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Resumo

Atividades epileptiformes (AEs) se caracterizam pela hiperexcitabilidade e sincroniza-

ção entre descargas neuronais. No início dos anos 80, demonstrou-se que é possível induzir

AEs em ambientes onde a concentração de cálcio extracelular é reduzida a ponto de blo-

quear a transmissão por sinapses químicas. Desta forma, os mecanismos não-sinápticos

(MNSs) seriam responsáveis pela geração e sustentação das AEs nessas condições. MNSs

têm como exemplos o acoplamento por gap junctions (GJs) e as variações das concentra-

ções iônicas (CIs) intra e extracelulares. Durante as AEs, as CIs variam intensamente,

especialmente a concentração de potássio extracelular ([K+]o). O aumento de [K+]o, de-

vido aos intensos disparos neuronais, ativa uma série de processos afetando as AES. Uma

questão importante é se a variação de [K+]o também atua sobre a interação por GJs. Para

examinar como o acoplamento por GJs, modulado pela dinâmica das CIs extracelulares

in�uencia os padrões de disparo e sincronização utilizamos a versão modi�cada de um mo-

delo, desenvolvido por Almeida e colaboradores, que simula AEs não-sinápticas in vitro.

O modelo usa uma rede de compartimentos para representar a camada granular do giro

dentado do hipocampo de ratos, com AEs induzidas pelo protocolo alto-K+ e zero-Ca2+.

A corrente por GJs depende das CIs intracelulares dos neurônios conectados, ao contrário

da abordagem tradicional, a qual trata GJs como resistores ôhmicos. Modulamos as CIs

extracelulares usando a tortuosidade do meio extracelular e o número de compartimen-

tos do modelo. Variamos a intensidade do acoplamento por GJs, sob valores distintos

de tortuosidade, estudando as alterações nos disparos e na sincronização dos potenciais

transmembrânicos. Também estudamos o caso de interação nula por GJs, avaliando como

o acoplamento pelas CIs extracelulares, isoladamente, altera as descargas neuronais e as

correlações temporais. As simulações sugerem que as variações de [K+]o modula a inte-

ração por GJs, modi�cando freqüências de disparo e níveis de sincronização. Eliminando

a interação por GJs, a alteração das freqüências de disparo e dos índices de sincronização

permanece, principalmente entre oscilações lentas.

Palavras-chave: Epilepsia, Sincronização, Conexões Não-sinápticas, Gap Junctions,

Tortuosidade, Espaço Extracelular, Modelo Computacional.
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Abstract

Epileptiform activities (EAs) are characterized by hyperexcitability and high synch-

ronism between neuronal discharges. In the early 1980s it was shown that it is possible

to induce EAs in media where the extracellular calcium concentration is reduced to le-

vels such that chemical synaptic transmission is blocked. Evidently, nonsynaptic mecha-

nisms (NSMs) are responsible for generation and maintenence of EAs in these conditions.

Examples of nonsynaptic mechanisms are coupling through gap junctions (GJs) and the

variation of intra and extracellular ionic concentrations. During EAs, there is intense

variantion of ionic concentrations, especially that of extracellular potassium ([K+]o). The

increase of [K+]o, caused by intense neuronal discharge, activates several processes, which

subsequently a�ect EAs. We investigate whether the extracellular ionic concentration

variation, principally of [K+]o also in�uence the coupling through GJs. To examine how

the GJ coupling, modulated by extracellular ionic concentration variation, a�ects dis-

charge and synchronization patterns, we use a modi�ed version of a model, introduced

by Almeida et al., which simulates in vitro nonsynaptic EAs. The model represents the

granular layer of the rat dentate gyrus as a cubic array. EAs are induced under high-K+

and zero-Ca2+ conditions. The current through GJs is dependent on intracellular ionic

concentrations, di�erent from the usual approach, which treat GJs as ohmic resistors. We

modulate the extracellular ionic concentrations varying the tortuosity of the extracellular

medium and the number of functional units in the model. We modify the GJ coupling

strength, under distinct tortuosity values, to study neuronal �ring and synchronization

modi�cations. We also study the case of null GJ coupling, to examine how the interac-

tion through extracellular ionic concentrations, in isolation, alters �ring and temporal

correlations. Our results suggest that the extracellular ionic concentrations, especially

[K+]o, modulates the GJ coupling, modifying �ring frequencies and synchronization le-

vels. When the GJ coupling is eliminated, we observe variations in the �ring frequencies

and synchronization levels, most between slow oscillations.

Keywords: Epilepsy, Synchronization, Nonsynaptic Coupling, Gap Junctions, Tortuo-

sity, Extracellular Space, Computational Model.
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Capítulo 1

Introdução

Sincronização e hiperexcitabilidade neuronal são elementos críticos para de�agrar e

sustentar crises epilépticas. Hiperexcitabilidade é a predisposição excessiva para o disparo

de potenciais de ação (PAs). Ela pode ser induzida pela estimulação elétrica repetitiva ou

pelo desequilíbrio entre excitação e inibição sinápticas. A alteração dos mecanismos de

controle das concentrações iônicas (CIs) também conduz ao aumento de excitabilidade.

Por exemplo, um desequilíbrio na recaptação de potássio extracelular, K+
o , provoca eleva-

ção da excitabilidade (Gorji et al., 2006). Isto acontece porque o aumento da concentração

de potássio extracelular ([K+]o), acima de 5 mM desloca o potencial de repouso em direção

ao limiar para disparo de um PA. O aumento de [K+]o corresponde a um deslocamento

do potencial de Nernst, dependente da razão [K+]o/[K
+]i (Somjen, 2004).

O excesso de [K+]o não é considerado uma causa primária para crises epilépticas. En-

tretanto, observa-se, nos registros de crises in vivo e in vitro o aumento da concentração

desse íon devido às intensas atividades neuronais (Konnerth et al., 1986; Yaari et al., 1986).

A elevação de [K+]o induz um processo de retro-alimentação positiva (ou seja, um ciclo

de reforço do aumento de [K+]o), o qual ativa mecanismos responsáveis pela manutenção

de crises auto-sustentadas (Fröhlich et al., 2008a). Uma conseqüência interessante desse

fenômeno é a remoção de cálcio extracelular (Ca2+
o ), intensi�cando o aumento de excita-

bilidade pela redução do efeito de blindagem eletrostática super�cial (Hille, 2001). Outro

efeito importante do decréscimo de Ca2+
o é o bloqueio da transmissão sináptica (Somjen,

2004).

No princípio dos anos oitenta, demonstrou-se que é possível induzir atividades epilep-

tiformes1 (AEs) em fatias in vitro eliminando-se Ca2+ da solução de banho (Je�erys e

Haas, 1982; Konnerth et al., 1984; Taylor e Dudek, 1982). Mais tarde, foram registradas

AEs in vivo, nas quais os níveis de Ca2+
o se reduziram o su�ciente para o bloqueio das

transmissões sinápticas (em média de 1,0 mM para 0,1 mM; (Pumain et al., 1985)). Tais

1Atividades epileptiformes são os padrões de atividade elétrica produzidos no córtex típicos do tecido
epiléptico ou em processo epileptogênico (em transição para o estado de crises recorrentes não provoca-
das) (Somjen, 2004).
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experimentos levaram à hipótese de interações não-sinápticas como responsáveis pelas

AEs, ou seja, pela hiperexcitabilidade e sincronização.

O termo �não-sináptico� se refere à independência de comunicação interneuronal por

sinapses químicas ativas, ou seja, independência das vias de transmissão onde haja libe-

ração de neurotransmissores em uma estrutura especializada, a fenda sináptica (Alger,

2002; Je�erys, 1995). Há evidências da importância dos mecanismos não-sinápticos para

a geração de AEs mesmo a concentrações normais de Ca2+
o (Bikson et al., 2002; Xiong

e Stringer, 2001). Os mecanismos não-sinápticos abordados neste trabalho são o aco-

plamento por gap junctions (GJs)2 e as variações das CIs extracelulares (Je�erys, 1995)

(considerando nulo o efeito de campo). Os acoplamentos por GJs induzem sincronização,

sendo também capazes de modular descargas neuronais (Hormuzdi et al., 2004; Perez-

Velazquez e Carlen, 2000). Investigações teóricas (Kepler et al., 1990; Postnov et al.,

2006; Sherman e Rinzel, 1991, 1992) e experimentais (Perez-Velazquez et al., 2001, 1994)

assumem que GJs funcionam como resistores ôhmicos. Esta aproximação é válida quando

as variações das CIs são negligenciáveis. Contudo, há variações intensas das CIs durante

as atividades epileptiformes, devido ao desequilíbrio do funcionamento de mecanismos de

transporte reguladores dessas concentrações. Por exemplo, o descontrole das funções dos

cotransportes NKCC e KCC pode causar o acúmulo de cloreto intracelular (Dzhala et al.,

2005; Fukuda, 2005; Koninck, 2007). Deste modo, é preciso examinar de que forma as va-

riações das CIs afetam as correntes que �uem por GJs e, conseqüentemente, os padrões de

disparo e de sincronização. Neste trabalho, assumimos que variações extremas de [K+]o,

desregulam tais mecanismos de transporte, levando invariavelmente às alterações das CIs

intracelulares.

A eletrodifusão governa as variações das CIs extracelulares (Syková e Nicholson, 2008).

Ela pode ser modulada alterando-se, por exemplo, a fração de volume celular e a tortu-

osidade, características estruturais do espaço extracelular. Tortuosidade representa um

impedimento à difusão pela presença de obstruções celulares, aprisionamento de íons em

micro-espaços, interações com outras espécies químicas e viscosidade não-homogênea. A

tortuosidade, portanto, é um parâmetro que representa todos os fatores os quais reduzem

a livre difusão (Syková, 2004). Logo, podemos de�ni-la através de uma relação entre os

coe�cientes de difusão livre e efetiva (Syková e Nicholson, 2008).

Estudos experimentais e teóricos de atividades epileptiformes não-sinápticas (AENS)

são conduzidos, em sua maioria, no hipocampo, porque essa estrutura é propícia à geração

de AEs. A distribuição celular, altamente organizada em lâminas promove o espalhamento

de atividade sincronizada e a geração de potenciais de campo extracelulares intensos. Há

várias propostas sugerindo que o giro dentado (GD) funciona como um portão ou �ltro

para a entrada de informações para o hipocampo. O motivo é a resistência dessa região a

2Neste texto utilizamos o termo gap junctions para designar junções comunicantes (Kandel et al.,
2003).
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um descontrole de excitabilidade, devido, por exemplo, ao limiar elevado de excitabilidade

das células granulares, em relação aos tipos celulares principais das demais regiões do

hipocampo. Sendo assim, o GD bloquearia o �uxo de AE para o hipocampo (Dudek e

Sutula, 2007).

Todavia, as células granulares do GD são conectadas por GJs (MacVicar e Dudek,

1982). Além disso, o denso empacotamento dessas células facilita interações por efeito

de campo e pela modi�cação do acúmulo iônico por eletrodifusão. Como conseqüência,

quando submetida ao aumento de [K+]o essa área perde seu papel protetor, exibindo

descargas epileptiformes que eventualmente se espalham para as demais regiões hipocam-

pais (Schweitzer et al., 1992).

Nesta tese investigamos os padrões de disparo e de sincronização utilizando um modelo

para a geração e sustentação de AE. O modelo, uma modi�cação da versão introduzida

por Almeida e colaboradores (Almeida et al., 2008), simula os padrões de AEs no GD

em fatias do hipocampo de ratos, in vitro, sob o protocolo alto-K+ e zero-Ca2+. Ele

permite explorar a intensidade do acoplamento por GJs, sob grandes alterações das CIs

intra e extracelulares. Também possibilita estudar as modi�cações no acúmulo de íons

no espaço extracelular, especialmente K+
o , alterando a tortuosidade do meio ou o total de

unidades funcionais do modelo, que modi�ca a quantidade de íons liberados para o espaço

extracelular.

Revisamos, no capítulo 2, os aspectos mais importantes sobre epilepsia, com destaque

para a epilepsia do lobo temporal, que acomete o hipocampo. Abordaremos as principais

manifestações clínicas, estruturas corticais envolvidas e os mecanismos celulares determi-

nantes para a gênese de AEs, incluindo os mecanismos não-sinápticos. Discutiremos ainda

a importância da utilização de modelos teóricos para elucidar os processos envolvidos no

surgimento e sustentação de crises. No capítulo 3 descrevemos o modelo AENS, incluindo

todo o conjunto de equações e parâmetros utilizados na simulação.

Analisamos potenciais transmembrânicos (PTs), potenciais de campo extracelulares

(PCEs)3, concentrações e �uxos simulados pelo modelo, medindo as mudanças no padrão

de atividade por meio da inspeção qualitativa dessas grandezas e pelo cálculo das freqüên-

cias médias de disparo. A análise de sincronização usa o conceito de sincronização de fase

entre pares de PTs (Rosenblum et al., 2001). Esta análise possibilita estudar separada-

mente as diversas freqüências de disparo, ou seja, a sincronização entre oscilações lentas

e entre PAs no bursting4 (Izhikevich, 2007). Faremos uma breve revisão dos conceitos de

sincronização no capítulo 4. Utilizamos a coerência de fase média, uma grandeza bem

estabelecida, para a medida de sincronização de fase entre osciladores auto-sustentados,

uma característica dos neurônios do modelo quando submetidos a [K+]o elevada. Além da

coerência de fase média, os índices baseados na teoria de informação têm sido utilizados

3Usamos adesignação "potencial de campo"para traduzir o termo field potential (Kandel et al., 2003).
4O termo burst pode ser traduzido como salva (de potenciais de ação) (Kandel et al., 2003).
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para analisar distribuições de probabilidade de sistemas não-lineares, caracterizando regi-

mes de sincronização. Nesses regimes, as distribuições de probabilidade das fases relativas

tendem a se concentrar; no caso oposto, de dessincronização, as distribuições tendem à

uniformidade.

No capítulo 5 analisamos a modulação de freqüências de disparos, amplitudes e da

coerência de fase média quando modi�camos o acoplamento por GJs, sob diversos valores

da tortuosidade do meio extracelular e de unidade funcionais do modelo (ou tamanho da

rede). No capítulo 6, estudamos o caso sem interações por GJs, considerando o efeito

isolado da interação via CIs extracelulares, modulada pela tortuosidade e tamanho da

rede, sobre disparos e sincronização. Finalmente, no capítulo seguinte fazemos algumas

considerações �nais e discutimos os mecanismos envolvidos na gênese e sustentação de

AENS que não foram abordados nesta tese.



Capítulo 2

Revisão

2.1 Epilepsia

Epilepsia é considerada a desordem neurológica mais comum, atingindo cerca de 1%

da população mundial. Também se estima que entre 5% e 7% terá pelo menos uma

crise epiléptica ao longo da vida (da Silva e Cavalheiro, 2004; Sanabria et al., 2001). A

palavra epilepsia vem do grego epilamvanein que signi�ca ser acometido, ou pego de sur-

presa (da Silva e Cavalheiro, 2004), um termo originário da noção de ataque por entidades

sobrenaturais, usualmente como punição; aliás, até hoje, a despeito dos avanços no di-

agnóstico e tratamento das epilepsias, ainda existe o estigma da possessão sobrenatural

sobre os seus portadores (Engel et al., 2007; Gomes, 2006). Descrições acuradas de crises

epilépticas vêm sendo feitas há mais de 3000 anos, por egípcios, sumérios, assírios, chine-

ses e indianos, datando os relatos mais antigos de 3500 a.C. (da Silva e Cavalheiro, 2004).

Atribui-se a um texto de Hipócrates, por volta de 400 a.C., a introdução da noção de

uma causa neurológica, e não sobrenatural para as crises epilépticas, a qual poderia ser

tratada com dietas e fármacos (Engel et al., 2007; Somjen, 2004). A concepção moderna

de epilepsia surge no século XIX, com os trabalhos de diversos médicos e cientistas, com

destaque para o britânico John Hughlings Jackson, segundo o qual �crise é uma descarga

súbita, excessiva e rápida da substância cinzenta 1� e que as crises podem ser categorizadas

segundo critérios clínicos (Gomes, 2006). O enunciado de Jackson se assemelha à atual

de�nição de crise epiléptica, segundo a qual é uma interrupção transitória das funções ce-

rebrais normais provocada pela atividade neuronal hiper-síncrona e excessiva. Epilepsia

não pode ser classi�cada como uma doença especí�ca, e sim como um grupo de desordens

neurológicas crônicas, caracterizadas pela ocorrência espontânea e recorrente de crises

envolvendo populações de neurônios de várias regiões do córtex cerebral, tanto quanto

por manifestações clínicas que incluem alterações demarcadas no comportamento (Engel

et al., 2007; Somjen, 2004).

1Substância cinzenta é formada por corpos neuronais, glia (astrócitos e oligodendrócitos), neurópila
(dendritos e axônios mielinados ou não) e capilares no cérebro e na medula espinhal (Purves et al., 2004).
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As epilepsias são classi�cadas segundo um conjunto de critérios, sendo o mais comum

quanto à extensão do envolvimento de estruturas corticais do sistema nervoso (Engel e

Scharwtzkroin, 2005). Deste modo, crises epilépticas podem ser classi�cadas como par-

ciais ou generalizadas. No primeiro tipo a crise se origina em uma região localizada do

cérebro, o foco. Quando há perda total ou parcial da consciência fala-se de crise parcial

complexa, caso contrário este tipo de crise é de�nida como simples. As crises podem se

espalhar por todo córtex, num processo conhecido como generalização secundária. De-

pendendo da localização do foco há manifestações motoras, somatosensoriais (auditivas,

visuais, gustativas etc.), sensitivas e psíquicas. Crises parciais simples envolvem, em

geral, estruturas do neocórtex; por outro lado, as crises parciais complexas atingem, co-

mumente, estruturas do lobo temporal medial como a amígdala e a formação hipocampal

(�gura 2.1(b); (McNamara, 1994)).

As crises generalizadas comprometem de forma simultânea e simétrica os dois he-

misférios cerebrais, desde o início da crise, e envolvem alterações na consciência, com

manifestações motoras ou não. As crises tônico-clônicas, exibem manifestações clássicas,

como as contrações e extensões musculares involuntárias e movimentos repetitivos (Engel

e Scharwtzkroin, 2005).

2.2 Epilepsia do Lobo Temporal

O tipo de epilepsia mais comum em adultos é a epilepsia do lobo temporal (ELT),

a qual afeta entre 40 e 50% de todos os pacientes epilépticos e se manifesta por crises

parciais complexas (Guedes et al., 2006). É também a forma de epilepsia mais resistente

aos fármacos anticonvulsivantes, mas que pode responder bem a intervenções cirúrgi-

cas. Quando afeta estruturas do neocórtex, na superfície externa do lobo temporal (�-

gura 2.1(a)), classi�ca-se a ELT como epilepsia do lobo temporal lateral. Por outro lado,

se estruturas do sistema límbico são comprometidas, particularmente a amígdala, o hipo-

campo, o subículo e o giro parahipocampal, falamos de epilepsia do lobo temporal mesial

(�gura 2.1(b)). As estruturas atingidas na ELT mesial estão envolvidas em processos de

controle das emoções, memória e aprendizagem, exibindo destacados fenômenos de plas-

ticidade neural (Guedes et al., 2006). A esclerose hipocampal, a manifestação �siológica

mais comum, envolve perda seletiva de neurônios e gliose (proliferação de células gliais2;

veja seção 3.2.5) e conseqüente atro�a do hipocampo (Andrade-Valença et al., 2006).Den-

tre as manifestações clínicas das crises epilépticas na ELT mesial estão incluídas alguns

tipos de amnésia, alucinações olfativas, gustativas, auditivas e/ou visuais, sensações in-

tensas de medo, amnésia, dentre outras (Andrade-Valença et al., 2006; Guedes et al.,

2Células gliais (ou glia, ou ainda neuroglia) são células de suporte às funções neuronais. São respon-
sáveis por manter a homeostase, influenciam o desenvolvimento neuronal, bem como a recuperação após
danos, além de outras funções (Purves et al., 2004).
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2006).

(a) (b)

Figura 2.1: Lobo temporal medial e estruturas do sistema límbico.(a) Localização do lobo
temporal no córtex cerebral (adaptado de Taupin (2007)). (b) Estruturas do lobo mesial temporal
que constituem o sistema límbico, dentre elas a amígdala e o hipocampo (modi�cado de Morris
e Maisto (2001)).

