental entender a influéncia de diferentes
sementes de numeros randémicos nos resultados de interesse. Para isto,
foram rodadas simulagdes com diferentes sementes de numeros
randémicos e calculados a média e o desvio padrdo da concentracdo ao
logo do tempo do glutamato na fenda, mostrados na figura 30.
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Figura 30: Concentragdo média de glutamato na fenda sinéptica e seu desvio
padrao.

2,00

1,80 —— Paredes (2018)
— 1,60
=
3 140
o 120
AT
O 1,00
©
S 080
2 0,
S 060
S
8 o040

0,20

0,00

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Tempo (ms)

Na figura 30 pode-se observar que nos primeiros instantes existe
um desvio padrdo maior, que ao longo do tempo vai diminuindo. Além
disso, mesmo nos periodos de tempo com desvio padrdo maior, verifica-
se que as trajetérias e concentracbes das moléculas de glutamato séo
praticamente as mesmas. Por tudo isto, podemos dizer que a variabilidade
das diferentes sementes de ndmeros randdmicos ndo afeta
significativamente os resultados. Assim, nos resultados apresentados a
seguir sdo realizadas simula¢des com uma Unica semente randémica.

4.1.1 Validacao da dinamica do glutamato na fenda sinaptica

A comparagdo da dinamica do glutamato ajudara na validagéo
dos fendmenos considerados na sua movimentagao na fenda e também na
verificacdo dos parametros e fendmenos envolvidos na ligagdo com 0s
receptores. Wahl, Pouzat e Stratford (1996) possuem um dos modelos
matematicos referéncia na literatura para a difuséo de glutamato na fenda
sinaptica. Este modelo matematico obteve resultados coerentes aos
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conhecimentos teéricos plenamente aceitos sobre difusdo de
neurotransmissores na fenda sindptica, inclusive, apresenta validacdes
com resultados analiticos. A concentracdo média de glutamato na fenda
ao longo do tempo calculada por estes autores é apresentada na figura 31,
juntamente com os resultados obtidos no presente trabalho.

Figura 31: Concentragdo média de glutamato na fenda sinaptica em um raio de
100nm.
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Para entender melhor estes resultados, é pertinente mencionar que
Wahl, Pouzat e Stratford (1996) utilizaram o0 método de Monte Carlo para
descrever a movimentacdo de glutamato na fenda sinaptica. Ou seja,
também é uma abordagem discreta e estocastica, s6 ndo apresenta
explicitamente um termo para contabilizar a resisténcia ao movimento
imposta pelo meio extracelular como é feito pela equagéo de Langevin.
Pode-se observar que no trabalho de referéncia (linha vermelha), a
concentracdo da fenda comeca com um valor diferente de zero, isto
acontece pois 0s autores consideraram uma liberacdo instantanea e
pontual de glutamato na fenda no tempo t=0s. Como no presente trabalho
leva-se em conta a difusdo das moléculas de glutamato na vesicula
sindptica antes de sair para a fenda, a concentracao calculada (linha azul)
considera o glutamato na fenda em um raio de 100nm e o glutamato na
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vesicula para que estes resultados sejam comparaveis aos resultados de
Wahl, Pouzat e Stratford (1996).

A primeira diferenca perceptivel na figura 31 se da no primeiro 0.1
ms, em que a velocidade de difusdo do presente estudo é um pouco menor,
embora seja usado em ambos os trabalhos 0 mesmo coeficiente de difuséo
(7.6x107%m?2s~1). A principal causa plausivel para esta diferenca esta
em, como Wahl, Pouzat e Stratford (1996) ndo consideram a geometria
da vesicula, as moléculas de glutamato ja estdo na fenda desde o primeiro
instante, levado assim menos tempo para atingir o0 meio extra-sinaptico.
No entanto, o resultado do presente trabalho estd mais coerente com
observagfes que mostram a importancia de considerar a difusdo inicial
das moléculas na proépria vesicula, inclusive no poro de fuséo
(VENTRIGLIA; DI MAIO, 2000), (RABIE; RONG; GLAVINOVIC,
2006).

Outra causa possivel para a existéncia da diferenca na velocidade
de difusdo é a forma na qual é modelada a resisténcia que o meio
extracelular impde a movimentacdo de glutamato. No presente estudo a
resisténcia é descrita por um termo especifico na equagdo de Langevin
baseado na viscosidade do meio, enquanto que no trabalho de Wahl,
Pouzat e Stratford (1996) a resisténcia estd incluida implicitamente no
desvio padrdo, base da simulacdo de Monte Carlo. De qualquer forma,
esta diferenca na velocidade de difusdo ndo é consideravel, ja que se
observa na figura 31 que em 0.1 ms as duas concentra¢des voltam a ser
iguais.