2.3 Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura intensamente estudada, devido ao seu envolvimento em

mecanismos de navegação espacial, formação de memórias e processos de aprendizagem, à

alta susceptibilidade à geração de AEs e também à sua organização laminar, com estrutu-

ras celulares regularmente distribuídas em camadas, a qual permite um estudo facilitado

de sua �siologia, dentre várias outras razões (Andersen et al., 2006). O hipocampo está

situado no lobo temporal medial e pertence ao sistema límbico. São dois os hipocampi

presentes em mamíferos, cada qual uma imagem espelhada do outro, localizados em cada

hemisfério cerebral. Tem a forma encurvada, característica que inspirou anatomistas do

século XVI a lhe conferir o termo hippocampus (do grego cavalo-marinho; (Sweatt, 2003)).

Rafael Lorente de Nó, em seus estudos pioneiros de neuroanatomia, determinou que

o giro dentado (GD) e o Cornu Ammonis, ou chifre de Ammon (CA) constituem o hi-

pocampo (O'Keefe e Nadel, 1978). Estas são estruturas encurvadas que se assemelham a

letras `C' intercaladas (�gura 2.2). Outra terminologia considera que o GD e o CA (junta-

mente com o complexo subicular e o córtex entorrinal) compõem a formação hipocampal,

sendo as regiões do CA (CA1, CA2, CA3) denominadas de hipocampo propriamente dito.

Estruturas celulares bem delimitadas em camadas (ou strata) constituem as regiões do

hipocampo.
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(a)

(b)

Figura 2.2: Hipocampo: circuito intrínseco e regiões principais. (a) Esquema do �uxo de
informação pelas conexões intrínsecas da formação hipocampal (modi�cada de (Sweatt, 2003)).
(b) Secção da formação hipocampal na qual observamos as regiões GD e CA, representação dos
tipos celulares principais (células granulares no GD e piramidais no CA) e das vias que compõem
o circuito tri-sináptico. Legendas: ento, córtex entorrinal; sub, subiculum; pp, via perfurante;
GD, giro dentado; �m, �mbria; alv, alveus; Sch, colaterais de Scha�er; mf, �bras musgosas
(modi�cado de (O'Keefe e Nadel, 1978)).
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O GD é formado por três camadas (de dentro para fora): polimór�ca, granular e mole-

cular (�gura 2.2(b)). Na camada polimór�ca, localizada no interior do hilus, predominam

interneurônios largamente espalhados com várias morfologias. A camada principal, a gra-

nular, é uma área onde os corpos celulares de neurônios granulares e células gliais estão

densamente empacotados, formando um grupo homogêneo com pequenos axônios. Na

camada molecular se situam os dendritos proximais das células granulares. Os axônios

das células granulares se organizam em um feixe, denominado feixe de �bras musgosas,

que se projeta para os neurônios piramidais do CA3 (O'Keefe e Nadel, 1978). Os cinco

estratos que constituem o CA são, de dentro para fora, o estrato lacunoso-molecular, ra-

diato, piramidal, o oriens e o alveus. Os dois primeiros contêm os dendritos apicais dos

neurônios piramidais cujos corpos celulares se encontram empacotados na camada pirami-

dal, o principal estrato do CA. O estrato oriens contém dendritos basais e o estrato alveus

os axônios piramidais que se projetam em direção à fímbria (�gura 2.2(b)). As células

piramidais do CA3 projetam axônios colaterais para o CA1, denominados colaterais de

Scha�er. A região do CA1, por sua vez, também projeta axônios colaterais na direção

do subículo e córtex entorrinal, além de outras regiões como o septo lateral e a amígdala

(�gura 2.2(a); (O'Keefe e Nadel, 1978; Taupin, 2007)).

Diversas áreas sensoriais do córtex enviam informações para o hipocampo, como por

exemplo, o córtex visual, auditivo, somatosensorial e os córtices perirrinal e entorrinal,

os dois últimos pela via perfurante (Taupin, 2007). Esta é formada por um conjunto de

feixes axonais que inerva a face interna do GD (�gura 2.2(b)). A via perfurante, as �bras

musgosas e os colaterais de Scha�er constituem o circuito tri-sináptico.

O hipocampo é uma estrutura bastante suscetível à geração de AE, devido à orga-

nização de suas redes neurais, com presença massiva de conexões recorrentes, as quais

reforçam a probabilidade de ativação neuronal. Vale dizer que a demanda metabólica do

hipocampo está entre as mais altas do córtex devido, provavelmente, à alta densidade ce-

lular (O'Keefe e Nadel, 1978). Além disso, o arranjo ordenado de suas estruturas celulares

permite uma in�uência importante de mecanismos de regulação de concentrações iônicas

e também de interações não-sinápticas. Essas interações são importantes para a sustenta-

ção da hiperexcitabilidade e de altos níveis de sincronização (Je�erys, 1995; McCormick

e Contreras, 2001).

2.4 Atividades epileptiformes e bases celulares

A identi�cação das descargas interictais (ou entre crises) no EEG (eletroencefalo-

grama) é um método tradicionalmente usado para o diagnóstico das epilepsias focais. As

descargas interictais podem assumir os padrões de espículas, ondas agudas, poli-espículas,

ondas lentas de largas amplitudes e complexos do tipo espícula-onda. A espícula interictal

(interictal spike) é o padrão mais simples identi�cável no EEG, com duração menor do que
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70 ms, ocorrendo isoladamente sobre um plano de fundo de atividade não patológica (Mc-

Cormick e Contreras, 2001). As AEs registradas no EEG são originárias de um padrão

de descarga neuronal coletiva. A espícula interictal é resultado do disparo de salvas de

PAs (bursts) em neurônios individuais. O bursting é um padrão comumente observado no

sistema nervoso central de várias espécies animais, não necessariamente vinculado a uma

patologia. A característica principal do burst epileptiforme é a mudança paroxística da

despolarização (MPD; do inglês paroxysmal depolarizing shift (Kandel et al., 2003)), uma

despolarização do potencial transmembrânico (PT) com duração relativamente longa e

elevada amplitude, seguida de um período de hiperpolarização (McCormick e Contreras,

2001). Há evidências de que a MPD é gerado por correntes sinápticas e correntes de

membrana intrínsecas (�gura 2.3; (Bazhenov et al., 2008)).

O potencial de campo extracelular (PCE) é um registro da atividade coletiva de uma

população de neurônios, numa escala espacial inferior aos registros do EEG. Durante um

MPD o padrão típico do PCE é a queda da linha de base, ou do nível DC (�gura 2.3).

Quando as descargas da população de neurônios são altamente sincronizadas, observamos

variações em alta frequência, sobrepostas à variação da linha de base, denominadas po-

pulation spikes3. Estas são espículas observadas no meio extracelular, fruto dos disparo

combinado de PAs de um conjunto de neurônios (Somjen, 2004).

As descargas interictais podem indicar uma progressão para uma crise completa, mas

esta não é a regra geral (Avoli, 2001; Engel et al., 2007). Todavia, em vários modelos

experimentais de crises induzidas há a transição de uma seqüência de descargas interictais

para um padrão de descarga ictal, ou seja, característico de uma crise completa (Amzica

e Steriade, 1999; Jensen e Yaari, 1988; Somjen, 2004).

As descargas ictais são plenamente identi�cáveis no EEG, pois apresentam padrão

marcadamente distinto das oscilações não-patológicas. O recrutamento e a sincronização

entre descargas neuronais delineiam o espalhamento da crise para neurônios na área de

foco, ou para outras regiões corticais, quando há generalização secundária. Os fatores

determinantes desses mecanismos de recrutamento e sincronização incluem a ampli�cação

da excitação e/ou inibição sinápticas e a presença de circuitos sinápticos excitatórios

recorrentes (Engel et al., 2007; Somjen, 2004), conexão por GJs (Traub et al., 2008),

efeitos de campo elétricos (Je�erys, 1995) e elevação das concentrações extracelulares

de potássio (Fröhlich et al., 2008a). Os dois últimos são classi�cados como mecanismos

não-sinápticos, foco desta tese.

2.5 Conexões não-sinápticas

A neurotransmissão por sinapses químicas é o modo de comunicação entre neurônios

predominante no sistema nervoso. Contudo, não é a única via de transmissão. Cada vez

3Não traduzimos e termo population spike.
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(a)

(b)

(c)

Figura 2.3: Padrões observados durante AEs. (a) Espícula interictal de registro de EEG
(acima) e correlatos intracelulares (abaixo; modi�cado de (Somjen, 2004)). (b) MPD (acima)
no qual atuam potenciais pós-sinápticos (EPSPs e IPSPs) e correntes de membrana intrínsecas
(INa(p), ICa, IK(Ca) e Ileak- corrente de sódio persistente, corrente de cálcio, corrente de potássio
cálcio-dependente e corrente de vazamento, respectivamente). Abaixo segue o registro do PCE
no qual o desvio da linha de base é proeminente (modi�cado de (Bazhenov et al., 2008)). (c)
PCEs (acima) e bursts epileptiformes intracelulares (abaixo) registrados em células piramidais
do CA1 durante crises induzidas pela elevação da concentração de potássio extracelular (extraído
de (Somjen, 2004)).
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mais as conexões não-sinápticas4 são reconhecidas como relevantes para o funcionamento

normal do cérebro e também para uma série de patologias, principalmente nas epilepsias.

Em geral, as conexões não-sinápticas são aquelas nas quais não há um processo clássico

de neurotransmissão; ou seja, não há encapsulamento de neurotransmissores, seguida de

liberação na fenda sináptica, com a posterior geração de potenciais pós-sinápticos. Deste

modo, alguns autores consideram quatro as principais classes de interações não-sinápticas,

as quais envolvem, fundamentalmente, modulação por íons e campos elétricos. São elas:

o acoplamento eletrotônico por GJs, o acoplamento efáptico (de�nido a seguir), as intera-

ções por efeito de campo e as variações das concentrações iônicas extracelulares (Dudek

et al., 1998; Je�erys, 1995). Outros tipos de interação neuronal não-sináptica incluem a

comunicação via diversos sinalizadores como neurotransmissores, fatores tró�cos, enzimas

e gases como NO e CO2. Esses sinalizadores se difundem pelo meio extracelular e por

isso este tipo de comunicação é denominado transmissão por volume (Agnati et al., 2006;

Alger, 2002).

Em 1982, o debate sobre o papel dos mecanismos não-sinápticos na pesquisa em epi-

lepsia cresceu consideravelmente. Os trabalhos de Taylor e Dudek (1982; (Taylor e Dudek,

1982)) e Je�erys e Haas (1982; (Je�erys e Haas, 1982)) atestam que a indução de AEs

em fatias de hipocampo se mantém mesmo se suprimindo a neurotransmissão em sinap-

ses químicas, por eliminação do cálcio da solução de perfusão. Nesses experimentos, o

fator de indução das atividades foi o acréscimo da concentração de potássio extracelular,

que aumenta a neuronal. Logo, foi possível registrar PCEs, caracterizados por population

spikes, os quais acontecem devido às descargas neuronais sincronizadas. Isto levou os au-

tores a propor a atuação de alguma combinação dos efeitos da variação das concentrações

iônicas extracelulares, acoplamento eletrotônico por GJs e efeitos de campo elétrico como

mecanismos de causa e sustentação das atividades (Je�erys e Haas, 1982).

As GJs são conexões formadas por grupos de seis proteínas, as conexinas, existentes

em cada par de células conectadas (�gura 2.4; (Purves et al., 2004)). Essa estrutura

permite o contato direto entre os citoplasmas neuronais, possibilitando o �uxo passivo e

direto de íons, ou outras espécies químicas, uni ou bidirecionalmente. Tal característica

faz com que as GJs sejam conhecidas como sinapses elétricas. Há várias evidências atri-

buindo às GJs a capacidade de sincronizar as descargas neuronais (Hormuzdi et al., 2004;

Perez-Velazquez e Carlen, 2000; Perez-Velazquez et al., 2001, 1994). Elas permitem rápida

transmissão de correntes, numa escala tempo de fração de milissegundos, comparadas às

sinapses químicas, nas quais a geração de potenciais pós-sinápticos acontece em dezenas

de milissegundos. GJs também induziriam oscilações muito rápidas (ou very fast oscil-

lations), um padrão bastante observado durante as transições das atividades interictais

para atividades ictais (Traub et al., 2008). Neste caso, as GJs, localizadas entre axônios

de neurônios corticais, ampli�cariam as excitações sinápticas, facilitariam a geração de

4A definição de conexão não-sináptica segue a nomenclatura introduzida por Jefferys (Jefferys, 1995)
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PAs e facilitariam a formação de bursts. A intensidade dessas conexões pode ser variada

pela acidi�cação do meio intracelular, pela aplicação de bloqueadores como octanol ou ha-

lotano. Essas estruturas foram identi�cadas nos tipos celulares principais do hipocampo

(Dudek et al., 1998; Rodrigues, 2003).

Efapse, uma palavra grega que signi�ca tocar, contrasta com o termo sinapse, o qual

implica contato forte ou união. No entanto, o termo denomina as interações por campos

elétricos entre superfícies neuronais muito próximas, mas que não se tocam, ou em regiões

onde o espaço extracelular é bastante reduzido. Na década de 40, Arvanitaki demons-

trou que dois axônios próximos em um �uido de baixa condutividade podem interagir,

pois as despolarizações em um deles induziam despolarizações no segundo ( (Je�erys,

1995); �gura 2.5). Alguns autores não consideram as interações efápticas um meca-

nismo independente de transmissão não-sináptica e sim um tipo de interação por efeito

de campo (Rodrigues, 2003).

Figura 2.4: Esquema da conexão por GJs no qual se destacam os poros formados pelas proteínas
conexinas, cada qual formada pelo arranjo de seis pares de conexons.Modi�cado de (Purves et al.,
2004).

Durante o disparo de PAs, há produção de correntes iônicas no espaço extracelular, as

quais geram campos elétricos que in�uenciam os potenciais transmembrânicos dos neurô-

nios da vizinhança (�gura 2.6). Este tipo de interação, denominado efeito de campo

elétrico (ou efeito de campo) não exige uma grande proximidade entre as estruturas inte-

ragentes. Logo, não deve ser confundido com a transmissão efáptica.

As correntes iônicas lançadas ao meio extracelular devem retornar à célula, satis-



Capítulo 2. Revisão 14

Figura 2.5: Exemplo de interações efápticas entre axônios gigantes de lula (extraído de (Je�erys,
1995)).

fazendo a uma condição de eletroneutralidade, pois se tratam de correntes endógenas

(supondo-se não haver correntes externas aplicadas à célula). Sendo assim, formam-se

laços de corrente no meio extracelular (�gura 2.6), gerando campos elétricos os quais

atuam sobre os neurônios nas vizinhanças. Por exemplo, um neurônio inativo pode se

despolarizar em função de tais campos extracelulares (Holt, 1998; Nunez e Srinivasan,

2005). As correntes iônicas extracelulares podem ter origem sináptica ou nos PAs.

Figura 2.6: Correntes iônicas lançadas ao meio extracelular, a partir do axônio do neurônio
esquemático, devido à propagação de um PA. Essas correntes iônicas extracelulares geram os
campos elétricos os quais alteram os potenciais de membrana de neurônios da vizinhança. Mo-
di�cado de (da Silva, 2002)

A depender do alinhamento de uma população de neurônios, os seus campos elétricos

podem se reforçar produzindo potenciais de campo intensos da ordem de vários mV.

No hipocampo, a alta densidade celular e a estrutura morfológica organizada de forma

laminar, com o alinhamento dos somas de células piramidais e granulares oferece um

ambiente propício aos efeitos de campo elétrico. Essas condições permitem o recrutamento
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de células inativas e a sincronização entre os seus disparos, favorecendo o aparecimento de

crises epilépticas e sua propagação. Os efeitos de campo podem atuar em conjunto com

o acoplamento por GJs, reforçando a sincronização dos PAs (Dudek, 2004). Os efeitos

de campo também dependem da resistividade do tecido, variável durante as atividades

neuronais. Em um regime de intensa atividade da população de neurônios, há o aumento

dos volumes celulares, resultando em um aumento de resistividade do tecido. Isto, por

sua vez, ampli�ca os efeitos de campo (Fox et al., 2004).

Os íons no meio extracelular atuam como elementos de acoplamento entre neurônios

e outros tipos celulares. Essa transmissão, que não exige a participação de estruturas

celulares especializadas, como fendas sinápticas ou GJs, é um tipo de transmissão por

volume (Agnati et al., 2006). Os íons principais são K+, Na+, Cl−, Ca2+ e Mg2+. Os efeitos

mais importantes incluem controle sobre propriedades da membrana neuronal, como a

excitabilidade, alterações do volume celular e no modo de operação de canais iônicos e

outras proteínas transportadoras. Além disso, também modulam a neurotransmissão. A

variação das concentrações iônicas extracelulares é importante para entender patologias e

disfunções como epilepsia, depressão alastrante, encefalopatia hipóxica e acidente vascular

cerebral (Fröhlich et al., 2008b).

Os efeitos do potássio extracelular sobre as AEs têm sido objeto de intenso debate

desde meados dos anos 60 (Je�erys, 1995; Somjen, 2004). Aumento da [K+]o modula a

excitabilidade neuronal, modi�ca a resistência da membrana celular, atuando ainda sobre

a transmissão sináptica. Elevações da [K+]o, abaixo de uma faixa especí�ca (cerca de duas

vezes a concentração basal no GD do hipocampo de ratos, cerca de 4,0 mM) pouco modi-

�cam a excitabilidade neuronal. Isto acontece porque as �utuações das concentrações de

K+
o garantem a baixa variação do potencial de repouso. Todavia, além da faixa especí�ca,

o PT cresce com [K+]o, aproximando-se do potencial de Nernst para esse íon (�gura 2.7).

O resultado é a despolarização neuronal, com o potencial tendendo a alcançar o limiar

para disparo de PAs (Somjen et al., 2008). Outro efeito do crescimento da [K+]o é a queda

da resistência de membrana devido à elevação da probabilidade de abertura de canais iô-

nicos. Além disso, o acúmulo de potássio extracelular pode modi�car o funcionamento de

canais iônicos e cotransportadores, notadamente os cotransportes cátion-cloreto (Almeida

et al., 2008).

A hipótese do acúmulo de potássio extracelular como causa para crises epilépticas sur-

giu a partir de observações do aumento de excitabilidade com o crescimento da [K+]o (Fert-

ziger e Ranck, 1970; Green, 1964). Segundo essa hipótese, sob condições normais,[K+]o
oscila em torno de um valor basal devido às atividades �siológicas. Um aumento transi-

ente da [K+]o induz crises epilépticas porque a liberação de potássio durante os disparos

conduz a um círculo vicioso de aumento de excitabilidade e de novo acúmulo de K+
o

(Fröhlich et al., 2008a; Somjen et al., 2008). Eventualmente, o excesso de excitabilidade

inativa canais para sódio encerrando a crise. De fato, durante crises epilépticas, registros
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Figura 2.7: Variação do PT com [K+]o (em células do glânglio dorsal de ratos). Cada ponto
representa a média com o desvio padrão. As abscissas foram expressas numa escala logarítimica.
Concentrações acima de 10mM aproximam o PT do potencial de Nernst do potássio (linha reta).
Adaptado de (Somjen, 2004).

com eletrodos seletivos a potássio demonstram o acúmulo desse íon em experimentos in

vivo e in vitro (Je�erys, 1995; Jensen e Yaari, 1997; Traynelis e Dingledine, 1988). No

entanto, algumas evidências levaram à rejeição da hipótese. Há di�culdade em de�nir um

limiar de acúmulo de K+
o no início de uma crise, pois as observações indicam que [K+]o

não cresce monotonicamente durante as crises; em vez disso,[K+]o cresce durante a fase

ativa do bursting e decresce na fase silenciosa. Também poucas evidências demonstram

a inativação de canais para sódio com o excesso de excitabilidade, fenômeno denominado

bloqueio por despolarização (Bikson et al., 2003). Além disso, a concentração de potássio

cresce em atraso com relação ao início da crise, ao invés de uma elevação adiantada ou

concomitante. Logo, o aumento de [K+]o deve ser conseqüência e não causa das crises

epilépticas. Para �nalizar,também foram medidas elevações de [K+]o, para valores obser-

vados durante crises, com a estimulação elétrica de tecido saudável do córtex, sem indução

de AEs (Fröhlich et al., 2008a; Somjen, 2004).

Alguns autores sugerem uma variante da hipótese do acúmulo de potássio extracelular

para explicar a transições interictal-ictal (Jensen e Yaari, 1997). Modelos computacionais,

que incorporam a dinâmica das concentrações iônicas agregam essa variante (Almeida

et al., 2008; Fröhlich et al., 2008b; Somjen et al., 2008). Essas observações e modelos
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também indicam que alterações dos mecanismos de homeostase de K+
o podem explicar o

acúmulo durante crises epilépticas.

Cálcio e magnésio também atuam sobre o PT. A redução das concentrações desses

íons reduz a excitabilidade neuronal, aumentando a resistência de membrana pelo meca-

nismo de blindagem super�cial de carga. Na superfície externa da membrana neuronal

há uma concentração de cargas ou resíduos negativos, que se ligam aos cátions do meio

extracelular, especialmente aos cátions divalentes. A ligação desses cátions eleva o PT

total (soma das contribuições capacitiva, super�cial, intra e extracelular). A remoção

dos cátions reduz o PT, aumentando a probabilidade de abertura dos canais e, portanto,

reduzindo a resistência de membrana.

Outro efeito importante desses íons é a modulação da neurotransmissão. A redução

da [Ca2+]o inibe a liberação de neurotransmissores, pois esse íon é pré-requisito para a

fusão de vesículas no terminal pré-sináptico (Purves et al., 2004; Somjen, 2004). Por

outro lado, o aumento dessa concentração também eleva a excitabilidade no terminal

pós-sináptico. Uma redução abaixo de 0,2 mM pode bloquear as transmissões sinápticas

facilitando o aparecimento de bursts espontâneos (Je�erys e Haas, 1982; Taylor e Dudek,

1982). Aliás, o protocolo de redução de cálcio na solução de perfusão é bastante utilizado

para indução de crises sustentadas por mecanismos não-sinápticos. Outro protocolo para

indução de crises consiste na diminuição de [Mg2+]o, reduzindo a excitabilidade e inibindo

as transmissões sinápticas (Engel et al., 2007).

Os efeitos principais das variações de sódio e cloreto se relacionam às modi�cações da

pressão osmótica as quais provocam alteração dos volumes celulares. NaCl extracelular

tamb atua sobre as transmissões sinápticas, havendo uma estimulação à neurotransmissão

quando as concentrações desse sal se reduzem ou quando se diminui a osmolaridade do

�uido extracelular (Somjen, 2004). A hipotonicidade extracelular produz um aumento dos

volumes celulares, reduzindo o espaço intersticial e favorecendo as interações por efeito

de campo (Azouz et al., 1997; Kilb et al., 2006).

Durante crises epileptiformes, as concentrações intracelulares de sódio tendem a cres-

cer, pois os disparos de PAs necessitam de in�uxos de sódio. O mesmo acontece com [Cl−]i,

pelo desbalanceamento de mecanismos de transporte, notadamente dos cotransportadores

cátion-cloreto. Como vimos, a elevação das concentrações extracelulares de potássio altera

o modo de operação desses transportadores. Algumas observações experimentais apontam

para o efeito anticonvulsivante de diuréticos, os quais têm os cotransportes KCC e NKCC

como alvos, nas crises epilépticas em recém nascidos (Dzhala et al., 2005; Fukuda, 2005).
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2.6 Modelos para o estudo das epilepsias

2.6.1 Modelos animais

Um modelo animal de doença é uma reprodução em espécies não-humanas de con-

dições patológicas, permitindo a realização de procedimentos inacessíveis em seres hu-

manos (Fagundes e Taha, 2004). Além disso, facilitam a obtenção de um número de

amostras estatisticamente representativo. Os modelos animais possibilitaram entender

os mecanismos �siológicos, celulares e moleculares da epilepsia. Os estudos em modelos

animais abrangem as preparações in vivo e in vitro (�gura 2.8). Nas preparações in vitro

estuda-se um sistema simpli�cado e representativo do animal intacto, no qual se preser-

vam as estruturas de interesse. Além disso, oferecem estabilidade mecânica, fundamental

aos registros eletro�siológicos, fácil visualização de estruturas microscópicas e o controle

de fármacos e íons extracelulares na solução de banho (Engel et al., 2007).

As preparações in vitro principais compreendem células dissociadas, culturas dissoci-

adas, fatias, culturas de fatias, regiões cerebrais isoladas e cérebro isolado. Dentre estas

as fatias de hipocampo são, talvez, a preparação mais utilizada na pesquisa em epilepsia.

Essas fatias são mantidas em condições próximas das �siológicas, por várias horas, utili-

zando uma solução arti�cial do �uido cérebro-espinal (do inglês arti�cial cerebral spinal

�uid). Deste modo, pode-se acessar várias características do tecido e preservar parte de

sua organização. A maioria dos estudos de fatias in vitro utiliza o registro eletro�sio-

lógico, nas modalidades intra e extracelular. O registro extracelular mede respostas de

uma população de neurônios enquanto que a modalidade intracelular capta respostas de

uma única célula. A estrutura lamelar e a orientação regular dos tipos celulares do hipo-

campo tornam esta região especialmente apropriada a esta preparação, onde o controle

da espessura preserva intactas as redes de neurônios de interesse (Bernard, 2005).

Classi�cam-se os modelos de epilepsia in vitro em agudos e crônicos. Nos modelos

agudos são induzidas AEs, de maneira relativamente abrupta no tecido normal. Isto

permite estudar as mudanças nas propriedades celulares ou da rede de neurônios que

converteram o tecido normal em tecido epiléptico. Nos modelos crônicos o tecido vem

de um doador, animal ou humano, cronicamente epiléptico. O objetivo desses estudos é

entender as mudanças �siológicas que alteraram cronicamente o tecido epiléptico (Engel

et al., 2007; Engel e Scharwtzkroin, 2005). O modelo animal utilizado como base do

estudo desta tese é um modelo agudo de epilepsia em fatias de hipocampo in vitro.

2.6.2 Modelos computacionais

A epilepsia é uma desordem com origem em mecanismos �siológicos que evoluem

no tempo, baseados em propriedades emergentes de sistemas complexos sub-celulares,

celulares e macroscópicos. Determinar como tais mecanismos atuam conjuntamente, nos
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fenômenos epilépticos, por meio de investigações experimentais, exclusivamente, se torna

bastante difícil. Por esta razão, cada vez mais as investigações teóricas, com o emprego

de ferramentas computacionais vêm assumindo um papel importante para entender as

causas dessa desordem (Lytton, 2008; Wendling, 2005).

Com relação aos mecanismos celulares das AEs, as atuais técnicas de registro eletro-

�siológico permitem acompanhar, com boa resolução temporal, um número restrito de

variáveis �siológicas. Isto é o caso, por exemplo, das correntes iônicas de um dado me-

canismo de transporte, como as correntes de um canal iônico. Todavia, para entender

as interações de diversos mecanismos, o que requer observar muitas variáveis simulta-

neamente, o uso de simulações computacionais se mostra bastante e�caz (Kager et al.,

2007). Os trabalhos teóricos de Kager e colaboradores (2007) (Kager et al., 2007), bem

como de Somjen e colaboradores (2008) (Somjen et al., 2008) ilustram bem tal situação.

Nesses trabalhos, procurou-se entender a origem de AEs por meio da construção de um

modelo realista de célula hipocampal piramidal, incorporando-se um espaço intersticial e

um sistema de recaptação glial no segundo estudo. Esses trabalhos investigam o papel

da dinâmica das concentrações iônicas sobre diversos mecanismos, como canais iônicos,

trocadores e bombas para induzir e modi�car padrões de disparo como o bursting e o

spiking5.

Os modelos computacionais também podem ser usados para conectar processos �sioló-

gicos em níveis hierárquicos diferentes (molecular, celular, de redes e sistemas; �gura 2.8),

permitindo entender o problema num determinado nível como função dos demais (Lytton,

2008; Wendling, 2008). Por exemplo, a origem e propagação de crises em uma rede de

neurônios podem ser entendidas examinando-se os mecanismos celulares de controle de

excitabilidade neuronal. Recentemente, os trabalhos de Cressman, Ullah e colaboradores

utilizaram essa abordagem, examinando o papel da dinâmica das concentrações iônicas

em um modelo simples de neurônio (Cressman Jr. et al., 2009) incorporado a numa rede

no estudo subsequente (Ullah et al., 2009).

Outras funções da modelagem computacional incluem integrar dados experimentais

dos diversos níveis hierárquicos para propor explicações e mecanismos para os fenômenos

epilépticos (Soltesz e Staley, 2008). Também detectar padrões nas observações experimen-

tais não aparentes à percepção humana para predição de crises (Mormann et al., 2000;

Quyen et al., 2001).

Além da descrição de mecanismos �siológicos, os modelos computacionais na pesquisa

em epilepsia analisam e classi�cam as manifestações clínicas e avaliam os impactos sócio-

econômicos da desordem (Lytton, 2008).

5Disparo continuado de potenciais de ação.



Capítulo 2. Revisão 20

Figura 2.8: Modelos animais e computacionais classi�cados de acordo com o nível hierárquico da
estrutura objeto da investigação. Os modelos computacionais, também são classi�cados quanto
ao nível de detalhamento, podendo ser detalhados ou agrupados. Modi�cado de (Wendling,
2008).
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Modelo AENS

3.1 Arquitetura

O modelo AENS (atividades epileptiformes não-sinápticas) in vitro, proposto por Al-

meida et al (2008) (Almeida et al., 2008), representa a camada granular do GD, numa

fatia de hipocampo, como uma rede tridimensional de compartimentos (�gura 3.1). Cada

unidade funcional da rede é formada pelo soma de uma célula granular e uma célula glial

imersos no espaço extracelular (ou meio extracelular, ME). Uma unidade funcional possui

volume igual a 20µm3. Para simular a solução de perfusão, um plano de compartimentos,

no qual não há células, cerca todos as faces da rede exceto o plano que representa a inter-

face líquido-gás. Neste plano as CIs são �xas, para representar o volume in�nito efetivo da

solução de perfusão em relação ao volume extracelular de cada unidade funcional. Além

disso, no plano representante da interface líquido-gás os gradientes de CI na direção orto-

gonal são nulos, pois não há perfusão nesta face. Deste modo, uma interface impermeável

representa uma barreira re�etora para a difusão explicando a derivada normal nula nas

concentrações (�gura3.2).

Nas simulações do presente trabalho utilizamos uma camada única para representar a

perfusão, ao invés de duas, como nos trabalhos de Rodrigues (2003) e Almeida et al (2008),

para evidenciar efeitos de aleatoriedade das condições iniciais e permeabilidades. Com

esta modi�cação, as alterações das CIs intra e extracelulares em cada unidade funcional

apresentam variação temporal mais rápida e amplitudes mais acentuadas. Além disso,

incluímos efeitos capacitivos à membrana neuronal para atender às variações dos PTs na

escala de tempo dos potenciais de ação.

Para simular o protocolo alto-K+ e zero-Ca2+, �xa-se a concentração de potássio ex-

tracelular em 8 mM, no plano que simula a perfusão, alguns segundos após o início da

simulação. Este valor, o dobro das medidas regulares da [K+]o no hipocampo de ratos,

induz um aumento de excitabilidade em toda a rede. A remoção de Ca2+ assume células

granulares conectadas apenas por mecanismos não sinápticos, simulando o bloqueio de

neurotransmissão que ocorre quando se usa uma solução de perfusão com ausência deste
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íon.

Figura 3.1: Arquitetura do modelo. (a) Camada granular do GD numa fatia de hipocampo
de ratos é representada por uma estrutura tridimensional. (b) Soma de uma célula granular
(em azul) e de glia (em vermelho). (c) Representação geométrica de (b) constituindo uma
unidade funcional. (d) O conjunto de unidades funcionais forma uma rede cúbica. Reproduzido
de (Almeida et al., 2008).

3.2 Transporte iônico

A membrana celular, formada por uma bicamada lipídica, representa uma barreira

de separação entre o meio intracelular (MI) e o ME, contendo proteínas integrais res-

ponsáveis por diversas funções �siológicas. Uma função importante é o transporte de

íons e outras espécies químicas, os quais não conseguiriam atravessar a barreira lipídica

por difusão. O transporte iônico seletivo regula as diferenças de concentração entre o

MI e o ME permitindo a geração de PTs. Além disso, no modelo, os mecanismos trans-

portadores têm papel chave para a geração e sustentação de bursts epileptiformes. Os

mecanismos de transporte, incorporados às membranas celulares em cada unidade funcio-

nal, compreendem canais iônicos dependentes e independentes de voltagem (Hille, 2001),

bomba-Na+/K+ (Kaplan, 1985), co-transportes cátion-cloreto (Payne, 1997), trocado-

res (Chesler, 2003) e GJs (Hormuzdi et al., 2004), além do sistema de recaptação por

glias (Fröhlich et al., 2008a) (�gura 3.3).

A seguir descrevemos brevemente os principais mecanismos de transporte, bem como

o sistema de recaptação por glias. GJs serão discutidas na seção 3.4.1
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Figura 3.2: Representação da perfusão no modelo AENS. Em (a) uma camada extra de com-
partimentos cerca a rede cúbica, contendo somente íons cujas concentrações são �xas. Uma das
faces da rede cúbica não recebe a camada extra para representar a interface líquido-gás sobre a
fatia. (b) foi adaptado de (Hrabìtová e Nicholson, 2007).

3.2.1 Canais iônicos

Canais iônicos são proteínas integrais de membrana, dotadas de poros intermediando

o transporte passivo de íons, os quais podem ser ativados por variações no PT (canais

dependentes de voltagem) ou pela ligação com espécies químicas (canais ativados por

ligantes), dentro de uma variedade de possibilidades. No modelo são incorporados canais

dependentes e independentes de voltagem. A equação de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK;

eq.(3.5)) descreve os �uxos ou correntes iônicas, as quais dependem de CIs e do PT (Hille,

2001) (por hipótese, há eletrodifusão no canal iônico com o campo elétrico no interior da

membrana sendo constante). A escolha desta relação representa um diferencial sobre

os tradicionais modelos de atividade neuronal (Canavier et al., 1991; Park e Durand,

2006), nos quais são usadas representações em circuito da membrana celular para calcular

a corrente por canais iônicos, desconsiderando-se variações intensas das CIs, as quais

normalmente acompanham as atividades epileptiformes. As seguintes correntes iônicas

via canais foram incorporadas:

1. Corrente de sódio transiente (INa,t): responsável pela fase de despolarização dos

PAs.

2. Corrente de potássio reti�cadora com atraso1 (IK,rt): controla a fase de repolarização

1do inglês delayed rectifier
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do potencial de ação e a excitabilidade neuronal. Também regula a concentração de

potássio no ME.

3. Corrente de sódio persistente (INa,p): Atua na fase inicial de despolarização neuronal,

precedendo o disparo de PAs. Controla a frequência dos PAs e também participa

do controle da excitabilidade neuronal.

4. Corrente de potássio do tipo A (IK,A): controla a freqüência de disparo de potenciais

de ação e também [K+]o.

5. Corrente de cloreto constante (ICl,const): participante da regulação do potencial de

repouso neuronal.

6. Corrente de cloreto dependente de voltagem (ICl,volt): permite o �uxo de Cl− para

o MI, sob condições �siológicas ordinárias e regula a concentração extracelular de

cloreto.

Figura 3.3: Esquema dos mecanismos de transporte iônico em uma unidade funcional, os quais
compreendem canais iônicos, bomba-Na+/K+, trocadores, cotransportadores cátion-cloreto e
GJs. O sistema de recaptação glial, que se apresenta com vários transportadores iônicos nas
membranas das glias, controla as CIs extracelulares. Reproduzido de (Almeida et al., 2008).

3.2.2 Bomba-Na+/K+

A Na+/K+-ATPase é uma enzima que realiza o transporte (por ciclo) de três íons

Na+ para o ME e dois íons K+ para o MI, com o consumo de uma molécula de ATP
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sob condições normais �siológicas (reação direta). O transporte é ativo, ou seja, depende

diretamente da energia obtida pela reação de quebra do ATP metabólico em ADP e

fosfatos. Além disso, é um transporte eletrogênico porque gera uma corrente iônica a qual

modi�ca o PT. Esta enzima mantém em níveis constantes os gradientes de concentração

de sódio e potássio no repouso. Também contribui para regular o volume celular, pois

ajuda a controlar as concentrações intracelulares desses íons (Kaplan, 1985).

O modelo se baseia no esquema cinético cíclico de Albers-Post (Horisberger, 2004) para

derivar duas equações que predizem a formação de um íon �ctício A+, saldo do transporte

de 3Na+ contra 2K+. Esse íon é formado no MI, quando a reação é direta, ou no ME

quando se reverte o ciclo (Almeida et al., 2008). Interpretando-se o funcionamento da

enzima como o de um canal iônico transportador do íon A+ é utilizada a equação GHK

(eq.(3.5)) para calcular a corrente. Neste caso, as concentrações do íon, derivadas a

partir do esquema cinético, dependem das concentrações de sódio, cloreto, ATP, ADP

e fosfatos (eqs.(3.22) e (3.23)). Uma observação importante diz respeito à dependência

dessa corrente do PT, comprovada em vários estudos (Weer et al., 1988), mas não incluída

explicitamente no esquema Albers-Post.

3.2.3 Co-transportes

Co-tranportadores são proteínas integrais que realizam um carreamento eletroneutro

simultâneo de dois ou mais íons. É um tipo de transporte ativo secundário, pois se

utiliza dos gradientes eletroquímicos produzidos pela bomba-Na+/K+. São dois os co-

transportadores cátion-cloreto no modelo: K+-Cl− (KCC) e Na+-K+-2Cl− (NKCC). Há

evidências de que controlam as concentrações intracelulares de Cl− e extracelular de K+

durante eventos neuronais com grandes movimentações iônicas. O KCC está presente

principalmente em neurônios. Ele realiza o e�uxo de Cl− à custa da acumulação de

K+ intracelular pela Na+/K+-ATPase (sob condições normais �siológicas). O NKCC se

encontra comumente em células gliais. Também sob condições normais �siológicas, o

NKCC promove o in�uxo iônico de Na+, K+ e Cl− (Payne, 1997; Russel, 2000). Veja as

equações (3.24) e (3.25).

3.2.4 Trocadores

São proteínas integrais de membrana as quais promovem a troca simultânea de um

par de ânions ou cátions, entre os meios intra e extracelular, num processo eletroneutro.

Também é um tipo de transporte ativo secundário. Suas funções estão associadas à recu-

peração de gradientes iônicos transmembrânicos, regulação do volume celular e também

controle de pH (Chesler, 2003). O modelo incorpora os trocadores Na+/H+, K+/H+ e

HCO−3 /Cl
−, presentes no hipocampo, para obter uma condição de equilíbrio iônico intrace-

lular durante o estado estacionário e também para regular as CIs (equações(3.26)-(3.28)).
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3.2.5 Sistema de recaptação glial

Diversos mecanismos atuam cooperativamente para regular as concentrações de íons

no ME. Em especial, a falha desses mecanismos para regular o excesso de K+]o pode

precipitar e sustentar atividades epileptiformes (seção 3.3; (Somjen, 2004)). Este excesso

pode ser removido por meio da Na+/K+-ATPase neuronal, por difusão e pela atuação das

glias, quando os dois primeiros mecanismos são insu�cientes. Glias regulam CIs usando

transportadores ativos e/ou passivos presentes na sua membrana plasmática, como canais

iônicos, bomba-Na+/K+, cotransportadores e trocadores. O potássio capturado é então

transportado pela rede de células glias, as quais são conectadas por GJs, para regiões

onde [K+]o é mais baixa. Tal conexão por GJs faz a rede de células gliais atuarem

como um quase-sincício2 funcional e elétrico, pois as membranas plasmáticas mantêm a

individualidade de suas células (Somjen, 2004; Somjen et al., 2008).