Por outro lado, ressalta-se na figura 31 uma segunda diferenca
entre as duas curvas, neste caso, referente ao valor de concentragéo final
de glutamato na fenda. Isso acontece pois, no presente estudo sao
considerados receptores AMPA e NMDA, enguanto que no trabalho de
Wahl, Pouzat e Stratford (1996) sé receptores AMPA fazem parte do
modelo. Conforme explicado no Capitulo 3, o tempo de ligacdo do
glutamato nos canais NMDA é maior do que nos receptores AMPA. Além
disso, os canais NMDA estdo localizados dentro do raio de 100nm que
esta sendo considerado para calcular a concentracéo da figura 31. Sendo
assim, é valido e preciso afirmar que a concentragdo maior, no presente
estudo, é devido a ligagao do glutamato aos canais NMDA. A necessidade
de levar em conta os canais NMDA esta apoiada na sua importancia, ja
conhecida e aceita na literatura, como resume Rousseaux (2008), e é
verificada matematicamente em alguns trabalhos, por exemplo, em Allam
et al (2012a) e em Di Maio, Ventriglia, Santillo (2016).

Assim, as diferencas nos resultados entre o presente modelo
matematico e o modelo de Wahl, Pouzat e Stratford (1996) foram
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explicadas fenomenologicamente. Além disso, pode-se observar na figura
31 que a magnitude dos valores da concentracao e também o perfil médio
das concentracfes sdo praticamente iguais. Por isso, pode-se confiar na
dinamica de glutamato implementada no presente trabalho. Nisto inclui a
equacdo de Langevin, os pardmetros de difusdo e os parametros
envolvidos na ligacdo com os receptores e transportadores de glutamato.

Para estender mais o alcance dos resultados da figura 31, séo
plotados na figura 32 as concentragdes para diferentes raios do dominio
obtidas com modelo proposto no presente trabalho.

Figura 32: Concentracdo média de glutamato na fenda sinaptica em diferentes
posicdes da fenda sinaptica.
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O gréfico da Figura 32 apresenta o padréo de difuséo das moléculas
de glutamato na fenda sinaptica. Como as moléculas estdo sendo
liberadas desde uma regido fora do dominio (vesiculas) e numa
guantidade limitada de moléculas, ja era esperado um aumento da
concentracdo na fenda e depois um espalhamento para outras regifes do
dominio, diminuindo assim sua concentracdo. E observado que a
concentragcdo maxima € atingida nos primeiros milissegundos, o qual é
importante para que o glutamato atinja rapidamente o terminal pés-
sinaptico, transmitindo assim rapidamente o sinal.
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Outro pardmetro que pode modificar a concentracdo de glutamato
na fenda sinéptica € a posicdo de liberacdo das moléculas de glutamato a
qual é definida pela posi¢éo de ancoragem da vesicula pré-sinaptica. Estas
concentrag@es sdo mostradas na figura 33.

Figura 33: Concentracdo média de glutamato na fenda sinaptica para diferentes
posicdes de ancoragem da vesicula pré-sinaptica.
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Verifica-se que a maior concentracdo de glutamato na fenda
sinaptica é obtida quando a vesicula esta localizada no centro do terminal
pré-sinaptico. Como é uma sinapse excitatoria, se deseja que a maior
guantidade de receptores seja ligada e aberta por moléculas de glutamato,
entdo quem favorece este cenario é a vesicula localizada no centro (0,0)
da membrana pré-sinaptica.

4.1.2 Validacdo das respostas dos terminais neuronais causadas pelo
glutamato astrocital e neuronal

Uma vez que foi verificada a dindmica do glutamato na fenda
sindptica, falta validar as respostas obtidas nos dois neurdnios, como
resultado de todos os fendmenos considerados neste estudo. Esta etapa €
relevante ja que uma validacéo satisfatoria implicaria numa modelagem
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correta da dindmica do sédio, da liberacdo do glutamato astrocital e,
principalmente, da influéncia do astrécito nos dois neurénios.

Como foi discutido na Revisdo Bibliogréfica, os trabalhos de De
Pitta et al. (2011) e de De Pitta e Brunel (2016) sdo os modelos que
discutem com mais profundidade os efeitos do glutamato astrocital nos
neurbnios pré-sindptico e pos-sindptico. Devido as limitagdes
experimentais, estes autores ndo dispGem de resultados experimentais
guantitativos para comparar, mas seus modelos matematicos estdo de
acordo com observagdes experimentais qualitativas. Sendo assim, estes
trabalhos mostram-se como uma adequada referéncia para validar os
resultados do presente estudo.

Por outro lado, os dois artigos supracitados estdo focados no estudo
de fendmenos que acontecem aproximadamente de 0.5 até 180 segundos.
Em contrapartida, o presente trabalho tem 0.5ms como tempo maximo de
analise. Ou seja, as escalas do tempo sdo totalmente diferentes, razdo pela
qual ndo é viavel realizar uma comparacao de perfis ao longo do tempo
das variaveis de interesse. Mas, comparando os valores maximos das
principais varidveis resultantes, ainda se poderd validar a ordem de
magnitude com a qual o glutamato astrocital e neuronal estimulam os
neurbnios pré-sinaptico e pdés-sinaptico. E desta forma, pode-se ter
fiabilidade na intensidade da influéncia do astrocito nos neurdnios
posteriormente explicada.

Ha trés principais efeitos consideraveis provocados pelo glutamato
neuronal e astrocital nos terminais neuronais. O primeiro fenémeno ¢ a
despolarizacdo da membrana pdés-sindptica causada somente pelo
glutamato proveniente do neurbnio, por ser um dado conhecido e
essencial, inclusive fora da teoria da sinapse tripartite. O segundo é a
despolarizacdo da membrana pds-sinaptico provocada exclusivamente
pelo glutamato astrocital. Finalmente, o Ultimo efeito importante da
sinapse tripartite se refere a influéncia do glutamato astrocital e neuronal
no neurdnio pré-sindptico. A tabela 3 mostra os valores maximos das
variaveis que representam os trés efeitos mencionados.
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Tabela 3: Comparagdo dos efeitos provocados pelo glutamato neuronal e
astrocital nos neurdnios pré-sinaptico e pds-sinaptico.

Autor Uomax | EPSPuax ¢ru nev | EPSPyax GLu ast

Paredes

(2018) 0.52-0.90 -40 mV -55 mV

De Pitta et al.

(2011) 0.85 - -

De Pitta,

Brunel (2016) | -45mv 56 mv

Uy wax: Probabilidade basal maxima de liberacdo de vesiculas no terminal pre-
sinaptico; EPSPyax cLu ney: POtencial — excitatorio  pos-sinaptico  maximo
provocado pelo glutamato neuronal; EPSPyx Ly asr: Potencial excitatorio pos-
sinaptico maximo provocado pelo glutamato astrocital.

Considerando o principal objetivo deste trabalho, o pardmetro
EPSPyax gLy ast € 0 mais importante da Tabela 3, porque expressa de
forma direta a influéncia do astrdcito na despolarizacéo do terminal pds-
sinaptico. Nas proximas se¢des serd discutido em detalhe as implicac6es
do valor obtido neste trabalho, por enquanto pode-se dizer que esta de
acordo com o valor obtido por De Pitta, Brunel (2016), ja que a diferenga
é de apenas 1mV.

Ainda em relacdo a tabela 3, observa-se, pelo pardmetro
EPSPyax cLu neu» Que 0 glutamato neuronal no presente estudo gerou 5
mV a mais na despolarizacdo da membrana pds-sinaptica. Esta diferenca
poderia ser causada pela dindmica de glutamato, encarregada de abrir 0s
canais, ou pela dindmica do sédio, cuja entrada e saida modifica
diretamente o potencial de membrana. Na secdo 4.1.1 foi validada a
dindmica do glutamato, assim o modelo matematico do sédio é a causa
mais provavel para ter obtido um potencial de membrana maior do que o
esperado. Dentro do modelo do sodio existem duas grandes
simplificacBes: ndo ter considerado variagao espacial e nem os outros ions
gue contribuem para a variacdo de potencial da membrana pds-sinaptica.
De qualquer forma, considerando a ordem de grandeza do potencial de
membrana e a variabilidade das sinapses, o valor obtido pode ser
considerado aceitavel. Além disso, é importante enfatizar que o potencial
de membrana calculado foi atingido em, aproximadamente, 0.1 ms, ou
seja, em um intervalo de tempo propicio para que existam mais pequenas
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despolarizagdes e possa se alcangar um potencial de agdo em 1 ou 2 ms,
como é conhecido na literatura.

Finalmente, a tabela 3 traz o valor da probabilidade basal de
liberacdo de vesiculas no terminal pré-sinaptico (Ugpax), Que serd
modificado pela atuacdo do glutamato astrocital segundo a hip6tese da
sinapse tripartite. Conforme mencionado no capitulo 3, a variavel U, ¢é
uma forma simplificada de quantificar a influéncia do astrécito no
terminal pré-sinaptico, ja que se sabe, experimentalmente, que existe essa
influéncia, mas ndo se conhecem 0s mecanismos. Ou seja, existe incerteza
sobre quais varidveis influenciam U, e de que forma. Por isto foi
evidenciado, durante o presente trabalho, uma apreciavel variabilidade de
Uy, dentro do intervalo 0.52 —0.90. Foi identificado durante as simulagdes
gue a variavel que mais afeta U, é a distancia percorrida pela molécula de
glutamato desde a vesicula do astrécito até a membrana do terminal pré-
sinaptico.

E esta distancia é crucial, porque, caso seja excessiva, 0 glutamato
pode preferir outros caminhos, como escapar dessa sinapse, ou também
pode encontrar receptores pré-sinapticos ja ocupados por glutamato
proveniente do préprio neurénio. Como o range calculado neste trabalho
contém o valor estimado por De Pitta et al (2011), pode-se usar este
Ultimo para estimar a distancia ideal entre a vesicula do astrocito e a
membrana pré-sinaptica.