O modelo incorpora glias as quais contêm canais iônicos que se comportam passiva-

mente (com permeabilidades constantes sob grandes variações dos potenciais de mem-

brana). Além dos canais, agregaram-se a bomba-Na+/K+, cotransportes cátion/cloreto e

trocadores. Como aproximação, as glias não se conectam umas às outras e considera-se

apenas uma glia para cada neurônio. Deste modo, o modelo AENS não incorpora uma

rede de células gliais.

3.3 Indução das atividades epileptiformes

O aumento da concentração de potássio na solução de perfusão, de 4 mM para 8 mM,

induz atividade epileptiforme no modelo. Gradualmente, em cada unidade funcional,

observa-se um aumento da [K+]o e alteração das demais CIs devido ao surgimento de

bursts epileptiformes. A indução depende do comportamento dos cotransportes KCC e

NKCC e dos �uxos iônicos por canais e pela bomba-Na+/K+. Sob CIs regulares, o KCC

promove o e�uxo de Cl− contra o in�uxo devido ao NKCC. Aumentando [K+]o a atividade

de ambos cotransportadores aumenta. Entretanto, o in�uxo de Cl− via NKCC supera o

e�uxo pelo KCC. O resultado líquido é um acúmulo de cloreto intracelular, o qual provoca

despolarização neuronal porque muda o sentido da corrente de cloreto via canais iônicos,

de uma corrente de entrada para uma de saída. Tal aumento de excitabilidade origina o

bursting. Durante a fase ativa, ou período ictal, o in�uxo de Na+ por canais dependentes

de voltagem supera o e�uxo via bomba-Na+/K+. O aumento da [Na+]i estimula a atuação

da Na+/K+-ATPase, a qual aumenta durante o período ictal. Há uma transição para o

período interictal somente quando o e�uxo de sódio pela bomba-Na+/K+ for maior do que

o in�uxo via canais iônicos (Almeida et al., 2008). O diagrama da �gura 3.4 apresenta um

2Sincício é uma massa formada por um conjunto de células, sem a separação individual por membranas
plasmáticas, cujo comportamento corresponde a uma única unidade funcional.
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resumo do funcionamento dos mecanismos de de�agração das atividades epileptiformes,

sustentação e transição entre os períodos ictal e inter-ictal.

Figura 3.4: Diagrama esquemático dos mecanismos atuantes durante as fases do burst epi-
leptiforme. Na fase (I) há de�agração de um burst ou a transição da fase interictal (ou fase
silenciosa) para a fase ictal (ou fase ativa). (II) corresponde ao período ictal no qual há o disparo
de uma seqüência de potenciais de ação induzido pela despolarização neuronal provocada pelo
aumento de [Cl−]i. (III) sinaliza o término da fase ativa marcada pelo e�uxo de Na+ devido
à bomba-Na+/K+, superando o in�uxo de Na+ via canais iônicos. Em (IV) segue o período
inter-ictal, quando há a recuperação dos gradientes iônicos, repolarização neuronal e decréscimo
da atividade da bomba-Na+/K+.

Os demais mecanismos de transporte como os trocadores Na+/H+, K+/H+ e HCO−3 /Cl
−

oferecem um ajuste às CIs, bem como o sistema de recaptação por glias, que retira os ex-

cessos do ME. Alguns autores têm sugerido que uma falha deste sistema, a qual pode favo-

recer um aumento excessivo da [K+]o, precipite o surgimento de crises epilépticas (Fröhlich

et al., 2008a).

As �guras ?? traz uma comparação entre potenciais transmembrânicos e potenciais de

campo extracelulares simulados e registrados experimentalmente, sob o protocolo alto-K+

e zero-Ca2+
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(a)

(b)

Figura 3.5: Potenciais transmembrânicos simulados (a) e registro experimental (b; extraído
de (Pan e Stringer, 1997)).
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(a) (b)

Figura 3.6: Potenciais de campo extracelulares simulados (a) e registro experimental (b; ex-
traído de (Rodrigues, 2003)).

3.4 Interações não-sinápticas

As conexões não-sinápticas representadas no modelo compreendem o acoplamento por

GJs, efeito de campo elétrico populacional e variação de CIs extracelulares. As interações

não-sinápticas operam em escalas de tempo distintas, representadas na �gura 3.7. Nesta

�gura, cada traço representa o intervalo entre o menor tempo de latência e o maior tempo

de duração para os efeitos sobre population spikes observados experimentalmente (Rodri-

gues, 2003).

3.4.1 Gap junctions

Numa conexão por GJ os citoplasmas dos neurônios participantes estão conectados

permitindo a passagem de íons, guiada por gradientes eletroquímicos. Desta forma, é

possível modelar os �uxos iônicos por GJs usando um processo eletrodifusivo, assumindo-

se o campo elétrico constante no interior do conduto. Assim, a equação de GHK de

corrente (Hille, 2001) descreve esses �uxos no modelo (eq.(3.5)). Note que cada neurônio

se conecta ao seu primeiro vizinho por uma GJ, resultando num mínimo de três conexões

por neurônio da rede (�gura 3.2). O parâmetro kGJ regula a intensidade do acopla-

mento e multiplica todas as permeabilidades nas GJs da mesma maneira (capítulo 5). As

mudanças de acoplamento simulam condições que alteram as permeabilidades via GJs,

tais como acidi�cação do MI ou uso de bloqueadores (Perez-Velazquez e Carlen, 2000;

Perez-Velazquez et al., 1994).

Nos modelos teóricos para descrição de atividades neuronais, o uso da Lei de Ohm para

descrever a corrente por GJs é muito comum. Nesses casos, não se considera a variação
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Figura 3.7: Diagrama esquemático das escalas de tempo nas quais operam os mecanismos de
comunicação neural, sejam sinápticos ou não-sinápticos. Cada traço representa o intervalo entre
o menor tempo de latência e o maior tempo de duração para os efeitos sobre population spikes

observados experimentalmente (modi�cado de (Rodrigues, 2003)).

das CIs, sendo su�ciente usar uma descrição que leva em conta apenas diferenças de

potencial. Contudo, durante atividades epileptiformes não-sinápticas as variações de CI

são intensas; portanto é necessário incorporá-las com o uso da equação GHK de corrente,

como se faz no modelo (eq.(3.5)).

3.4.2 Efeito de campo elétrico

Quando um neurônio dispara potenciais de ação correntes iônicas são geradas no ME.

Tais correntes contribuem para produzir o potencial extracelular que in�uencia direta-

mente os PTs das células vizinhas, alterando sua excitabilidade. O cálculo deste potencial

extracelular (eqs.(3.16)-(3.18),(3.19),(3.20)) usa uma modi�cação da Lei de Ohm conside-

rando n fontes de corrente pontuais, com origem nos neurônios da vizinhança contribuindo

para o potencial extracelular em um dado ponto de observação. O ME é considerado iso-

trópico, homogêneo e puramente resistivo (Nunez e Srinivasan, 2005; Varona et al., 2000).

Este potencial extracelular populacional produz uma corrente que altera o PT neuronal,

dada pela equação (3.20).

A resistividade do tecido não é estática, mas se altera com a geometria do ME, par-

ticularmente com mudanças de volume (Je�erys, 1995). Durante grandes movimentações

iônicas, os volumes neuronais mudam em resposta a uma variação de pressão osmótica,

provocando reduções ou expansões do volume extracelular. Isto leva a uma variação da

resistividade do tecido, na qual diminuições do volume extracelular correspondem a au-

mentos de resistividade (Fox et al., 2004), e sendo assim, ela é uma função decrescente do
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volume extracelular (eq.(3.18); detalhes na seção 3.5.6).

3.4.3 Variação das concentrações iônicas

As variações temporais das concentrações extracelulares de sódio, potássio e cloreto

in�uenciam os padrões de atividade neuronal, pois atuam sobre os mecanismos de trans-

porte iônico. Logo, alteram as CIs intracelulares e, por sua vez, os PTs. Um exemplo

clássico (Fröhlich et al., 2008b), discutido na seção 3.3, é a elevação da [K+]o, a qual leva

ao aumento de excitabilidade neuronal e dos �uxos iônicos dos cotransportadores KCC

e NKCC. Deste modo, devido às atividades neuronais induzidas pelo aumento da [K+]o,

alteram-se as concentrações intracelulares de Na+ e Cl−, o que pode levar a um reforço

na despolarização, modi�cação dos �uxos via bomba-Na+/K+ e a uma modi�cação dos

volumes celulares, causada por efeitos osmóticos (Lang et al., 1998; Somjen, 2004).

No ME, as modi�cações das CIs se devem principalmente à eletrodifusão, descrita pela

equação de Nernst-Planck (eq.(3.15)). A eletrodifusão pode ser modulada alterando-se

características estruturais do ME, tais como fração de volume, tortuosidade e recaptação

não-especí�ca de espécies químicas. Escolhemos modular a eletrodifusão alterando a tor-

tuosidade, a qual representa um impedimento à difusão devido a obstáculos, originários

de obstruções celulares, aprisionamento transiente em micro-espaços vazios, interações

com outras espécies químicas, dentre outros (Hrabìtová e Nicholson, 2007; Syková, 2004;

Syková e Nicholson, 2008). De�nimos a tortuosidade, designada por λ, pela relação entre

os coe�cientes de difusão livre (D) e efetivo (D*): λ=
√
D/D∗. Este parâmetro pode ser

alterado por intervenções locais ou sistêmicas, envelhecimento, trauma ou condições pato-

lógicas (Syková e Nicholson, 2008). Valores de λ medidos em diversas regiões do cérebro,

variam entre 1,4 e 2,4 (Hrabìtová e Nicholson, 2007; Syková e Nicholson, 2008). Tais

valores podem ser considerados �siológicos, pois são determinados usando-se intervenções

locais ou sistêmicas, como por exemplo, sob indução de hipóxia (Syková e Nicholson,

2008).

Medidas de tortuosidade pelo método TMA+-iontoforético (Hrabìtová e Nicholson,

2007) revelaram que a camada granular do GD do hipocampo de ratos saudáveis pos-

sui tortuosidade anisotrópica, o que corresponde a valores distintos de λ medidos para

cada um dos três eixos principais no tecido, uma conseqüência da sua estrutura anatô-

mica local (Syková e Nicholson, 2008). O modelo assume que a camada granular do

GD é isotrópica e o ME homogêneo. Consequentemente, a tortuosidade do ME é uma

constante (Nicholson, 2001).
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3.5 Descrição matemática

O conjunto de equações a seguir descreve a evolução temporal dos PTs, concentrações

e �uxos em uma dada unidade funcional. Portanto, cada uma das variáveis dinâmicas é

função da posição de um dado compartimento celular da rede

3.5.1 Potencial transmembrânico

O PT neuronal depende do somatório das correntes iônicas produzid.as pelos mecanis-

mos de transporte iônico, por GJs e pelo efeito de campo. O que difere essa descrição do

formalismo de Hodgkin-Huxley (Hodgkin e Huxley, 1952) é o cálculo das correntes iônicas

via canais, que usa a equação GHK para incluir a dependência das concentrações iônicas.

Cm
dV

dt
= −(INa,tot + IK,tot + ICl,tot + IGJ + IEC) (3.1)

Cm é a capacitância por unidade de área da membrana (em µFcm−2, onde F é a constante

de Faraday (tabela 3.1)3 e Vm é o PT neuronal em mV (todos os potenciais a seguir são

dados em mV). As correntes4 iônicas totais são dadas por:

INa,tot = INa,t + INa,p + 3INa+/K+-ATPase + FΦNKCC + FΦNa,troc + INa,vaz (3.2)

IK,tot = IK,rt + IK,A − 2INa+/K+-ATPase + FΦNKCC + FΦKCC + FΦK,troc + IK,vaz (3.3)

ICl,tot = ICl,volt + ICl,const − 2FΦNKCC − FΦKCC − FΦCl,troc + ICl,vaz (3.4)

A corrente total de sódio, INa,tot, eq.(3.2), depende das correntes pelos canais iônicos

(INa,t e INa,p), pela bomba-Na+/K+, INa+/K+−ATPase. Também depende dos �uxos pelos

cotransporte NKCC (ΦNKCC) e pelo trocador Na+/H+ (ΦNa,troc). As correntes e �uxos

pelos canais iônicos (IIK,rt e IK,A),pela Na+/K+-ATPase, cotransportes (ΦNKCC e ΦKCC)

e trocador Na+/H+ (ΦK,troc) compõem a corrente total de potássio, IK,tot, eq.(3.3).

Finalmente, a corrente total de cloreto, ICl,tot, eq.(3.4), é a soma das correntes por

canais iônicos (ICl,volt e ICl,const), cotransportes e pelo trocador HCO−3 /Cl
− (ΦCl,troc). IGJ

e IEC são as correntes pelas GJs e pelo efeito de campo elétrico. As correntes de vazamento

(IK,vaz,INa,vaz,ICl,vaz), as quais regulam o potencial de repouso, são constantes (tabela 3.4).

Expressam-se as densidades totais de corrente em mA/cm2 e as densidades de �uxo em

mmol/s.cm2.

3A conversão entre fluxos e correntes se dá pela relação FΦ=I, onde F é a constante de Faraday
4Os termos corrente e fluxo na verdade se referem a densidades de corrente e de fluxo.
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3.5.2 Equação GHK de corrente

A equação GHK descreve os �uxos pelos canais, GJs e pela bomba-Na+/K+:

ΦC,L = PC,L
(zCF )2

RT
∆V

[C]ie
zCF∆V/RT − [C]o

ezCF∆V/RT − 1
(3.5)

ΦC,L é o �uxo associado ao íon C (Na+, K+, Cl−) entre os compartimentos intracelulares

i e j, devida ao mecanismo de transporte L. PC,L é a permeabilidade associada ao íon C

e ao mecanismo de transporte L. ∆V a diferença de potencial entre os compartimentos i

e j, [C]i,j a concentração do íon C (em mM) no compartimento i ou j, zC a valência do

íon C, R a constante dos gases, F a constante de Faraday e T a temperatura em Kelvin

(tabela 3.1).

3.5.3 Concentrações iônicas intra e extracelulares

As CIs no intracelular de neurônios e no ME, em uma unidade funcional, variam no

tempo de acordo com as expressões:

∂[C]i
∂t

= −ΦC − ΦC,GJ (3.6)

∂[C]o
∂t

= ΦC +

(
∂[C]o
∂t

)
edif

− Φglia
C (3.7)

ΦNa,tot =Na,t +ΦNa,p + ΦNKCC + 3ΦNa+/K+-ATPase + ΦNa,troc + ΦNa,GJ + ΦNa,vaz (3.8)

ΦK,tot =K,rt +ΦK,A + ΦKCC + ΦNKCC − 2ΦNa+/K+-ATPase + ΦK,troc + ΦK,GJ + ΦK,vaz (3.9)

ΦCl,tot = ΦCl,volt + ΦCl,const + ΦKCC + 2ΦNKCC + ΦCl,troc + ΦCl,GJ + ΦCl,vaz (3.10)

As CIs intracelulares dependem dos �uxos pelos canais iônicos (Na,t, ΦNa,p, K,rt, ΦK,A,

ΦCl,volt, ΦCl,const),bomba Na+/K+ (PhiNa+/K+-ATPase), demais transportadores de íons

(ΦKCC , ΦNKCC , ΦNa,troc, ΦK,troc, ΦCl,troc) e GJs (Φion,GJ
5 ; ver seção (3.5.1)). Os �uxos

de vazamento (Φion,vaz), os quais estabilizam os valores das CIs no repouso são constantes.

Note que o sentido é do MI para o ME e, portanto a concentração intracelular diminui com

o aumento dos �uxos iônicos. As concentrações extracelulares, por sua vez, aumentam

com o acréscimo dos mesmos �uxos iônicos, também dependendo dos �uxos produzidos

pelas glias, eq.(3.11) e da eletrodifusão no ME, eq.(3.15).

3.5.4 Concentrações e �uxos nas glias

As CIs nas glias evoluem de acordo com as equações:

5ion = Na+, K+, Cl−
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∂[C]gliai

∂t
= −Φglia

C (3.11)

Φglia
Na,tot = Φglia

Na,c + 3Φglia
Na+/K+-ATPase

+ Φglia
NKCC + Φglia

Na,troc + Φglia
Na,vaz (3.12)

Φglia
K,tot = Φglia

K,c + Φglia
K,ir + Φglia

KCC + Φglia
NKCC − 2Φglia

Na+/K+-ATPase
+ Φglia

K,troc + Φglia
K,vaz (3.13)

Φglia
Cl,tot = Φglia

Cl,c + Φglia
KCC + 2Φglia

NKCC + Φglia
Cl,troc + Φglia

Cl,vaz (3.14)

Os �uxos pelos canais iônicos (Φglia
Na,c, Φglia

K,c , Φglia
K,ir,Φ

glia
Cl,c), bomba de sódio-potássio glial

(bomba-Na+/K+-ATPase), cotransportadores NKCC e KCC gliais (Φglia
KCC , 2Φglia

NKCC) e

trocadores gliais (Φglia
Na,troc, Φglia

K,troc, Φglia
Cl,troc) regulam as CIs nas glias. Os �uxos de vaza-

mento (Φglia
ion,vaz), também estabilizam as CIs gliais no repouso. As equações que descrevem

os �uxos iônicos neuronais via canais, cotransportadores, trocadores e bomba também

descrevem �uxos gliais.

3.5.5 Eletrodifusão

A equação (3.15) expressa a variação de CIs devida à eletrodifusão no ME:(
∂[C]o
∂t

)
edif

=
DC

λ2

[
∇2[C]o +

zCF

RT

(
∇[C]o · ∇Vo + [C]o · ∇2Vo

)]
(3.15)

[C]o é concentração do íon C no ME, DC o coe�ciente de difusão do íon C, zC a valência

do íon C, λ a tortuosidade, R a constante dos gases, F a constante de Faraday e T a

temperatura em Kelvin (tabelas 3.1). Vo é o potencial extracelular, numa dada unidade

funcional, produzido pela contribuição dos gradientes de CI e do potencial.

3.5.6 Potencial extracelular

∇Vo = −RT
F

(
zNaDNa∇[Na+]o + zKDK∇[K+]o + zClDCl∇[Cl−]o
z2
NaDNa[Na+]o + z2

KDK [K+]o + z2
ClDCl[Cl−]o

)
+∇Vextra,f (3.16)

O primeiro termo na equação (�refeq16) representa a geração de campo elétrico devido aos

gradientes das CIs extracelulares (Almeida et al., 2004). O segundo termo, o gradiente

de Vextra,f , é devido às correntes dos potenciais de ação de todos os neurônios da rede:

Vextra,f = τ

N∑
i=1

1

di
(INa,p + INa,t + IIK,rt + IK,A) (3.17)

di é a distância entre o neurônio e a i-ésima fonte de corrente (em cm), N é o número

de fontes de corrente na rede (igual ao número total de unidades funcionais) e τ é parâ-

metro que mede a resistividade do tecido (em mV.cm3/mA) nas vizinhanças de um dado
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neurônio, uma função do volume extracelular (Almeida et al., 2008):

τ = δ

[
1 + c

(
1− 1

1 + e((−V olextra−a)/b)

)]
(3.18)

Volextra é o volume extracelular em µm3, δ= 6,25x10−3 mV.cm−3/mA, a= 2,97 x10−13dm−3,

b =6,0x10−16 dm−3, c= 15. Os parâmetros a, b, c e δ são fenomenológicos, ajustáveis

para observação de uma faixa de amplitudes dos population spikes.

Nos modelos para condução elétrica em materiais (metais e eletrólitos) a resistivi-

dade é inversamente proporcional à densidade de portadores; portanto, se o número e

a mobilidade dos portadores se mantém, quanto maior o volume do condutor, maior a

resistividade (Ashcroft e Mermin, 1976). Na equação (3.18) a relação entre resistividade

do tecido e volume extracelular é inversa. Podemos entender a origem dessa relação: 1)

lembrando que a condução no tecido vivo ocorre numa escala espacial muito superior à da

condução em materiais; 2) interpretando o tecido como uma suspensão de corpos isolan-

tes (por aproximação) imersos em um �uido eletrolítico. A equação de Maxwell-Rayleigh

fornece a razão entre as resistividades da suspensão e do �uido como função do volume

ocupado pelo �uido (Nunez e Srinivasan, 2005):

ηs
ηf

=
voltotal(i+ h)− hvolf

volf
(3.19)

h é um fator de geometria dos corpos, voltotal é o volume total da suspensão, volf é o volume

do �uido e ηf é a resistividade do �uido. Nesta equação, a resistividade da suspensão (ηs)

diminui com o aumento de volf . A função sigmoidal na eq.(3.18) reproduz o decaimento

da resistividade do tecido com o aumento do volume ocupado pelo �uido condutor (volume

do ME) e também re�ete um ajuste fenomenológico para que a simulação reproduzisse as

amplitudes dos population spikes dos registros experimentais.