Assim, pelos resultados bastante razoaveis apresentados na tabela
3 e, considerando as observagdes mencionadas, pode-se dizer que o
glutamato astrocital e neuronal influenciam os dois neurdnios dentro das
margens previstas pela literatura. Na proxima secdo se discutira em
detalhes a influéncia do astrdcito na sinapse.

4.2 ACAO DO ASTROCITO NA SINAPSE TRIPARTITE

Esta se¢do tem como objetivo apresentar alguns resultados da
influéncia direta do astrdcito durante uma sinapse quimica. Como
discutido consistentemente por De Pitta e Brunel (2016), o astrdcito pode
influenciar tanto o neurbnio pés-sindptico quanto o pré-sinaptico. Estes
autores também demostram que néo é provavel que na mesma sinapse o
astrocito influencie diretamente ambos os neurdnios. Ou seja, existem
estruturas especializadas para que o astrécito atue no neurbnio pré-
sindptico e outras nas quais o neurdnio pds-sinaptico € o alvo do astrdcito.
Assim, no modelo matematico foram escolhidas condi¢cdes que
facilitassem um objetivo ou o outro. O principal pardmetro encarregado
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disto ¢ a posicdo de ancoragem da vesicula do astrdcito, que estard mais
préxima do terminal pds-sinaptico em um caso ou mais perto do terminal
pré-sinaptico no outro.

4.2.1 Acao do astrdcito no neurénio pés-sinaptico

A resolucdo do modelo matematico proposto demonstra que o
astrdcito pode agir no neurdnio pos-sinaptico de diferentes formas por ter
alguns parametros livres. O principal parametro surge devido a que no
presente trabalho ndo estdo sendo modelados os processos internos do
astrocito que déo origem & liberacdo de glutamato. Assim, é necessario
definir um tempo no qual as vesiculas do astrocito liberam o glutamato.
Este tempo é contabilizado a partir do instante em que é liberado
glutamato por parte do terminal pré-sinaptico. O valor desse tempo sera
variado a partir de -0.10 ms, considerando a liberacdo antecipada de
glutamato astrocital até 0.20 ms ap6s a liberacdo da vesicula neuronal.

A figura 34 mostra o perfil do potencial de membrana pos-
sindptico para quatro diferentes cendrios de tempo de liberagdo do
glutamato do astrécito. O cenario (a) vai servir de referéncia para verificar
a possivel influéncia do astrécito, ja que mostra a variacdo de potencial
guando s6 se tem glutamato proveniente do neurdnio. Na figura 34 (b) a
vesicula do astrdcito é liberada 0.10 ms antes da vesicula do neurénio.
Pode-se ver claramente como uma Unica vesicula astrocital causou a
despolarizacdo da membrana pos-sindptica de -60 mV a -55mV, o qual
esta de acordo com 0s resultados mostrados por De Pitta e Brunel (2016)
discutidos na secdo de validacdo. O mesmo efeito pode ser observado
guando a vesicula do astrdcito é liberada apds um certo tempo da
liberacdo da vesicula neuronal. Um exemplo deste caso pode ser
visualizado na figura (d), que observa-se a mesma forma,
aproximadamente 5mV de aumento do potencial da membrana pos-
sinaptica. Por fim, a figura 34 (c) apresenta a dinamica do potencial
quando ocorre a liberacdo simultanea de glutamato astrocital e neuronal
que seréa discutida em detalhe a partir da figura 35.
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Figura 34: Potencial de membrana (mV) em funcéo do tempo de liberagdo do
glutamato astrocital (t_ast) em milissegundos.
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A figura 35 apresenta a variacdo do potencial de membrana pos-
sinaptica somente causada por glutamato neuronal (linha azul) e também
mostra o potencial causado quando liberados aoc mesmo tempo o
neurotransmissor proveniente do neurénio e o do astrécito (linha
vermelha). Pode-se observar que o glutamato astrocital praticamente ndo
apresentou nenhum ganho significativo. Isto é uma evidencia da
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existéncia de uma saturacdo, provavelmente do nimero de receptores de
glutamato disponiveis. ldéntico comportamento é observado quando o
astrocito libera glutamato pequenos instantes antes ou depois do
glutamato do terminal pré-sinaptico. A figura 32 mostra a capacidade de
uma Unica vesicula do astrocito de despolarizar a membrana pos-
sinaptica, mas sdo necessarios estudos futuros para encontrar um conjunto
de parametro do modelo que ndo atinjam dita saturac&o. Isto faria possivel
a inclusdo no presente modelo de mais vesiculas tanto neuronais quanto
astrocitais, que permitiriam modelar a despolarizagdo completa da
membrana até atingir um potencial de a¢do (valores positivos do potencial
na membrana).

Figura 35: Comparacéo do perfil ao longo do tempo do potencial de membrana
pos-sinaptico quando é liberado glutamato astrocital e neuronal simultaneamente.
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Para entender o alcance da dita saturacéo, é plotada na figura 36 o
potencial de membrana originado quando o glutamato astrocital é langcado
a fenda apenas 0.05 ms ap06s a liberacdo do glutamato do neurdnio. Pode-
se observar em 0.05 ms que o astrdcito ndo aportou com 0s 5 mV, mas ja
é perceptivel sua contribuicdo. Fixando um valor de potencial, por
exemplo de -45 mV, é evidente na figura 36 que o astrdcito ampliou o
intervalo de tempo no qual se atinge este valor (circunferéncia vermelha),
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guando comparado com o perfil do potencial sem glutamato astrocital
(circunferéncia azul). Este comportamento pode ser Gtil quando se lembra
que para atingir um potencial de acdo sd0 necessarias Vvarias
despolarizagdes, entdo manter um valor de potencial alto por mais tempo
pode ser um melhor ponto de partida para a préxima despolarizacao,
tendo assim mais probabilidade de chegar a um potencial de acéo.

Figura 36: Comparagéo do perfil ao longo do tempo do potencial de membrana
pos-sinaptico quando é liberado glutamato astrocital apds 0.05 ms da liberagdo
de glutamato neuronal.
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Assim, pode-se afirmar que, mediante despolarizacdes causadas
pelo glutamato da sua vesicula, em tempos devidamente sincronizados, o
astrocito pode potencializar o sinal que chega ao terminal p6s-sinaptico.
E importante salientar que para que isto aconteca é vital a existéncia de
algum tipo de receptor de glutamato nas laterais do terminal pos-
sinaptico. Foi verificado nas simulacGes que glutamato astrocital ndo tem
efeitos consideraveis quando s6 tem disponivel os receptores da fenda,
devido a distancia até eles. A respectiva distancia também é um fator
importante para o terminal pré-sinaptico, por isso sera ampliada esta
discusséo na proxima secéo.
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4.2.2 Acao do astrécito no neurénio pré-sinaptico

Como discutido na Revisao Bibliografica, quase nenhum modelo
explica o mecanismo de como o astrocito influencia os processos do
neurdnio pré-sinaptico. Foi comentado também que De Pitta et al. (2011)
trazem um raciocinio que pode ajudar a encontrar o mecanismo da relagéo
entre o astrocito e o terminal pré-sinaptico. Estes autores propdem que o
glutamato astrocital atinge a membrana pré-sinaptica, e por mecanismos
desconhecidos até agora, aumentam a probabilidade basal de liberacéo de
vesiculas pré-sinapticas. Ou seja, aumentar as chances, na auséncia de
potencial de acdo, de que vesiculas que estejam ancoradas liberem
neurotransmissor. De Pitta et al. (2011) estimam que o valor inicial desta
probabilidade é de 0.5 e que o glutamato astrocital poderia aumentar dito
valor.

A figura 37 mostra um perfil da probabilidade basal, ao longo do
tempo, calculado com o modelo proposto no capitulo 3. Como foi
discutida na etapa de validagdo, neste momento o valor maximo atingido
€ 0 mais importante. Pode-se ver que o valor é de aproximadamente 0.81,
muito préxima a calculada por De Pitta et al. (2011) que é de 0.85. Ou
seja, foi aumentado em mais de 50% a probabilidade que uma vesicula no
terminal pré-sinaptico libere glutamato. Mas observa-se que isto acontece
em um pequeno intervalo de tempo. Assim, para que de fato o astrocito
cause a liberacdo de neurotransmissor pré-sindptico, sua acdo deve
coincidir com processos internos do neurbnio que também influencia a
dindmica das vesiculas.
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Figura 37: Perfil do aumento de probabilidade basal, ao longo do tempo, de
liberagdo de vesiculas ancoradas no terminal pré-sinaptico devido ao glutamato
astrocital
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Também se observasse na figura 37 que em tempos posteriores
ainda existem pequenos aumentos de probabilidade, que poderiam ser
amplificados por mais glutamato chegando ao pré-sinaptico. Este
glutamato poderia vir de mais vesiculas do astrécito, como explicado por
De Pitta et al. (2011).