3.5.7 Efeito de campo elétrico

Estimou-se a corrente produzida pelo efeito de campo, IEC , na qual o parâmetro ε,

a condutância do ME (em mA/mV.m2; tabela 3.2) controla a intensidade do efeito de

campo:

IEC = εVextra,f (3.20)

3.5.8 Potencial de campo extracelular

VEFP = −
∫
ζ

∇Vo · dl (3.21)
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O potencial de campo extracelular medido por um microeletrodo é a integral de caminho

do campo elétrico extracelular, onde ζ é a trajetória que conecta a ponta do eletrodo

a um ponto remoto na solução de perfusão. A ponta do eletrodo se localiza em uma

determinada unidade funcional da rede.

3.5.9 Concentração do íon �ctício gerado pela bomba-Na+/K+

Como vimos na seção 3.2.2, o transporte de três íons Na+ para cada dois íons K+ pro-

duz uma corrente carreada pelo íon virtual A+. Considerando que o transportador fun-

ciona, efetivamente, como um canal iônico dependente de voltagem, utiliza-se a equação

GHK, eq.(3.5), para calcular a corrente. Da cinética do transporte iônico, correspondente

ao ciclo de Albers-Post (Horisberger, 2004) escrevemos as equações a seguir para o cálculo

das concentrações de A+:

[A+
i ] =

 Ki
AC

m,total
ENa,K

[ATP ]i

[ATP ]i +Ki
ATP

(
1 +

[ADP ]iC
i
P

Ki
ADP,P

)


×

 [Na+]i

[Na+]i +Ki
Na

(
1 +

[K+]i
Ki
K

)


3

×

 [K+]o

[K+]o +Ko
K

(
1 +

[Na+]o
Ko
Na

)


2

(3.22)

[A+
o ] =

 Ko
AC

m,total
ENa,K

[ADP ]i[P ]i

[ADP ]i[P ]i +Ki
ADP,P

(
1 +

[ATP ]i
Ki
ATP

)


×

 [Na+]o

[Na+]o +Ko
Na

(
1 +

[K+]o
Ko
K

)


3

×

 [K+]i

[K+]i +Ki
K

(
1 +

[Na+]i
Ki
Na

)


2 (3.23)

Cm,totalENa,K
é a concentração total de enzimas Na+/K+-ATPase e Kface

w,pump é a constante de

equilíbrio nas faces intra ou extracelulares para w= ADP, P, ATP, A+, Na+ e K+.

3.5.10 Fluxo pelo cotransporte KCC

O �uxo pelo cotransporte KCC é calculado considerando um conjunto de reações

que descrevem a ligação conjunta dos íons com a enzima cotransportadora, formação de

complexos intermediários, os quais realizam o transporte pela membrana e, �nalmente, a



Capítulo 3. Modelo AENS 37

liberação dos íons para a face oposta. Os �uxos pelo NKCC e trocadores são calculados

usando um grupo de reações enzimáticas.

ΦKCC =
QKCC [K+]i[Cl

−]i(
[K+]i +Ki

K,KCC

(
1 +

[K+]o
Ko
K,KCC

))(
[Cl−]i +Ki

Cl,KCC

(
1 +

[Cl−]o
Ko
Cl,KCC

))

− QKCC [K+]o[Cl
−]o(

[K+]o +Ko
K,KCC

(
1 +

[K+]i
Ki
K,KCC

))(
[Cl−]o +Ko

Cl,KCC

(
1 +

[Cl−]i
Ki
Cl,KCC

))
(3.24)

Kface
w,KCC é a constante de equilíbrio nas faces intra ou extracelulares. w= Na+ e K+ e Cl−.

3.5.11 Fluxo pelo cotransporte NKCC

ΦNKCC = QNKCC

(
[Na+]i[K

+]i[Cl
−]2i − [Na+]o[K

+]o[Cl
−]2o
)
/

{
(
[Na+]i + [Na+]o +KNa,NKCC

)(
[K+]i + [K+]o +KK,NKCC

)(
[Cl−]i + [Cl−]o +KCl,NKCC

)2}

(3.25)

Kface
w,NKCC é a constante de equilíbrio nas faces intra ou extracelulares para w= Na+ e K+

e Cl−.

3.5.12 Fluxos pelos trocadores

ΦNa,troc = QNa/H
[Na+]i

[Na+]i +KNa,exch

(
1 +

[K+]i
KK,exch

) (3.26)

ΦK,troc = QNa/H
[K+]i

[K+]i +KK,exch

(
1 +

[Na+]i
KNa,exch

) (3.27)

ΦCl,troc = QHCO3/Cl
[Cl−]i

[Cl−]i +KCl,exch

(3.28)

Kw,exch é a constante de equilíbrio para w= Na+ e K+ e Cl−.
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3.5.13 Volume celular

As variações de volume celular (neurônios e glias) e extracelular ocorrem por causa

das alterações das CIs, resultando em variações da pressão osmótica:

dV olin,neur
dt

= ν

(∑
C

[C]o + [S]i −
∑
C

[C]i + [S]o

)
,

V olextra = V oltotal,const − V olin,neur

(3.29)

Volin,neur é o volume de um neurônio, Volextra é o volume do ME e Voltotal,const é o

volume total de uma unidade funcional, todos em dm3. Ainda: [S]i=nSi /Volin,neur e

[S]o=nSo /Volin,neur, são as concentrações de solutos impermeantes (em mM), onde nSi e nSo
(em mmol) representam as frações desses solutos nos meios intra e extracelular, respec-

tivamente. Nesta descrição, ν é o parâmetro que controla a taxa de variação do volume

neuronal. Note que na equação (3.29) impôs-se o vínculo: o volume total de uma unidade

funcional, um compartimento intracelular, é sempre constante.

3.5.14 Permeabilidades e variáveis de gating do tipo Hodgkin-

Huxley

As permeabilidades iônicas dependem das variáveis de gating m, n, h, w, a, b, as quais

obedecem equações do tipo:

1

τz(Vm)

dz

dt
= (z∞(Vm)− z) = αz(Vm)(1− z)− βz(Vm)z (3.30)

As expressões para permeabilidades e taxas de transição nos neurônios granulares são

as seguintes:

1. Correntede sódio transiente

PNa,t = P̄Na,tm
3h (3.31)

αm = − 0, 1(Vm + 40, 8)

exp(−0, 1(Vm + 40, 8)− 1
(3.32)

βm = 4 exp(−(Vm + 65, 8)/18) (3.33)

αh = 0, 07 exp(−(Vm + 65, 8)/20) (3.34)

βh =
1

exp(0, 1(−Vm + 35, 8)) + 1
(3.35)

2. Corrente de sódio persistente

PNa,p = P̄Na,pw (3.36)
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winf =
0, 1

exp(−(Vm + 53)/2) + 1
, τw = 30 (3.37)

3. Corrente de potássio reti�cadora com atraso

PIK,rt = Pmax
I K,rtn

4 (3.38)

αn = − 0, 001(Vm + 55, 8)

exp(−0, 1(Vm + 55, 8))− 1
(3.39)

βn = 0, 0125 exp(−(Vm + 65, 8)/80) (3.40)

4. Corrente de potássio do tipo A

PK,A = P̄K,Aa
3b (3.41)

αa = − 0, 05(Vm + 40, 0)

exp(−(Vm + 40, 0)/15)− 1
(3.42)

βa =
0, 1(Vm + 50, 0)

exp((Vm + 50, 0)/8)− 1
(3.43)

αb =
1.5.10−5

exp((Vm − 2)/15)
(3.44)

βb =
0, 06

exp(−(Vm + 33, 0)/12) + 1
(3.45)

5. Corrente de cloreto voltagem-dependente

PC,volt = P̄Cl,volt

(
1 + exp

(
−1.28

Vm + 18, 1

0, 05424T

))
(3.46)

Nas células gliais as permeabilidades iônicas dos canais para sódio e cloreto, cons-

tantes, foram ajustadas para reproduzir o potencial de repouso observado em tais cé-

lulas (Pan e Stringer, 1996). O canal para potássio com reti�cação de entrada, cuja

função está envolvida na remoção do excesso de [K+]o, tem permeabilidade descrita pela

expressão (Rodrigues, 2003):

PKr = cPKr
/(1 + exp((Vglia − EK + 14, 2)/33, 3)) (3.47)

onde cPKr
= 0,65 cm/s é uma constante de escala em cm/s, Vglia é o PT glial (em mV) e

EK o potencial de Nernst para o potássio, dado por EK=RT
F
ln([K+]o/[K

+]i) (em mV).

A permeabilidade total dos canais para potássio gliais é dada pela soma da contribuição

reti�cadora de entrada e de uma permeabilidade constante, responsável pelo domínio do

potencial de Nernst do potássio sobre o PT glial.



Capítulo 3. Modelo AENS 40

Tabela 3.1: Constantes

Constante Referência/
Observação

Cm Capacitância do soma 1,0 µFcm−2 (1)
F Constante de Faraday 96,487 C/mmol (1)
R Constante dos gases 8,314 mV.C/K.mmol (1)
T Temperatura 210,6 K (2)
DNa Coeficiente de difusão de Na+ 1,33x10−5 cm2/s (1)
DK Coeficiente de difusão de K+ 1,96x10−5 cm2/s (1)
DCl Coeficiente de difusão de Cl− 2,03x10−5 cm2/s (1)
∆t Passo de tempo 0,1 ms (3)
r Raio celular 20 µm (4)

(soma de neurônio granular ou célula glial)
∆x = ∆y = ∆z Comprimento de uma unidade funcional 20 µm (4)

(1) (Hille, 2001); (2) Temperatura fisiológica; (3) Parâmetro ajustado de modo a reduzir o erro numérico
(veja (Rodrigues, 2003)); (4) Diâmetro médio de corpos celulares de neurônios (Kandel et al., 2003).

Tabela 3.2: Permeabilidades iônicas

Parâmetro Referência
P̄Na,t Corrente transiente de Na+ (max) 7,78x10−4 cm/s (1)
P̄Na,p Corrente persistente de Na+ (max) 7,2x10−4 cm/s (1)
P̄K,A Corrente de K+ do tipo A (max) 3,6x10−4 cm/s (1)
P̄Cl,volt Corrente de Cl− voltagem-dependente (max) 1,08x10−5 cm/s (1)
PCl,const Corrente de Cl− (constante) 3,6x10−6 cm/s (1)
PA Íon fictício A+ (bomba-Na+/K+ neural) 2,04x10−3 cm/s (1)
PNa,GJ Na+ nas GJs) 6,73x10−8 cm/s (2)
PK,GJ K+ nas GJs 9,92x10−8 cm/s (2)
PCl,GJ Cl− nas GJs 1,84x10−8 cm/s (2)
Pglia

Na Corrente de Na+ glial 1,0x10−8 cm/s (3)
Pglia

K Corrente de K+ glial 1,08x10−7 cm/s (3)
Pglia

Cl Corrente de Cl− glial 2,50x10−8 cm/s (3)
Pglia

A Íon fictício A+ (bomba-Na+/K+ glial) 2,04x10−8 cm/s (3)

(1) Parâmetros ajustados para reprodução das AEs, baseados nas observações experimentais realizadas
no LANEC-UFSJ e/ou nos trabalhos seguintes: (Pan e Stringer, 1996; Xiong e Stringer, 2001).
(2) Parâmetros ajustados para reproduzir os dados experimentais em (MacVicar e Dudek, 1982).
(3) Idem, para reproduzir o potencial de repouso típico de células gliais (veja (Pan e Stringer, 1996)).

3.6 Implementação do modelo AENS

O modelo AENS foi implentado na linguagem de programação FORTRAN 90, usando-

se o método de Euler (Press et al., 1992), com passo de integração igual a 10−4 s, para resol-

ver as equações diferenciais ordinárias. Para as equações diferenciais parciais, empregou-

se o método de diferenças �nitas, calculando-se gradientes e laplacianos sobre a malha

tridimensional correspondente à rede de compartimentos. Os cálculos foram feitos em

computadores com processadores Intel Quad Core Xeon E5430 (2.66 GHz, 2x6 MB Ca-
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Tabela 3.3: Parâmetros relacionados aos cotransportes, trocadores e bomba-Na+/K+

Parâmetro Referência
Ko

A/K
i
A 0,012 (1)

Ko
Na 34,7 mM (1)

Ko
K 0,094 mM (1)

Ki
Na 0,856 mM (1)

Ki
K 4,83 1mM (1)

Ki
ATP 0,155 mM (1)

Ki
ADP 5 mM (1)

QKCC 4,21x10−3µmol/s.cm2 (2)
Qglia

KCC 5,35x10−4µmol/s.cm2 (2)
Ki

K,KCC 7,34 mM (2)
Ki

Cl,KCC 92,02 mM (2)
Ko

K,KCC 7,34 mM (2)
Ko

Cl,KCC 92,02 mM (2)
Kglia

K,KCC 2,30 mM (2)
Kglia

Cl,KCC 0,10 mM (2)
Ko,glia

K,KCC 500 mM (2)
Ko,glia

Cl,KCC 200 mM (2)
QNKCC 4,72x10−3µmol/s.cm2 (2)
Qglia

NKCC 2,80x10−2µmol/s.cm2 (2)
KNa,NKCC 70 mM (2)
KK,NKCC 2,3 mM (2)
KCl,NKCC 25 mM (2)
QNa,H 1,09x10−4µmol/s.cm2 (3)
Qglia

Na,H 7,94x10−4µmol/s.cm2 (3)
KNa,troc 10 mM (3)
Kglia

Na,troc 13 mM (3)
KK,H 800 mM (3)
Kglia

K,H 300 mM (3)
QHCO3,Cl 9,81x10−5µmol/s.cm2 (3)
Qglia

HCO3,Cl 3,38x10−4µmol/s.cm2 (3)
KCl,troc 6 mM (3)
Kglia

Cl,troc 0,1 mM (3)

(1) Parâmetros relativos à bomba-Na+/K+, ajustados segundo os procedimentos descritos em (Almeida
et al., 2008; Rodrigues, 2003).
(2) Parâmetros ajustados para reproduzir os dados experimentais em: (Payne, 1997) (cotrasporte KCC),
(Tas et al., 1987) (cotransporte NKCC).
(3) Os parâmetros dos trocadores Na+/H+ e Cl−/HCO−3 , em neurônios e glias, foram ajustados para
reprodução das concentrações de equilíbrio no repouso. As constantes de equilíbrio do trocador Na+/H+,
relacionadas ao transporte de K+, KK,H e Kglia

K,H foram ajustadas para controlar o acúmulo desse íon no
ME (Almeida et al., 2008; Rodrigues, 2003).

che, 1333 MHz FSB), com memória de 32GB (8x4 GB), sob a plataforma GNU/LINUX.

Para simular 1000 s de atidades, em uma rede contendo 125 compartimentos, com um

único plano representando a perfusão, foram gastos cerca de três horas (não utilizamos

processamento em paralelo).

A �gura 4.6 fornece um esquema da ordem de realização dos cálculos durante a simula-
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ção. Seis são os estágios, ou etapas, principais. Na etapa (1) são carregados os parâmetros

de inicialização descritos na tabela 3.5, correspondentes ao estado de repouso do tecido.

Nesta etapa a [K+]o vale 4 mM. Além disso, são também carregadas as constantes do

modelo (tabelas 3.1- 3.4). Em seguida, inicia-se a estrutura de repetição para a evolução

temporal do sistema. A cada ciclo de 10−4 s, as variáveis dinâmicas do modelo são atuali-

zadas. Em um tempo igual a 0,1 ms, modi�ca-se a [K+]o para o valor 8 mM, para indução

das atividades epileptiformes. Na etapa (2) são calculados os �uxos iônicos devidos aos

mecanismos de transporte nas gliais, para atualização das CIs gliais, bem como das CIs

extracelulares. No estágio seguinte (etapa 3), determinam-se os �uxos iônicos pelos canais,

bomba, cotrasportadores e trocadores neuronais. Nesta etapa são calculados os potenciais

transmembrânicos, as CIs neuronais e extracelulares. A próxima etapa (etapa 4) traz os

cálculos dos volumes celulares. Na sequência, etapa 5, resolvem-se as correntes pelas GJs

e as CIs intracelulares modi�cadas pela ação desse mecanismo. Posteriormente, na etapa

6, calculam-se as concentrações iônicas extracelulares modi�cadas pela eletrodifusão ex-

tracelular. Finalmente, as concentrações extracelulares são corrigidas para satisfazer às

condições de contorno impostas pela simulação da perfusão.

Tabela 3.4: Demais parâmetros do modelo AENS

Parâmetro Referência
ΦNa,vaz Fluxo de vazamento de Na+ -3,95x10−8 mmol/s.cm2 (1)
ΦK,vaz Fluxo de vazamento de K+ -3,0x10−8 mmol/s.cm2 (1)
ΦCl,vaz Fluxo de vazamento de Cl− -1,39x10−7 mmol/s.cm2 (1)
Φglia

Na,vaz Fluxo de vazamento de Na+ glial -2,43x10−7mmol/s.cm2 (1)
Φglia

K,vaz Fluxo de vazamento de K+ glial -2,43x10−7mmol/s.cm2 (1)
Φglia

Cl,vaz Fluxo de vazamento de Cl− glial -2,23x10−7 mmol/s.cm2 (1)
τ Medida da resistividade do tecido 6,25x10−3 mV.s/mM (2)
ε Condutância do ME 7,3x10−6 mA/mV.m2 (3)
ν Taxa de variação do volume neuronal 4,5 x10−17 cm2/s (4)
ni

s Fração de solutos impermeantes no MI 9,01x10−10 mmol (5)
no

s Fração de solutos impermeantes no ME 3,15x10−11 mmol (4)

(1) Parâmetros ajustados para manter a estabilidade do repouso, antes da perfusão com alta [K+]o.
(2) Parâmetro ajustado para reproduzir as amplitudes dos population spikes observadas em experimentos
realizados no LANEC.
(3) Ajustado para reproduzir os dados de (Snow e Dudek, 1986), segundo os quais há uma indução em
torno de 50% das amplitudes dos population spikes.
(4) Ajustado para reproduzir os potenciais extracelulares observados durante experimentos realizados no
LANEC.
(5) Parâmetro ajustado para manter o volume celular constante durante o repouso.
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Figura 3.8: Esquema representando a ordem de execução dos cálculos na simulação do modelo
AENS.
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Tabela 3.5: Parâmetros de inicialização

Parâmetro de inicialização Referência
[Na+]o Concentração extracelular de Na+ 131 mM (1)
[K+]o Concentração extracelular de K+ 4 mM (1)
[Cl−]o Concentração extracelular de Cl− 130 mM (1)
[Na+]i Concentração intracelular de Na+ 10 mM (1)
[K+]i Concentração intracelular de K+ 130 mM (1)
[Cl−]i Concentração intracelular de Cl− 9 mM (1)
[Na+]i,glia Concentração glial de Na+ 10 mM (1)
[K+]i,glia Concentração glial de K+ 130 mM (1)
[Cl−]i,glia Concentração glial de Cl− 9 mM (1)
Vm Potencial de repouso neuronal -69 mV (1)
Vm,glia Potencial de repouso glial -79 mV (1)
Volin,neur Volume neuronal 4,19x10−12 dm3 (1)
Volin,glia Volume glial 4,19x10−13 dm3 (1)
Volextra Volume do ME 3,15x10−12 dm3 (1)
m Ativação (Na+ transiente) 0,03 (2)
h Inativação (Na+ transiente) 0,1 (2)
w Ativação (Na+ persistente) 3,0x10−4 (2)
n Ativação (K+ retificador tardio) 0,78 (2)
a Ativação (K+ do tipo A) 0,1 (2)
b Inativação (K+ do tipo A) 0,8 (2)

(1) Parâmetros ajustados de acordo com os dados experimentais em (Almeida et al., 2004; Kager et al.,
2002; Xiong e Stringer, 2001).
(2) Valores correspondentes às condições de repouso.
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Sincronização

Neste capítulo fazemos uma breve introdução à teoria da sincronização de osciladores

acoplados, com referência às técnicas para extração de fases e medida de correlações

temporais entre fases.

4.1 Sincronização

Sincronização é o ajuste dos ritmos de osciladores devido à sua interação (Pikovsky

et al., 2001). Este fenômeno, freqüentemente observado na natureza, envolve objetos

ou sistemas acoplados que exibem comportamento periódico auto-sustentado. O acopla-

mento, cuja intensidade deve preservar a independência dos osciladores, faz surgir relações

entre suas freqüências e fases. Se o acoplamento for bidirecional, falamos de sincronização

mútua. Se unidirecional, esperamos a sincronização por força externa, onde o oscilador

agente ajusta o ritmo do oscilador resposta. Neste último caso, o fenômeno se distingue

da ressonância, na qual o oscilador resposta não é auto-sustentado e, portanto, tem o

ritmo induzido pelo agente.

Usualmente, distinguem-se quatro tipos de sincronização a depender de como se esta-

belece o ajuste de ritmos: sincronização completa, sincronização com atraso, sincronização

generalizada e sincronização de fase (Pikovsky et al., 2001).

Na sincronização completa, a interação entre dois osciladores idênticos (mesma dinâ-

mica e igual conjunto de parâmetros) faz com que seus estados coincidam. Tal coincidência

é preservada no tempo:

lim
t→∞
|x̃(t)− ỹ(t)| = 0 (4.1)

x̃ e ỹ são os vetores de estado dos osciladores x e y, respectivamente.

Uma particularidade do tipo anterior é a sincronização com atraso, na qual existe um

deslocamento temporal entre os estados dos osciladores:
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x̃(t+ τ) = ỹ(t) (4.2)

No limite em que τ → 0 o regime transita para sincronização completa.

Um caso que abrange os tipos anteriores é o da sincronização generalizada. Nela há o

surgimento de uma relação funcional entre os estados dos dois sistemas, não necessaria-

mente idênticos:

x̃(t+ τ) = F [ỹ(t)] (4.3)

Este tipo de sincronização é comumente observado quando o acoplamento é unidirecional

(interação do tipo mestre-escravo) (Pikovsky et al., 1997).

Na sincronização de fase há o estabelecimento de uma relação temporal entre as fa-

ses dos osciladores, expressa pela condição de travamento (ou bloqueio) de fases �phase

locking. Nesta condição, a diferença entre múltiplos inteiros das fases é limitada:

lim
t→∞
|mϕx(t)− nϕy(t)| < const (4.4)

m e n são inteiros e as variáveis ϕ denotam fases. Neste caso a sincronização é do tipo m :

n (para cada m ciclos do oscilador x observamos n ciclos do oscilador y). Outra condição

é a de arrastamento de freqüências (frequency entrainment):

m〈ωx〉 = n〈ωy〉 (4.5)

É importante salientar que tais condições são efetivas quando a diferença entre freqüên-

cias é pequena. Também as amplitudes dos osciladores podem permanecer completamente

independentes. Caso contrário, uma transição para sincronização com atraso se estabe-

lece (Pikovsky et al., 2001; Rosenblum et al., 2001).

A sincronização de fase foi primeiramente observada por Christian Huygens ao des-

crever o comportamento síncrono de relógios de pêndulo em interação fraca. No entanto,

o estudo sistemático deste fenômeno começou somente na década de 20, com os expe-

rimentos de Appleton e Van der Pol em geradores elétricos. Há mais de uma década,

estendeu-se o conceito a osciladores não-lineares e caóticos (Rosenblum e Pikovsky, 1996).

Atualmente tem sido vastamente aplicado à análise de séries temporais biológicas, parti-

cularmente de sinais neurais (Mormann et al., 2000; Rosenblum et al., 2001; Tass et al.,

1998).

Para caracterizar sincronização de fase duas abordagens são possíveis. Na primeira,

reduz-se a complexidade de um oscilador auto-sustentado a uma dinâmica de fases, per-

mitindo prever os estados de sincronização do conjunto acoplado. Esse caminho se faz

possível quando se conhecem as equações que descrevem a evolução dos osciladores. Além

disso, aqui o conceito de reposta de fase a uma perturbação externa é fundamental (Izhi-
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kevich, 2007).

A segunda abordagem tem sido bastante aplicada a séries temporais cuja dinâmica

é desconhecida, particularmente a dados experimentais (Quiroga et al., 2002; Quyen

et al., 2001). Aplica-se ainda, quando o grau de complexidade das equações de evolução

torna proibitivo o uso da redução a uma dinâmica de fases. Nesta abordagem as fases

são extraídas usando técnicas de análise de sinais. Depois são aplicados índices para

quanti�car o nível de sincronização.

4.1.1 Sincronização de bursts

O bursting é largamente observado no sistema nervoso central (Izhikevich, 2007; Purves

et al., 2004). Neurônios disparam potenciais de ação isolados ou em bursts a depender de

suas características endógenas ou da natureza de um estímulo. Todo bursting é formado

por uma seqüência de potenciais de ação seguidos por um período quiescente ou de silêncio.

É um padrão de oscilação que exibe duas escalas de tempo originadas por correntes rápidas

moduladas por �uxos iônicos lentos (Izhikevich, 2007).

Há dois regimes de sincronização associados a esse padrão oscilatório (�gura 4.1): sin-

cronização entre spikes e entre as modulações lentas do burst(sincronização entre bursts).

Ainda existe um terceiro regime de sincronização simultânea entre potenciais de ação e

entre bursts.

Figura 4.1: Regimes de sincronização associados ao bursting (modi�cado de (Izhikevich, 2007)).

As técnicas de redução a uma dinâmica de fases podem ser aplicadas ao bursting

quando os acoplamentos ocorrem pelas variáveis relativas a uma única escala de tempo.

Quando isto acontece, podemos eliminar as variáveis de uma dada escala, aplicando os

métodos anteriores à dinâmica restante (Izhikevich, 2007).

No caso do modelo de atividades epileptiformes, os acoplamentos combinam variáveis
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rápidas e lentas por relações não-lineares (capítulo 3) e não é possível desacoplar as escalas

de tempo para aplicar as técnicas de redução.

4.2 Extração de fases

A fase ϕ0 de um oscilador auto-sustentado, cujo movimento é uniforme, tem a seguinte

de�nição: é um ponto sobre a trajetória fechada no espaço de fases, a qual possui um

único centro de rotação. A equação a seguir governa sua evolução temporal:

dϕ0

dt
= ω0 (4.6)

ω0 = 2π/T0 e T0 é o período da oscilação. Ela corresponde à variável cujas perturbações

não decaem e também não crescem (Izhikevich, 2007; Pikovsky et al., 2001; Rosenblum

et al., 2001). Se o movimento oscilatório é não-uniforme, podemos usar os cruzamentos

com uma seção de Poincaré para de�nir a fase. Entre dois cruzamentos com o mesmo

plano ela cresce uniformemente no intervalo [0, 2π]. No entanto, se o movimento for

complexo, ainda podemos de�nir fase, sob algumas restrições.

A primeira solução é representar a evolução temporal por uma função no plano com-

plexo, por meio da transformada de Hilbert, que veremos a seguir. Além disso, esta

solução é satisfeita, sem ambigüidades, se a série temporal possui componentes espectrais

principais numa faixa de freqüências estreita. Caso contrário, se aplicarmos a transfor-

mada de Hilbert à série temporal, no plano complexo veremos vários centros de rotação

sobrepostos (�gura 4.2). Logo, não poderemos de�nir fases sem ambigüidades (Chavez

et al., 2006; Vakman e Vainshtein, 1977). Para eliminar esse problema, utilizamos proce-

dimentos de �ltragem. No caso de um sinal multiespectral e não estacionário a solução é

aplicar um �ltro de resposta unitária e que não altere as fases para selecionar a faixa de

interesse.

4.2.1 Eventos de referência

Algumas séries temporais podem ser caracterizadas pela presença de eventos de refe-

rência. Neste caso podemos determinar as fases associando os tempos tn (n= 1, 2, ...) a

cada evento. O intervalo de tempo entre tn e tn+1 corresponde a um acréscimo de um

ciclo à fase. Para tempos arbitrários expressamos a fase por meio de uma função linear

do tempo. Cada ciclo completo produz um acréscimo de 2π (Rosenblum et al., 2001):

ϕ(t) = 2πn+ 2π
t− tn

tn+1 − tn
, tn 6 t < tn+1 (4.7)

Quando a série temporal contém vários componentes de freqüência, é preciso selecionar

os eventos de referência para cada faixa.
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4.2.2 Transformada de Hilbert

A extração de fases pela transformada de Hilbert baseia-se na técnica do sinal analítico,

largamente utilizada em processamento de sinais (Rosenblum e Kurths, 1998). Considere

um sinal contínuo real, s(t). O sinal analítico é construído por meio da de�nição:

ν(t) = s(t) + iu(t) = AHs (t)eiφ
H
s (t) (4.8)

u(t) é a transformada de Hilbert do sinal:

u(t) ≡ H(t) =
1

π
p.v.

∫ ∞
−∞

s(τ)

t− τ
dτ (4.9)

na qual p.v. signi�ca valor principal de Cauchy. Note que a equação (4.9) é a convolução

do sinal original com a função 1/πt. A transformada de Hilbert produz um deslocamento

de fase de �π/2 para cada componente espectral de u(t). Na prática, o procedimento

consiste na construção de um sinal complexo, o qual permite uma de�nição unívoca de

amplitude e fase:

φHs (t) = arctan
H{s(t)}
s(t)

(4.10)

Como exemplo, considere a função f(t)=cos(ωt), ω constante. A transformada de

Hilbert desta função é: H {f(t)} = cos(ωt �π/2) = sen(ωt). Na �gura 4.3 ilustra-se esta

função e sua transformada, bem como a trajetória no plano complexo, fazendo-se o grá�co

de f(t) contra H {f(t)}.
Aplicando o teorema da convolução da transformada de Fourier à transformada de

Hilbert, obtemos uma forma, via FFT, cujo cálculo é acelerado (Oppenheim et al., 1999):

H{s(t)} = F−1{F{ 1

πt
}F{s(t)}} = F−1{−isgn(ω)F{s(t)}} (4.11)

4.2.3 Transformada de contínua de ondaleta

A técnica da transformada contínua de ondaleta requer o cálculo dos coe�cientes da

seguinte transformação sobre uma série temporal s(t) (Addison et al., 2002; Torrence e

Compo, 1998):

T (a, b) =

∫ ∞
−∞

s(t)
1√
a
ψ∗a(t− b)dt (4.12)

Os fatores a e b denotam escala e translação temporal, respectivamente. As funções

ψa são cópias de uma função-protótipo: a ondaleta-mãe, Ψ(t). O subscrito `a' signi�ca

que a função é uma versão dilatada ou comprimida de Ψ(t) a depender da escala (a < 1

implica dilatação e a > 1 compressão - �gura 4.4). Aplicar a equação (4.12) à função s(t),
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(a)

(b)

(c)

Figura 4.2: Função s(t) = cos(ωt) + cos(3ωt)+ cos(5ωt) (a) e trajetórias no plano complexo
obtidas com o cálculo da transformada de Hilbert (b,c). Observe os múltiplos centros de rotação
em (b), o que torna a de�nição de fase não unívoca. Em (c) �ltramos o sinal, isolando uma das
freqüências, restando um único centro de rotação. Neste caso o conceito de fase não é ambíguo.
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(a)

(b)

Figura 4.3: (a) Função cos(ωt) (linha cheia) e sua transformada de Hilbert (linha tracejada).
(b) A trajetória no plano complexo.
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equivale a realizar um número de varreduras sobre todos os pontos compondo a série. O

total de varreduras é igual à quantidade de escalas (ou freqüências) que se deseja analisar.

Note que escalas são equivalentes a freqüências. Um procedimento para determinar

essa relação é calcular o valor de `a' que maximiza a função (Torrence e Compo, 1998):

|T (a, b)| = |
∫ ∞
−∞

eiωkt
1√
a
ψ∗a(t− b)dt|2 (4.13)

Figura 4.4: Dilatação e compressão das partes real e imaginária de uma ondaleta-mãe, a função
de Morlet (Ψ). (esquerda: a = 0,5; direita: a = 5,0).

Para o cálculo de fase a ondaleta-mãe é uma função complexa que deve obedecer a

algumas restrições, as condições de admissibilidade (Addison et al., 2002). Sendo assim

podemos escrever:

T (a, b) = ATs e
iϕT

s t (4.14)

φTs (t) = arctan
Im{T (a, b)}
Re{T (a, b)}

(4.15)

Uma ondaleta bastante utilizada é uma versão da função completa de Morlet (Addison

et al., 2002):
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Ψ(t) =
1

π1/4
(eif0t − e−f2

0 /2σ
2

)e−t
2/2σ2

(4.16)

onde f 0 é a freqüência central (em Hz) e σ fornece a largura de banda ou resolução

temporal da transformada. O fator de correção e−t
2/2σ2

é para garantir a condição de ad-

missibilidade F{ψ}(ω=0) = 0. Usando o conceito de número de oscilações signi�cativas

pode-se substituir a representação em escala (uma grandeza adimensional) pela represen-

tação em freqüência, evitando o uso da equação (4.12). No caso da função completa de

Morlet, a resolução da eq.(4.13) implica resolver uma equação transcendente.

Por convenção, uma oscilação é considerada signi�cativa se sua amplitude vale mais

do que 1% da amplitude em t = 0. Seja nc o número de oscilações signi�cativas. Então é

possível demonstrar a relação (Kraskov, 2004):

σ =
nc
6f0

(4.17)

Substituindo-a na equação (4.15) obtemos:

ψ(f0t) =
1

π1/4
(eif0t − e−α2/2)e−(f0t)2/2α2

(4.18)

na qual α=nc/6. Esta nova função é uma versão escalada da ondaleta-mãe:

Ψ(t) =
1

π1/4
(eit − e−α2/2)e−t

2/2α2

(4.19)

Os coe�cientes da transformada de ondaleta são obtidos usando um algoritmo de

transformada rápida de Fourier. Basta observar que a equação (4.12) pode ser reescrita

como uma integral de convolução. Assim, pelo teorema da convolução:

T (f0, b) = F−1{F{
√
f0ψ(f0t)}F{s(t)}} (4.20)

Existe uma relação estreita entre as transformadas de Hilbert e de ondaleta: de fato,

a última equivale à primeira após se aplicar um �ltro passa-faixa ao sinal (Kraskov, 2004;

Quiroga et al., 2002).

Para extração de fases de um padrão oscilatório como o bursting é preciso cautela

quanto à escolha da ondaleta-mãe. Por exemplo, para ajustar o parâmetro α, pode-se

usar nc = 1 para examinar todo o espectro da série temporal, signi�cando que as funções-

protótipo possuem apenas uma oscilação sign�cativa, cuja forma é mais adequada à análise

de potenciais de ação. O aumento do número de oscilações signi�cativas ainda não produz

uma função adequada à análise das oscilações em baixa freqüência do bursting (�gura 4.5).

Este pé o ponto fraco da escolha da função completa de Morlet como ondaleta-mãe: a

pouca precisão para análise de bursts. Na �gura 4.5 a forma dessas oscilações em baixa

freqüência se ajustaria melhor a funções do tipo onda-quadrada. Portanto, os resultados

podem se tornar mais precisos com a escolha de outra ondaleta-mãe para análise em baixa
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freqüência.

(a)

(b)

Figura 4.5: Oscilações do modelo AENS (esquerda) e formas da função completa de Morlet
(direita). (a) Oscilações lentas do burst e função de Morlet com nc = 6. (b) Potenciais de ação
e função de Morlet com nc = 1.

4.3 Quanti�cando sincronização

As grandezas a seguir quanti�cam o nível de sincronização em um sistema.

4.3.1 Medidas clássicas de correlação temporal

Uma medida clássica de sincronização é a função correlação cruzada normalizada no

domínio do tempo (Quiroga et al., 2002; Quyen et al., 2001). Ela infere o grau de
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correlação entre duas séries temporais em função da defasagem temporal τ . No caso

discreto:

cxy(τ) =


1

N−τ

N−τ∑
n=1

(
xn+τ − x̄

σx

)(
yn − ȳ
σy

)
, τ ≥ 0

cxy(−τ), τ < 0

(4.21)

Onde x̄ e ȳ denotam médias e σx, σy são as variâncias. A normalização assegura que

cx,y(τ) ∈ [-1,1] , ou seja este índice varia entre -1 (anti-sincronização completa) e 1 (sin-

cronização completa). Valores próximos de zero signi�cam independência entre séries

temporais. A correlação cruzada normalizada é um índice simétrico: cx,y(τ) = cy,x(τ).

Além disso, ele não permite separar os efeitos de amplitudes e fases nas inter-relações entre

sinais (Quyen et al., 2001). Por isso, esse tipo de análise complementa uma investigação

de sincronização de fase.

Outras duas medidas tradicionalmente usadas são a correlação cruzada quando a de-

fasagem é nula, cx,y(0) e o valor máximo da correlação cruzada (Quiroga et al., 2002):

cmax = max
τ
{|cxy(τ)|} (4.22)

Usa-se a primeira medida para investigar sincronização completa ou sincronização de fase

1:1, pois neste caso procuramos as condições que induzem a uma defasagem temporal

nula. A segunda medida permite investigar condições mais gerais de sincronização.

4.3.2 Coerência de fase média

A coerência de fase média (CFM) fornece uma medida do espalhamento das diferenças

de fase no círculo unitário no plano complexo (Mormann et al., 2000):

γn,m = |〈eϕ
(n,m)
x,y (t)〉|, ϕ(n,m)

x,y (t) = nϕx(t)−mϕy(t) (4.23)

〈〉t indica média temporal e ϕ(n,m)
x,y (t) é a fase relativa quando há sincronização do tipo

n:m (investigamos apenas o caso n=m=1; neste caso γn,m = γ). O índice é restrito ao in-

tervalo [0,1]. Se a relação temporal entre as fases de cada oscilador é estável, então a CFM

tem valor próximo a um. Caso contrário, se as fases se mantêm independentes, a CFM

tende a ser nula. Na �gura 4.6 ilustramos o comportamento das fases na evolução para

um regime de sincronização. Nesta ilustração usamos o recurso da observação estroboscó-

pica (Pikovsky et al., 2001). Cada ponto no círculo unitário representa um valor de fase

observado em instantes de tempo distintos enquanto o valor da fase do segundo oscilador

se mantém �xo. A CFM é representada pelo vetor que aponta para a fase relativa e cujo

módulo cresce na medida em que o par evolui para o regime de sincronização. Quando

esse regime é alcançado os pontos se tornam concentrados. Observando a distribuição
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das fases relativas, quando não há sincronização do par de osciladores a distribuição é

uniforme. Quando há sinvronização a distribuição se torna concentrada (�gura 4.7).

Figura 4.6: Representação no círculo unitário das fases do primeiro oscilador (pontos em verme-
lho) em vários instantes de tempo, mantendo-se a fase do segundo oscilador �xa. Representa-se a
CFM vetor no centro do círculo. Quando o par entra em um regime de sincronização, as fases do
primeiro oscilador tendem a se concentrar. Isto signi�ca que se estabeleceu uma relação temporal
estável entre as fases de cada oscilador (adaptado de (Pikovsky et al., 2001; Rosenblum et al.,
2001)).

(a) (b)

Figura 4.7: Distribuição da fase relativa de um par de osciladores em um regime não sincro-
nizado (a) e de sincronização (b). Em (a) a distribuição da fase relativa é uniforme. Quando o
par entra em um regime de sincronização a distribuição é concentrada.

Comparada às medidas clássicas de correlação temporal, a CFM permite analisar sin-

cronização nas diferentes escalas de tempo presentes no bursting separadamente, além de

considerar somente variações temporais, ao invés de variações nas amplitudes das osci-

lações. Isto é particularmente útil para análise de sincronização em osciladores caóticos.

Neste caso podem se estabelecer regimes de sincronização quando as amplitudes dos os-
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ciladores permanecem completamente independentes (Rosenblum e Pikovsky, 1996).