Para entender melhor como poderia ser amplificada a acédo do
astrdcito no terminal pré-sinaptico, lembramos que a probabilidade basal
depende principalmente da fracdo de receptores pré-sinapticos
NMDA/NR2B que séo ligados pelo glutamato astrocital. Esta fragdo vai
depender de qudo rapido as moléculas de glutamato provenientes do
astrocito atinjam a membrana pré-sinaptica. Para elucidar isto, a figura 38
mostra o perfil da referida fracdo para diferentes posi¢des iniciais da
vesicula astrocital ao longo do tempo. Neste momento o astrécito é
mantido fixo, ou seja, a distancia radial entre o astrécito e os neurdnios
ndo muda. O Unico parametro livre é a altura (posicdo em z) do centro da
vesicula do astrécito. Esta altura é considerada a partir do sistema de
referéncia global que esta localizado na superficie frontal do terminal pré-
sinaptico. Pela escolha da orientacdo do sistema de referéncias, valores
positivos de z estdo na direcéo do terminal pds-sinaptico.
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Figura 38: Fragdo transiente de receptores NMDA/NR2B, localizados na lateral
do terminal pré-sinaptico, ligados por glutamato astrocital para varias posi¢oes
em z do centro da vesicula.
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Assim, valores negativos da altura correspondem as geometrias
onde a vesicula esta frente a frente as laterais do terminal pré-sinaptico e
que, a priori, se pensaria que sdo localizacbes que vdo favorecer a
comunicacdo astrécito—neurdnio pré-sinaptico. Mas os resultados da
simulacdo mostraram que estas posi¢Ges ndo sdo as mais favoraveis,
porque apesar de estar frente a frente ao neur6nio pré-sindptico, estdo
mais préximas das regibes extrasinapticas, no qual o glutamato escapa.
Assim, na figura 38 pode-se observar que existe uma posi¢do de
equilibrio, que ndo esta tdo perto das regides de escapamento e que nao
esta tdo longe do neurbnio pré-sindptico. Esta posicdo é de
aproximadamente 6nm abaixo da face frontal do terminal pré-sinaptico
(linha roxa). A linha amarela (1nm) € um exemplo de posi¢do que esti
mais perto do pré-sinaptico, mas que pela sua maior proximidade as
regides extrasinapticas, o glutamato tenderia a escapar da fenda. Por outro
lado, a linha vermelha (11nm) est& mais perto do neurdnio pés-sinaptico,
pelo qual a sua influéncia no terminal pré-sindptico é reduzida.
Resumindo o resultado da figura 35, o glutamato proveniente do astrocito
pode se ligar em até 70% dos receptores de glutamato do neurénio pré-
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sinaptico. Assim, pode-se dizer que é bem factivel a existéncia de uma
influéncia do astrocito no neurénio pré-sinaptico.

4.3 ESTUDO DA INFLUENCIA DOS PARAMETROS

O presente modelo matematico é constituido por varios
parametros. Devido a dificuldades experimentais, ndo se conhece com
exatiddo o valor de varios deles. Assim, na presente secdo sera realizada
uma analise dos valores de dois parametros fundamentais para o escopo
do presente trabalho. O primeiro é a distancia radial entre o astrécito e os
dois neurdnios, a qual influencia diretamente o tempo de comunicagdo
entre as trés células. Entdo, esta analise fornecera algumas respostas sobre
a ordem de grandeza do tempo para uma comunicacdo mais eficiente. O
segundo parametro ndo esta diretamente associado a sinapse tripartite,
porque também poderia ser aplicado a uma sinapse bipartite. Mas
elucidara as vantagens de ter um modelo fenomenoldgico da sinapse,
neste caso, incluindo os efeitos do astrocito para resolver questdes e
problemas do mundo real. Este parametro é o nimero de transportadores
de glutamato (EAAT2 e EAATS3), que esta diretamente relacionado com
a excitotoxicidade, um processo patoldgico neuronal, mecanismo de
varias doengas neuronais.

4.3.1 Distancia entre o astrécito e os neurénios

Além da afinidade com receptores e transportadores, a dinamica
do glutamato na sinapse depende grandemente da sua difusdo na fenda. O
tempo necessario para se difundir de um local a outro esté relacionado
diretamente, entre outros fatores, a distancia a ser percorrida. Assim, nesta
secdo sera apresentado um estudo para mostrar as diferentes distancias
gue o glutamato do astrécito poderia percorrer e as suas implicacdes. A
distancia entre o astrocito e neurbnio é o principal deslocamento a ser
percorrido pelas moléculas de glutamato que saem do astrocito. Além
disso, pela heterogeneidade geométrica das sinapses, ndo se conhece um
valor médio desta distancia. Sendo assim, escolhe-se esta distancia como
um parametro livre, no presente estudo.

Pela natureza do dominio considerado neste trabalho, a distancia
entre os neurdnios e o astrécito € dada pelo raio do astrécito. O Unico
valor que se encontrou na literatura é 400 nm, no trabalho de Allam et al.
(2012b). Este valor ndo tem uma base experimental, mas ja serve como
referéncia. Em relacdo a experimentos qualitativos, sabe-se que a
distancia entre o astrécito e o neurénio geralmente é maior que a fenda
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sinaptica. Entdo neste estudo, toma-se 20 nm como valor minimo de
separacdo entre o astrocito e o neur6nio, que corresponde a um raio do
astrocito de 220 nm.

Figura 39: Comparacéo do perfil ao longo do tempo do potencial de membrana
pos-sinaptico para diferentes distancias radiais entre o astrocitos e os neurénios
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A figura 39 exibe o perfil do potencial de membrana pos-sinaptico
para raios do astrocito, ao longo do tempo, variando entre 220 e 400 nm.
Em todos estes casos, o0 glutamato do astrocito é liberado
simultaneamente com o glutamato do neurbnio pré-sindptico no tempo
t=0 ms. Imediatamente, observa-se que para raios menores a 260 nm, o
perfil do potencial muda completamente. Estes dois casos atingem o valor
méaximo alguns microssegundos antes, comparado com 0s raios do
astrocito maiores. Mas por outro lado, seu tempo de decaimento é muito
maior. A explicacdo mais adequada é que, como a distancia do astrocito
até o neurdnio é praticamente igual a distancia da fenda, o glutamato do
astrocito e do neurbnio demoram tempos parecidos até chegarem nos
receptores. E como também foi visto na figura 32, para 0 nimero usado
de receptores no presente trabalho (base experimental), existe uma
saturacdo dos mesmos, ndo incrementando assim o valor da
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despolarizacdo. Além disso, por ter tempos parecidos, os dois grupos se
afastam simultaneamente da fenda, ndo ficando moléculas disponiveis
para se ligar nos instantes posteriores, portanto resulta hum tempo de
decaimento muito rapido.

Para ter certeza de quem originou esse tempo de decaimento
extremamente rapido foi o glutamato do astrécito, na figura 40 €
apresentado esse perfil para o raio menor de 220 nm. A linha laranja
representa a comparacao do perfil ao longo do tempo do potencial de
membrana pds-sinaptico na auséncia de glutamato astrocital e a linha azul
na presenca de glutamato astrocital. Visualiza-se 0 mesmo
comportamento da figura 37, entdo pode afirmar-se que o glutamato
astrocital causou essa grande mudanca de dindmica.

Figura 40: Comparagéo do perfil ao longo do tempo do potencial de membrana
pos-sindptico na presenca ou auséncia de glutamato astrocital para um raio de
astrdcito de 220nm.
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Pode ser que, em algum determinado cenério, seja Util ter raios de
astrocito pequenos para que se chegue um pouco mais rapido no valor
maximo de potencial, como se vé na figura 40, mas esta diferenca de
tempo é bem pequena. Além disso, sabe-se que pela soma de
despolarizacgGes vai ser gerado o potencial de a¢do, entdo faz mais sentido
ter um comportamento como o da linha laranja, na qual em intervalos de
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maior duragdo a membrana esta despolarizada. Com isto também se pode
concluir que a sinapse tripartite tem elementos com caracteristicas
complementares, onde a fenda é bem pequena para permitir o rapido

inicio de despolarizagdo, mas que tem mecanismos de longa duragéo,
como o astrocito, para reforgar o sinal.

4.3.2 Quantidade de transportadores de Glutamato (EAAT)

A excitotoxicidade tem como principal causa a ativagdo excessiva
dos receptores de glutamato NMDA. A principal causa se da devido a
concentracBes muito acima do normal na fenda sinéptica. Além disso,
sabe-se que o principal mecanismo para retirar o glutamato da fenda séo
os transportadores de glutamato EAAT2 e EAAT3. Assim, no presente
estudo sdo analisados dois casos opostos, um caso normal onde todos os
transportadores estdo funcionando e outro que nenhum transportador
funciona. Esta falta de funcionamento pode ser tanto por algum problema
estrutural dos receptores, quanto pela inexisténcia de receptores na
membrana.

A figura 41 mostra o perfil de concentragdo de glutamato na fenda,
ao longo do tempo, para os dois casos estudados. Pode-se verificar, como
esperado, um aumento na concentracdo quando nao funcionam ou n&o se

tem transportadores. Mas ndo é possivel concluir se esse aumento de
concentracao é consideravel ou nao.

Figura 41: Perfil da concentragdo de glutamato transiente para diferente nimero
de transportadores de glutamato (EAAT) em funcionamento.
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Uma das consequéncias do aumento consideravel da
concentracdo de glutamato na fenda sinéptica é a ativacéo excessiva dos
receptores, o qual pode levar ao mal funcionamentos destes e por
consequéncia dos neurdnios envolvidos. A tabela 4 mostra a quantidade
de canais ativados nos dois cenarios de estudo.

Tabela 4: Diferenca no nimero de receptores ativados para diferentes nimeros
de transportadores EAAT em funcionamento.

# Receptores Diferenca
Transportadores ativados ¢
. Percentual
funcionando (# de vezes)
425 2295
23%
0 2987

Pode se observar na tabela 4 que a diferenca percentual é
consideravel. No entanto, seria necessario um acompanhamento dessa
sinapse com mais tempo, para descobrir com exatiddo em qual marca de
tempo comecaria a ser representativa a excitotoxicidade.