4.3.3 Outras medidas de sincronização: entropia de Shannon e

informação mútua

Os índices baseados na teoria de informação têm sido utilizados para analisar distri-

buições de probabilidade de sistemas não-lineares. A entropia de Shannon, ou entropia de

informação é uma medida do grau de incerteza associada a uma variável aleatória (Cover

e Thomas, 2006). Considere a fase de um dado oscilador como uma variável aleatória

discreta X que pode assumir um valor dentro do conjunto {ϕx} com probabilidade px. A

entropia de Shannon associada à essa variável é:

H = −
∑
x

pxlnpx (4.24)

cuja unidade de medida é �nats� (as unidades de medida são �dits� para log10 e �bits� para

log2). Desejamos quanti�car o grau de incerteza relacionado à fase relativa, (eq.(4.23),

quando n=m=1). Para isso usamos o índice normalizado:

η = 1− H

Hmax

(4.25)

Onde H é a entropia de Shannon da distribuição px, Hmax é o seu valor máximo e η

pertence ao intervalo [0,1]. Se o par de osciladores em observação não estiver sincronizado,

a distribuição das fases relativas tenderá à uniformidade (�gura 4.7). Neste caso, o grau

de incerteza a ela associado será máximo (H=Hmax) e, portanto, η tenderá a zero. Caso

contrário, η tenderá a um. Note que o índice fornece uma medida da prevalência da

sincronização de fase 1:1. Para sincronizações do tipo n:m adotamos um segundo índice

baseado na informação mútua média. Ela determina o grau de interdependência entre duas

distribuições de probabilidade, ou seja, permite quanti�car a informação sobre a primeira

variável quando se conhece a informação sobre a segunda variável (Cover e Thomas, 2006).

Sejam duas variáveis aleatórias discretas X e Y (ou fases ϕx e ϕy) as quais podem

assumir valores dos conjuntos x e y com probabilidades px e py, respectivamente e pro-

babilidade conjunta px,y. H(X), H(Y) e H(X,Y) são as entropias de Shannon e entropia

conjunta. A informação mútua entre as duas variáveis é:

I(X, Y ) =
∑
x,y

px,yln
(
px,y
pxpy

)
= H(X) + H(Y )−H(X, Y ) (4.26)

Para variáveis independentes, H(X,Y) = H(X) + H(Y) e I(X,Y)=0. Normalizando a

informação mútua pelos valores máximos das entropias de Shannon obtemos o índice MI

(do inglês mutual information):
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MI =
2I(X, Y )

HX
maxH

Y
max

(4.27)

onde HX
max e H

Y
max denotam as entropias máximas relacionadas às variáveis (ou fases) X e

Y. A informação mútua pertence ao intervalo [0,1], sendo que os extremos MI→ 0 e MI→
1 implicam distribuições independentes das fases (não há sincronização) ou dependentes

(sincronização), respectivamente (Quyen et al., 2001).

4.4 Aplicação

Como aplicação da análise de sincronização de fase pelo uso da CFM construímos uma

rede quadrada formada por nove neurônios conectados por GJs utilizando condições de

contorno periódicas (�gura 4.8). Cada neurônio i (i=1,..,N) exibe bursting (�gura 4.9),

cuja dinâmica é descrita pelo modelo INa,p+IK+IK(M) (Izhikevich, 2007):

Figura 4.8: Representação da rede de neurônios do modelo INa,p+IK+IK(M) conectados por
gap junctions representadas pelos resistores.

C
dVi
dt

= Ii − gL(Vi − EL)− gNam∞,i(Vi − ENa)

− gKni(Vi − EK)− gMnM,i(Vi − EK) + IGJ

(4.28)

dni
dt

=
(n∞,i(Vi)− ni)

τn
(4.29)

dnM,i

dt
=

(n∞,M,i(Vi)− nM,i)

τM
(4.30)
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nas quais C = 1,0 µF/cm2, EL = 80 mV, ENa = 60 mV, EK = 90 mV. As condutâncias

valem gL = 8 mS/cm2, gNa = 20 mS/cm2, gK = 9 mS/cm2 e gM = 5 mS/cm2. As

correntes Ii são uniformemente distribuídas no intervalo [5,0; 6,0] pA/cm2. As constantes

de tempos são iguais a τn = 0,152 ms e τM = 20 ms. As variáveis de ativação estacionárias

são expressas por funções do tipo:

χ(Vi) =
1

exp((V χ
1/2 − Vi)/kχ)

(4.31)

na qual χ=m∞,i, n∞,i e n∞,M,i. Vn
1/2 = -25 mV, Vm

1/2= Vn,M
1/2 = -20 mV, km∞,i

=15 e kn∞,i
=

kn∞,M,i
= 5. A corrente de acoplamento por GJs é dada por:

IGJ = ggj(Vi − Vj) (4.32)

onde ggj é a condutância em mS/cm2, a qual representa o parâmetro de acoplamento.

Os potenciais transmembrânicos, para N=9, estão representados na �gura 4.9,na qual

ggj=0 e 2,0 mS/cm2, este último valor induzindo sincronização completa (�gura 4.9).

Filtramos os potenciais transmembrânicos usando um �ltro passa-baixa com freqüência

de corte de 0,1Hz para isolar as oscilações lentas e um �ltro passa-faixa centrado em

1,0 Hz (com largura ± 0,1 Hz) para separar os potenciais de ação (�gura 4.10). Depois

calculamos as fases usando a transformada de Hilbert (�gura 4.11). Representamos as

fases no plano complexo para veri�car que as freqüências de corte escolhidas originam

trajetórias fechadas com centros de rotação bem de�nidos (�gura 4.12). Calculadas as

fases, determinamos a CFM entre um par de neurônios típico da rede para alguns valores

de ggj, resultando em um aumento da sincronização em todas as faixas de freqüências

para acoplamentos crescentes (�gura 4.13).
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(a)

(b)

Figura 4.9: Potenciais transmembrânicos dos neurônios da rede quadrada (N=9). Em (a)
ggj=0 e em (b) ggj=2,0mS/cm2.
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(a)

(b)

(c)

Figura 4.10: Espectro de potências dos potenciais de membrana do modelo para três valores
da condutância das gap junctions ( ggj=0,0 (A); 0,4(B) e 1,0 (C) em mS/cm2).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.11: Fases extraídas dos potenciais transmembrânicos após �ltragem e uso da trans-
formada de Hilbert. Em (a) e (b) aplicamos um �ltro passa-baixa com freqüência de corte em
0,1 Hz. Em (c) e (d) utilizamos um �ltro passa-faixa centrado em 1,0 Hz (com largura ± 0,1
Hz). À esquerda ggj=0 e à direita, ggj=2,0 mS/cm2.

(a) (b)

Figura 4.12: Fases representadas no plano complexo correspondentes às oscilações lentas (a) e
rápidas (b).
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Figura 4.13: CFM em função da constante de acoplamento por GJs. A curva em vermelho
ilustra o crescimento dos níveis de sincronização entre oscilações lentas e a curva em preto entre
potenciais de ação.



Capítulo 5

Gap Junctions

É usual considerar, em investigações teóricas e experimentais, que GJs atuam como

resistores ôhmicos (Kepler et al., 1990; Perez-Velazquez et al., 2001; Postnov et al., 2006;

Sherman e Rinzel, 1991, 1992).Tal aproximação é pertinente quando as variações das CIs

são desprezíveis. Neste caso, demonstra-se que a corrente originada de um processo eletro-

difusivo, descrita pela equação de Nernst-Planck, reduz-se a uma corrente ôhmica (Hille,

2001; Jackson, 2006). Entretanto, durante crises epilépticas as variações de CI tanto no MI

quanto no ME são intensas (�gura 5.1). Há resultados experimentais corroborando uma

grande elevação de [K+]o (Fröhlich et al., 2008a), cloreto (Almeida et al., 2008; Dzhala

et al., 2005; Fukuda, 2005; Koninck, 2007) e de cálcio intracelulares (Somjen, 2004)).

Contudo, vários resultados apontam para alterações no funcionamento de transportado-

res iônicos, como a Na+/K+-ATPase e os cotransportes cátion-cloreto, assim como de

canais iônicos, contribuindo para o aumento das CIs (Clapcote et al., 2009; Dzhala et al.,

2005). Desta forma, uma questão posta é de que forma as correntes via GJs e, conseqüen-

temente, as propriedades decorrentes desse acoplamento, são afetados pelas alterações das

CIs, nos meios intracelular e extracelular.

No modelo AENS, o acúmulo de potássio extracelular desencadeia atividades epilep-

tiformes. Tal evento atua sobre os mecanismos transportadores resultando na mudança

das CIs dos demais íons. Sendo assim, examinamos os mecanismos moduladores da [K+]o,

como a variação da eletrodifusão extracelular e alteração do número de unidades funcionais

na rede tridimensional. No primeiro caso, a eletrodifusão é modi�cada pela tortuosidade,

tópico discutido nos capítulos 2 e 3. Um aumento de tortuosidade restringe a eletrodifu-

são, elevando [K+]o nas vizinhanças de um dado neurônio. No segundo caso, o número

de unidades funcionais controla a quantidade de K+ enviada ao ME devido aos bursts

epileptiformes.

A constante do acoplamento eletrotônico, kGJ , um parâmetro adimensional, multiplica

igualmente todas as permeabilidades iônicas nas GJs. Variamos kGJ de 0 a 2,0 com inter-

valo de 0,25. Para kGJ = 1,0, as permeabilidades �siológicas de Na+, K+ e Cl− possuem
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valores �siológicos, a saber 6,73x10−8 cm/s, 9,92x10−8 cm/s e 1,84x10−8 cm/s, respectiva-

mente (tabela 3.2), ajustados a partir dos experimentos de MacVicar e Dudek (Almeida

et al., 2008; MacVicar e Dudek, 1982).

Escolhemos valores para a tortuosidade �siológica do ME no intervalo 1,4 ≤ λ ≤ 2,4

(Hrabìtová e Nicholson, 2007; Syková, 2004; Syková e Nicholson, 2008). No entanto, utili-

zamos valores uma faixa não tabelada experimentalmente, entre 2,4 e 4,0, para investigar

uma situação de impedimento severo à eletrodifusão. Deste modo, estudamos λ = 1,6;

2,0; 3,0 e 4,0.

Variamos o total de unidades funcionais na rede (denominado N) alterando o número

de compartimentos nas direções x, y e z. As redes possuem 27, 45 e 125 unidades fun-

cionais. Se N = 27, temos Nx = Ny = Nz = 3. Para N = 45, Nx = Nz = 3 e Ny = 5.

Finalmente, N = 125 implica Nx = Ny = Nz = 5.

No tecido real, não existem neurônios, em uma dada estrutura, com propriedades e

comportamentos dinâmicos individuais idênticos. Para representar a aleatoriedade intrín-

seca ao tecido, adicionamos contribuições randômicas às variáveis de inicialização das CIs

e ao potencial de repouso, os quais variam na faixa ± 20% com relação aos valores da

tabela 3.3 (capítulo 3). Também estabelecemos variações aleatórias sobre as permeabi-

lidades máximas de canais iônicos (±5%). Essas permeabilidades iônicas in�uenciam os

tempos de disparo e freqüências de PAs (além disso, regulam a excitabilidade neuronal e

concentrações extracelulares de potássio e cloreto). Aplicamos esse procedimento ao valor

da permeabilidade do íon �ctício A+ produzido pelo trabalho líquido da Na+/K+-ATPase,

que atua como um controle sobre a atividade da bomba Na+/K+. Como resultado, as

freqüências e amplitudes de PAs e oscilações lentas nos bursts são variáveis.

5.1 Correntes do acoplamento por gap junctions

Comparamos as correntes pelas GJs calculadas utilizando a equação de GHK e a lei

de Ohm. Tal comparação evidencia a importância da inclusão, no modelo AENS, de uma

corrente eletrotônica dependente das CIs. A equação GHK (eq.(3.5), página 33) pode ser

substituída pela lei de Ohm apenas quando as diferenças entre as CIs intracelulares de

neurônios conectados forem desprezíveis. Isto é o caso no modelo, para uma faixa bastante

restrita de parâmetros de acoplamento, total de unidades funcionais e tortuosidades. A

�gura 5.2, traz as correntes por GJs, assim como os PTs, para marcar os instantes de

transição das fases ativas para as silenciosas. Utilizamos um �ltro passa-baixa sobre todas

as correntes para remover as variações rápidas durante PAs. As simulações mostram que

as correntes se igualam quando kGJ > 1,25, λ ≥ 3,0 (N = 45; �gura 5.2(f)).
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Figura 5.1: Variações das CIs intra e extracelulares do íons sódio, potássio e cloreto, no mo-
delo AENS, em uma unidade funcional no centro da rede com N = 125. Fixamos o valor do
acoplamento por GJs, kGJ = 1,25 a tortuosidade do extracelular em 1,6. As condições iniciais
para essas variáveis são (em mM): [Na+]i = 10 ; [Na+]o = 131; [K+]i = 130; [K+]o = 4,0; [Cl−]i
= 9,0; [Cl−]o = 130.

5.2 Padrões de disparo

Simulamos PTs e potenciais extracelulares, densidades de corrente e concentrações

por um tempo igual a 1000 s, usando um passo de tempo ∆t igual a 1,0 ms (capítulo

3). Primeiramente, estudamos mudanças nos padrões de disparo usando uma inspeção

qualitativa da forma e freqüência de PTs. Na �gura 5.3 observamos PTs de um neurônio

típico da rede com N = 45 unidades funcionais para dois valores de tortuosidade (λ =

1,6 e 4,0) e os acoplamentos kGJ = 0; 1,25 e 2,0. Mais especi�camente, ilustramos um

período do burst (�guras 5.3(a), 5.3(b)), nos quais os PAs caminham sobre uma linha

de base despolarizada. Na �gura 5.3(c) detalhamos o início da fase ativa do segundo

burst da �gura 5.3(a). Existe a tendência ao aumento da duração da fase ativa quando

elevamos os valores de λ e de kGJ . Os bursts trazem amplitudes variáveis que tendem

a decrescer no início da fase ativa, especialmente para valores elevados de tortuosidade.

Nas �guras 5.3(a), 5.3(b), para kGJ = 2,0, o aumento de λ de 1,6 para 4,0 provoca uma

redução de cerca de 76% nas amplitudes dos PAs. O efeito é maior aumentando-se N. Na

�gura 5.4(a) (na qual N = 125) observamos o decréscimo de amplitude quando a constante

de acoplamento tem valor igual a 2,0. Elevando-se a tortuosidade, de λ = 1,6 para 4,0,

o decréscimo de amplitude é tão intenso que as amplitudes reduzidas não ultrapassam
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 5.2: PTs, correntes pelas GJS descritas pela equação de GHK e Lei de Ohm (linhas
tracejadas e grossas). N = 45, kGJ = 0,25 (preto); 0,50 (vermelho); 1,25(azul), λ = 1,6 (esquerda)
and 3,0 (direita). As correntes são iguais se kGJ ≥ 1,25 e λ ≥ 3,0 (f).
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2,0mV (�gura 5.4(b), λ = 4,0 e kGJ = 2,0).

5.2.1 Períodos do burst e freqüências dos potenciais de ação

De�nimos o período de um burst como a soma entre as durações das fases ativa e

silenciosa. Usando um limiar sobre os PTs, calculamos o período médio de um burst, pois

para cada série temporal de PTs, há vários bursts. Aplicando o mesmo limiar, estimamos

a freqüência média de PAs em um burst. Tomamos oito amostras de PTs gerados sob

condições aleatórias para fazer uma segunda média de tais quantidades, expressas como

<média> ± erro padrão, onde as chaves indicam média sobre desordem. Referimo-nos,

portanto, ao símbolo <Tburst> para denominar o período médio de um burst calculado

sobre a desordem. A média sobre desordem das freqüências de PAs por burst ganha o

símbolo <fspike>.

Para veri�car claramente o efeito do acoplamento por GJs sobre as freqüências, esco-

lhemos, aleatoriamente, neurônios situados nas fronteiras com a solução de perfusão e no

centro da rede (pares não são adjacentes). Calculamos <Tburst> e <fspike> para N = 45 e

λ = 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0 (�gura 5.5). Não observamos diferenças qualitativas signi�cativas

quando mudamos a posição do ponto de observação na rede. Há crescimento de <Tburst>

com o aumento da tortuosidade e um ponto de mínimo em torno do valor kGJ = 0,25

(�guras 5.5(a), 5.5(c), 5.5(d)). O valor mais elevado de <Tburst>, para kGJ = 2,0 e λ

= 4,0, mede 331 ± 18 s. As curvas de <fspike> apresentam pontos de máximo que se

deslocam mudando-se a tortuosidade (�guras 5.5(b), 5.5(d), 5.5(f)).

Modi�cando o tamanho da rede, mantendo-se a tortuosidade �xa, observamos um

padrão semelhante ao da �gura 5.5. Escolhemos, desta vez, o neurônio central (mais

uma vez não há diferenças qualitativas alterando-se o ponto de observação na rede). Na

�gura 5.6, λ = 2,0 e N = 27, 45 e 125. As curvas de <Tburst> (�gura 5.6(a)) apresentam

mínimo em kGJ = 0,25, sendo a curva correspondente a N = 125 a que possui os períodos

mais largos; além disso, a trajetória não se cruza com as demais, as quais se interceptam

no intervalo kGJ< 1,0. As curvas de <fspike> apresentam máximos em kGJ = 0,75, para N

= 27 e 45. Em N = 125, o ponto de máximo se desloca na direção crescente da constante

de acoplamento (�gura 5.6(b)).

Concluindo, a variação do acoplamento por GJs modi�ca as freqüências médias de

bursts e PAs. Tratando-se do período médio de bursts, há o crescimento monotônico com

kGJ , modulado pela tortuosidade. Um aumento gradual de λ, produz elevação também

gradual dos períodos médios. As freqüências dos PAs apresentam pontos de máximo, os

quais variam a depender do valor da tortuosidade. Uma visão mais clara dessas tendências

é ilustrada pelas �guras 5.7 e 5.8. Nessas �guras representamos <Tburst> no espaço de

parâmetros formado por kGJ e λ, utilizando uma escala de cinzas. O período médio de

um burst possui valores superiores em intervalos de kGJ que diminuem quando elevamos
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(a)

(b)

(c)

Figura 5.3: PTs de um neurônio típico da rede com N = 45 unidades funcionais e três valores
do acoplamento por GJs: kGJ = 0; 1,25; 2,0. O conjunto de condições aleatórias sobre condições
iniciais e permeabilidades é o mesmo em (a)-(c). Os grá�cos ilustram um período do bursting

com destaque para a fase ativa. Observa-se uma tendência ao aumento da duração da fase ativa
elevando-se o valor de kGJ ou da tortuosidade de 1,6 (a) para 4,0(b). Em (c) o detalhe do início
de uma fase ativa mostra uma seqüência de PAs caminhando sobre a linha de base despolarizada
(λ = 1,6 e kGJ = 1,25).
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(a) (b)

(c)

Figura 5.4: Bursts nos PTs de um neurônio típico da rede com N = 125 unidades funcionais para
kGJ = 0; 1,25; 2,0 e λ = 1,6 (a) e 4,0 (b). Utilizamos o mesmo conjunto de condições aleatórias
sobre condições iniciais e permeabilidades da �gura 5.1. Observa-se, como na �gura 5.3, uma
tendência ao aumento da duração da fase ativa elevando-se kGJ . A redução da amplitude dos
PAs, no início do burst, torna-se dramática com o crescimento da tortuosidade (b). Em (c) temos
um detalhamento do início da fase ativa para kGJ = 2,0 e λ = 4,0. As amplitudes reduzidas não
ultrapassam 2,0 mV.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 5.5: <Tburst> e <fspike> (N = 45) em função do acoplamento por GJs do neurônio
central (A,B) e dois outros escolhidos aleatoriamente, próximos às fronteiras com a solução de
perfusão (c),(d) e interface gás-líquido (e),(f). Fixamos as tortuosidades em λ = 1,6 (círculos);
2,0 (diamantes); 3,0 (triângulos) e 4,0 (quadrados). Em (a),(c) e (e) não observamos diferenças
qualitativas entre <Tburst>; os períodos crescem com os valores de kGJ e de λ. Há pontos de
mínimo em torno do valor kGJ = 0,25. Nos grá�cos de <fspike>, (b), (d) e (f), observamos um
máximo na freqüência que se desloca com o valor de tortuosidade e difere a depender da posição
do neurônio na rede. Não há diferenças qualitativas signi�cativas. As grandezas são expressas
como <média> ± erro padrão. Em algumas curvas as barras de erro são menores do que os
símbolos.
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o total de unidades funcionais (�gura 5.7). Esta região, de valores elevados de <Tburst>,

corresponde a tortuosidades maiores do que 3,0. Para N = 27 e 45, as frequências de

disparo de PAs exibem valores superiores nas regiões 0,25 < kGJ < 1,25 e λ < 2,5. Para

N = 125, há uma segunda região, no mesmo intervalo de kGJ e λ > 3,5. A primeira região

se reduz, abarcando o intervalo λ < 2,0 (�gura 5.8).