Finalmente é importante mencionar outro transtorno neurolégico
relacionado com o topico desta secdo. Tanaka et al (1997) mostram que
em ratos, uma diminuicdo de 5% de transportadores de glutamato causam
epilepsia em semanas e finalmente a morte. Por isso como ja comentado,
este fendbmeno deve ser estudado com um modelo matematico que
obtenha as diferentes variaveis ao longo do tempo em uma escala de
semanas ou meses. Mas com o presente estudo ja se conseguiu fazer uma
breve introducdo a este tipo de analises.






113

5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi proposto e resolvido numericamente um modelo
matematico da dinamica do glutamato e da dindmica do sédio nas
principais estruturas da sinapse tripartite. Com isso, houve uma
modelagem discreta do glutamato que permitiu uma abordagem mais
realistica, ja que os principais fendmenos do glutamato na fenda sinaptica
estdo longe de ser continuos pela escala do dominio e pela quantidade de
moléculas. E foi a partir de um balanco fenomenoldgico de sédio na
membrana pos-sinaptica que foi possivel descrever com precisdo a
despolarizacdo causada pelo conteddo de glutamato de uma Unica
vesicula. O programa computacional desenvolvido poderia ser adaptado
para usa-lo em outras aplicagcbes e dominios onde se queira estudar o
movimento browniano de particulas numa geometria regular.

Representou-se a participagdo ativa do astrdcito atraves da
liberacdo de glutamato a partir de vesiculas localizadas na membrana do
astrocito. Foram analisados parametros como tempo de liberacéo, posicéo
da vesicula, raio do astrocito. Conclui-se que, a presenca de receptores do
tipo NMDA nas laterais dos terminais sinapticos é um fator essencial para
a comunicacdo astrocito-neurénio. No entanto, ficaram em aberto
guestfes da comunicagdo entre o astrdcito e o neurdnio pré-sinaptico.
Contudo, mostrou-se que para varias combinacdes destes parametros, o
astrocito exerce uma influéncia consideravel e direta nos neurénios pés-
sindptico e pré-sinaptico. A influéncia do astrécito no neurdnio pré-
sinéptico é contabilizada pelo aumento na probabilidade de liberacdo de
glutamato de vesiculas ja ancoradas. Por outro lado, o contelido de uma
Unica vesicula do astrocito foi capaz de despolarizar a membrana em
5mV, gerando os potencias excitatérios pos-sinapticos miniatura, como
sdo conhecidos na literatura. Ou seja, o glutamato proveniente do
astrocito pode potencializar o sinal no neur6nio pés-sinaptico mediante o
aumento da despolarizacdo da membrana ou pela manutencdo por mais
tempo em um dado limiar de potencial. Devido ao nimero de parametros
e incerteza dos valores possiveis, é preciso, no futuro, realizar um estudo
de otimizagdo para verificar em quais cenarios exatamente e em que
magnitude o astrdcito reforga o sinal transmitido em ambos os neurdnios.
Estes parametros sdo principalmente o tempo no qual o astrdcito libera
glutamato e a distancia relativa astrécito-neurénio.

Durante o estudo foi verificado que com os pardmetros utilizados,
em um dado momento existe uma saturacdo de receptores. Esta
observacdo precisa ser corregida para futuros trabalhos nos quais se
deseje modelar mais de uma vesicula, de esta forma podera ser possivel
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atingir potencial de membrana maior a -40mV, que foi o maximo
conseguido nas condicfes atuais. As varidveis que poderiam contribuir
mais para a saturacdo sdo: numero de receptores e a cinética dos
receptores.

Com a auséncia de experimentos especificos, o modelo foi
validado com resultados experimentais qualitativos e com outros modelos
matematicos biologicamente coerentes e aceitos na literatura.

O modelo matematico validado permitiu o estudo de diferentes
cenarios possiveis. Por exemplo, permitiu ter uma ideia bésica de
possiveis comportamentos anémalos nos transportadores de glutamato,
relacionados com excitotoxicidade. Embora este tipo de analises seja feito
ha algum tempo em sinapses bipartites, considerar o glutamato astrocital,
base do conceito de sinapse tripartite, permite ter analises ainda mais
préximas da realidade.

Ainda ha incertezas nos tempos em que acontece a comunicagdo
entre o astrdcito e neurdnios, por isso, sera necessario, no futuro, incluir
os fendmenos internos do astrécito que contribuem para a sinapse
tripartite. As concluses deste estudo seriam mais abrangentes se fossem
analisados alguns outros aspectos como tempos mais amplos de célculos,
entre outros. No entanto pdde-se ter resultados satisfatorios e foi de
grande importancia o acréscimo das informac@es obtidas atraves desse
estudo.
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APENDICE A - CODIGO EM FORTRAN DO PROGRAMA
COMPUTACIONAL

A rotina computacional completa, pode ser encontrada na cOpia
disponivel desta dissertacdo na Bilbioteca Universitaria.