(a) (b)

Figura 5.6: <Tburst> (a) e <fspike> (b) versus kGJ para λ = 2,0 e três tamanhos de rede (N
= 27 (círculos), 45 (triângulos), 125 (quadrados)). As curvas são qualitativamente semelhantes
aos grá�cos da �gura 5.5.

A dinâmica das correntes de sódio afeta a transição entre as fases ativa e silenciosa

do bursting, e, portanto, controla a sua duração (veja capítulo 3, seção 3.3). Observamos

mudanças nessa dinâmica alterando a força de acoplamento por GJs e a tortuosidade. Na

�gura 5.9, mostram-se as densidades dos �uxos de sódio, pelos canais iônicos dependentes

de voltagem e pela bomba-Na+/K+ do neurônio central. A �gura permite localizar os

instantes de tempo nos quais os �uxos de Na+ se interceptam marcando as transições de

uma fase ativa para uma fase silenciosa.

Densidades de �uxo positivas indicam saída de sódio do MI para o ME (como os �uxos

pela bomba-Na+/K+). Para construir a �gura, invertemos o sinal do �uxo pelos canais,

para permitir o cruzamento dessas curvas com as curvas dos �uxos de saída de sódio pela

Na+/K+-ATPase. Além disso, usamos um �ltro passa-baixa para eliminar as variações

rápidas dos �uxos durante PAs, melhorando a visualização. Cada par de densidades de

�uxo tem uma mesma cor indicando um valor distinto de kGJ . Todas as curvas foram

deslocadas para que se iniciassem no mesmo instante de tempo, possibilitando melhor

visualização das diferenças em amplitude e duração. Os cruzamentos entre os �uxos (cír-

culos vermelhos) marcam uma transição para a fase silenciosa, cada qual correspondente a

um valor distinto de kGJ . Esses pontos são unidos por linhas de tendência (em vermelho).
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(a)

(b)

(c)

Figura 5.7: Representação em escala de cinzas das modi�cações de <Tburst> no espaço de
parâmetros formado por kGJ e λ. <Tburst> assume os valores mais elevados nas regiões λ > 3,0
e kGJ > 0,25 (N = 27), kGJ > 0,5 (N = 45) e kGJ > 1,0 (N = 125).
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(a)

(b)

(c)

Figura 5.8: Representação em escala de cinzas das modi�cações de <fspike> no espaço de
parâmetros formado por kGJ e λ. Para N = 27 e 45, <fspike> exibem valores mais elevados nas
regiões 0,25 < kGJ < 1,25 e λ < 2,5. Para N = 125, a região é menor (λ < 2,0) e há uma segunda
região, tendo o mesmo intervalo de kGJ e λ > 3,5.
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No intervalo 0 ≤ kGJ ≤ 0,1 (�guras 5.9(a) e 5.9(b)) o crescimento de kGJ se associa ao

decréscimo do instante de tempo de cruzamento entre �uxos. Isto indica uma redução do

período médio do burst naquele intervalo.

O menor tempo de transição ocorre quando kGJ = 0,1. O aumento da tortuosidade de

2,0 para 3,0 estende a duração dos bursts e os pontos de transição com menores valores de

kGJ se localizam no intervalo 20 s < t < 30 s (�gura 5.9(b); para λ = 2,0 o intervalo é de

5 s < t < 17 s, �gura 5.9(a)). Além disso, o aumento de λ torna os pontos de transição no

intervalo 0 ≤ kGJ ≤ 0,25 mais próximos, o que corresponde a uma variação suavizada de

<Tburst>. A �gura 5.9 fornece uma pista para interpretar o comportamento das curvas de

períodos e freqüências. Deste modo, não pretendemos estabelecer uma correspondência

direta entre as �guras 5.5, 5.6, 5.9, já que as primeiras ilustram médias sobre vários bursts

numa série temporal e sobre diversas con�gurações aleatórias, enquanto que a �gura 5.9

representa o comportamento de uma única amostra escolhida aleatoriamente.

As mudanças nas freqüências médias de PAs podem ser entendidas observando-se

as alterações dos tempos de disparo de spikes em um par de neurônios acoplados (�-

guras 5.10). No par desacoplado,não há dependências entre os tempos de disparo (�-

gura 5.10(a)). Com o acoplamento, os disparos do primeiro neurônio, mais despolarizado

(�gura 5.10(b), em preto) induzem a despolarização do segundo (�gura 5.10(b) em verme-

lho). Acoplamentos mais intensos convertem as despolarizações de pequenas amplitudes

em PAs (�guras 5.10(c) e 5.10(d)). Os spikes transmitidos, denominados prepotenciais

rápidos (Perez-Velazquez et al., 1994) elevam o número de PAs em um dado burst e,

portanto, alteram a freqüência de disparos dentro de um burst. Acoplamentos mais inten-

sos, além de modi�carem as freqüências dos PAs em um burst, sincronizam os disparos

(�guras 5.10(e) e 5.10(f)).

5.3 Sincronização

Para estudar a sincronização de fase entre spikes, realizamos extrações de fases via

transformada de Hilbert, a qual requer a aplicação de um �ltro sobre as séries temporais,

conforme discutido no capítulo 4. Para determinar o conteúdo de freqüências nas séries

temporais usamos o espectro de potências e obtivemos duas faixas: para oscilações rápidas

(PAs) 52± 2 Hz e para oscilações lentas (envoltórias dos bursts) freqüências abaixo de 1 Hz

(�gura 5.11). Tais faixas são observadas em todos os PTs simulados; além disso, satisfazem

ao critério de fase de banda estreita (Chavez et al., 2006). Fizemos o grá�co da série

temporal de um PT contra a sua transformada de Hilbert para mostrar que não há centros

de rotação bem de�nidos se a série não é �ltrada (�gura 5.12). Aplicando o �ltro passa-

baixa ou passa-faixa os centros de rotação se tornam de�nidos. Nas �guras 5.12(b), 5.12(e)

é possível de�nir um centro de rotação único. Todavia, as formas das trajetórias não

correspondem às curvas fechadas simples como nas �guras 5.12(c), 5.12(f). Isto acontece
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(a)

(b)

Figura 5.9: Cruzamento das densidades de �uxos de Na+ pelos canais iônicos dependentes de
voltagem (linhas sólidas) e a bomba-Na+/K+ (linhas tracejadas) do neurônio central (N = 45).
Cada cruzamento marca uma transição para o período silencioso, correspondente a um valor de
kGJ . Os cruzamentos são unidos por uma linha de tendência (em vermelho). Em (a) λ = 2,0 e
em (b) λ = 3,0.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 5.10: Mudanças no tempo de disparo de PAs em um par típico de neurônios acoplados
(N = 45, λ = 1,6 e kGJ = 0 (a); 0,25 (b); 0,50 (c); 0,75 (d); 1,25 (e) e 2,0 (f)). O aumento
gradual da força de acoplamento por GJs primeiro induz despolarizações de pequenas amplitudes,
no neurônio menos despolarizado (em vermelho); segundo, induz o disparo de PAs e terceiro,
estabelece sincronização entre PAs. O aumento do número de spikes em um burst do segundo
neurônio provoca a variação de <fspike>. As escalas verticais são as mesmas em todas as �guras.
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porque a freqüência de corte 1 Hz engloba freqüências abaixo deste valor. Desta forma,

para uma análise mais rigorosa deve-se escolher uma freqüência de corte menor para �ltrar

as oscilações lentas.

Após a remoção das médias das séries temporais, o �ltro digital utilizado é do tipo

resposta de impulso �nita de ordem N-1 o qual não distorce as fases (Oppenheim et al.,

1999). O cálculo da transformada de Hilbert usa uma integração de uma função da série

temporal sobre um intervalo de tempo in�nito. Já que as séries temporais neste estudo

são �nitas, seus valores de fase, no início e �m da série temporal são espúrios. Desta

forma, descartamos 10% dos valores instantâneos das fases, correspondentes ao início e

�m das séries temporais, para calcular a CFM. Para atender à aleatoriedade imposta

à rede, calculamos a média da CFM sobre oito amostras de con�gurações aleatórias e

a expressamos como <média> ± erro padrão, onde as chaves denotam média sobre a

desordem. Se as fases foram extraídas a partir do �ltro passa-baixa (faixa), referimo-nos

à CFM em baixa (alta) freqüência.

O aumento da força de kGJ tende a igualar as formas de spikes (�gura 5.10) e bursts,

portanto induzindo a sincronização completa de amplitudes e tempos de disparos. Anali-

samos a sincronização examinando o comportamento da CFM em alta e baixa freqüência

(�guras 5.13, 5.14). Usando N = 45, λ = 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0, escolhemos pares de neurônios

acoplados em algumas posições distintas na rede: um par no centro e outro em um plano

de fronteira com a solução de perfusão, não adjacentes. A CFM em baixa freqüência

(�guras 5.13(a) e 5.13(b)) acusa níveis de sincronização maiores do que 0,8 e 0,5 para os

pares central e de fronteira, respectivamente (kGJ = 0). O aumento de λ induz cresci-

mento da CFM, mas se kGJ > 1,0 a diferença entre os valores da CFM para tortuosidades

distintas é menor do que 5%. Os grá�cos da CFM em alta freqüência (�guras 5.13(c)

e 5.13(d)) mostram sincronização aumentada para todo λ, não havendo diferenças quali-

tativas importantes entre os pares do centro e da fronteira. Para kGJ > 1,0 os valores da

CFM em alta freqüência crescem nesta ordem: λ = 1,6; 4,0; 2,0 e 3,0 em ambos os pares,

sendo a faixa de variação da CFM maior para λ > 3,0. A CFM em baixa frequência do

par na fronteira, �gura 5.13(b) exibe valores inferiores aos do par central (�gura 5.13(a)),

especialmente se λ = 1,6. Os efeitos de borda, i.e., a proximidade da solução de perfusão,

é um fator de redução da sincronização em baixa frequência, pois o potássio da solução

de banho favorece a heterogeneidade neuronal.

Na �gura 5.14, ilustra-se o que acontece à CFM (no par central) modi�cando o tama-

nho da rede. Quanto maior N, maior o valor da CFM em todas as faixas de freqüência

estudadas (tais grá�cos são qualitativamente similares às curvas da �gura 5.13). O índice

de baixa freqüência (�gura 5.14(a)) exibe um nível basal, i.e. kGJ = 0, acima de 0,8 para

todos os valores de N. Nas �guras 5.14(a), 5.14(b) mostra-se o crescimento monotônico

da sincronização com kGJ , no intervalo das barras de erro.

Inspecionamos os potenciais de campo extracelulares simulados (PCEs), medidos no
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 5.11: Espectro de potências dos PTs simulados (N = 27 e λ = 3,0). Em (a),(b) kGJ =
0 e em (c), (d) kGJ = 1,25. Esses padrões são semelhantes para todos os demais parâmetros.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 5.12: Representação no plano complexo do PT de um neurônio típico. Em (a)-(c) N
= 45 e λ = 2,0. Em (d)-(f) N = 125 e λ = 1,6. (a) e (d) ilustram cerca de três ciclos do PT
não �ltrado. (b) e (e) trazem também três ciclos nos quais aplicamos o �ltro passa-baixa do tipo
FIR com preservação das fases e corte em 1 Hz. Em (c) e (f) uma seqüência de PAs em um burst

foi tratada usando o �ltro passa-faixa do mesmo tipo centrado em 52 ± 2 Hz. Aplicando o �ltro
passa-baixa ou passa-faixa os centros de rotação se tornam de�nidos.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 5.13: CFM do par central (esquerda) e par na fronteira (direita). As tortuosidades têm
os valores λ = 1,6 (círculos); 2,0 (diamantes); 3,0 (triângulos); 4,0 (quadrados) e N = 45.(a) e
(b) CFM em baixa freqüência.(c) e (d) CFM em alta freqüência. Em algumas curvas as barras
de erro são menores do que os símbolos.
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(a) (b)

Figura 5.14: CFM do par central calculado para três tamanhos de rede: N = 27 (círculos),
45 (triângulos), 125 (quadrado) e λ = 2,0. (a) CFM em baixa freqüência. (b) CFM em alta
freqüência.

compartimento central (N = 45 e λ = 1,6; �gura 5.15) para determinar correlações com a

atividade intracelular sincronizada detectada pela CFM em alta freqüência (�guras 5.13(b)

e 5.14(b)). O cálculo do PCE é detalhado no capítulo 3. A presença de population spikes é

uma evidência para descargas de potencias de ação sincronizadas originárias de um grupo

de neurônios. Quando a interação por GJs é nula (�gura 5.15(a), acima), há variações

rápidas do PCE superimpostas ao decaimento da linha de base (nível DC), as quais não

podem ser consideradas population spikes, pois suas amplitudes são menores do que 0,5

mV. O aumento da força de acoplamento alarga a duração do burst. Population spikes

com amplitudes maiores do que 0,5 mV são observadas se kGJ = 2,0. Com este valor de

interação os PAs e population spikes disparam em sincronia (�gura 5.15(b)), em acordo

com os resultados das �guras 5.13(b) e 5.14(b).

Representamos as CFMs em baixa e alta frequência no espaço de parâmetros formado

por kGJ e λ, mais uma vez utilizando uma escala de cinzas. Essas �guras fornecem uma

visão clari�cada das alterações de sincronização com tais parâmetros. A CFM em baixa

frequência exibe valores elevados em quase todo o espaço de parâmetros, exceto para kGJ
< 0,25 (N = 27 e 45). Para N = 125 essa tendência se altera, destacando-se duas regiões

onde a CFM é superior (�gura 5.16). As regiões correspondentes aos valores mais elevados

da CFM em alta frequência tendem a se concentrar quando aumentamos o tamanho da

rede (N = 27 e 45). Para N = 27, essa região abrange o intervalo λ > 2,0 e kGJ > 1,25.

Para N = 45 a região se reduz ao intervalo 2,0 < λ < 3,5 e kGJ > 1,5. Finalmente, N =

125 exibe um padrão diferente dos anteriores, no qual se destacam duas regiões onde a

sincronização é maior no intervalo kGJ > 1,0 (�gura 5.17).
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(a)

(b)

Figura 5.15: Simulação dos PCEs, medidos no compartimento central, para N = 45 e λ = 1,6.
Em (a) de cima para baixo: kGJ = 0; 1,25; 2,0.(b) PAs (acima) e population spikes (abaixo).
kGJ = 2,0.

5.4 Discussão

5.4.1 O acoplamento por GJs afeta a duração de um burst

O crescimento da corrente por GJs, sob variações de tortuosidade, modula a freqüência

média dos bursts (<Tburst>) (�guras 5.3- 5.6). Além disso, sincroniza os disparos neuro-

nais (�guras 5.13, 5.14), recrutando, progressivamente, um número crescente de células

a exibir bursting. Como resultado, K+ extracelular se acumula, devido aos disparos de

PAs. Tal acúmulo favorece o reforço da despolarização celular. Como conseqüência deste

laço de despolarização positiva (Fröhlich et al., 2008a), o in�uxo de sódio pelos canais se

intensi�ca, superando o e�uxo devido à Na+/K+-ATPase, estendendo a duração da fase

ativa. A duração da fase silenciosa também cresce, pois a bomba requer um tempo maior

para retornar ao nível de atividade antes do início de uma nova salva de disparos. Na

�gura 5.9, pontos de cruzamento entre os �uxos de sódio, os quais indicam o �m e início

do período ictal, deslocam-se acompanhando o crescimento de kGJ . Para kGJ entre 0 e
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(a)

(b)

(c)

Figura 5.16: Representação da CFM em baixa frequência no espaço de parâmetros formado
por kGJ e λ. A CFM em baixa frequência exibe valores elevados em quase todo o espaço de
parâmetros, exceto para kGJ < 0,25 (N = 27 e 45). Para N = 125, há duas regiões onde a CFM
é superior.
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(a)

(b)

(c)

Figura 5.17: CFM em alta frequência representada no espaço de parâmetros formado por kGJ
e λ.As regiões correspondentes aos valores mais elevados da CFM em alta frequência tendem a
se concentrar quando aumentamos o tamanho da rede, para N = 27 e 45. A �gura 5.17(c), na
qual N = 125, o padrão difere dos anteriores, destacando-se duas regiões onde a sincronização é
maior no intervalo kGJ > 1,0.
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0,1 <Tburst> decresce. O período do burst cresce com o aumento da interação por GJs,

em concordância com estudos teóricos anteriores. Tais estudos apontam para o reforço

de um mecanismo inibitório ou hiperpolarizador, o qual �naliza a fase ativa, devido à

sincronização neuronal proporcionada pelas GJs. Um exemplo é o estudo de Sherman e

Rinzel (Sherman e Rinzel, 1992) de um modelo simples de neurônios acoplados por GJs,

os quais exibem disparos continuados de PAs ou bursting.

As mudanças do período do burst associadas à mudança de λ são provocadas pela

alteração do acúmulo de K+ extracelular no espaço intersticial. O crescimento dea tor-

tuosidade reduz a eletrodifusão, elevando [K+]o localmente e promovendo a elevação de

excitabilidade descrita anteriormente. Nas �guras 5.5(a), 5.5(c) e 5.5(e) fazendo λ = 4,0

há um crescimento importante da [K+]o, o qual produz bursts com duração maior. Um

número maior de unidades funcionais também afeta os padrões de disparo e sincronização

de modo similar a um aumento de tortuosidade (�guras 5.6(a) e 5.14(a)). Isto acontece

porque um número superior de neurônios pode lançar uma quantidade maior de potássio

no espaço extracelular, devido às atividades intensas, induzindo o crescimento local da

[K+]o. Outro mecanismo importante, que promove a variação de <Tburst>, se relaciona

ao crescimento do volume celular. A intensi�cação do acoplamento por GJs tende a au-

mentar as concentrações intracelulares de sódio e de cloreto. Esses dois íons atuam sobre

as pressões osmóticas que conduzem ao inchaço celular seguida de encolhimento do es-

paço extracelular (Somjen, 2004). Esse fenômeno favorece o crescimento extra da [K+]o,

reforçando, deste modo, o laço de despolarização positiva (Fröhlich et al., 2008a,b).

5.4.2 Modi�cações das freqüências de disparo de potenciais de

ação

O acoplamento por GJs também afeta as freqüências de disparo de PAs. Nas �gu-

ras 5.5(b), 5.5(d), 5.5(f), 5.6(b) há um aumento de sincronização, que por sua vez estimula

os disparos neuronais pela despolarização induzida pelo aumento da [K+]o. Além disso,

observando um típico par de neurônios acoplados como na �gura 5.10, o efeito sincroniza-

dor do acoplamento provoca a chegada de um estímulo despolarizador ao neurônio mais

hiperpolarizado, induzindo disparos quando o acoplamento tem intensidade aumentada.

Conseqüentemente, a freqüência de disparo de spikes, na célula menos excitada, tende

a crescer. Entretanto, a freqüência de disparos, após atingir um ponto de máximo, de-

cresce. Isto pode ser entendido pensando-se nos efeitos da freqüência de disparos de PAs

sobre a sincronização. O decaimento de <fspike> é, possivelmente, uma conseqüência do

estabelecimento de um regime de sincronização estável, não necessariamente o regime do

tipo acoplamento de fase 1:1 (capítulo 4; (Pikovsky et al., 2001), devido às proprieda-

des celulares intrínsecas. Tal questão necessita ser investigada, também para esclarecer a

importância das correntes celulares que de�nem o modo de disparo de PAs.
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O trabalho teórico de Chow e Koppel (2000) (Chow e Koppel, 2000) fornece uma evi-

dência para os efeitos de um regime de sincronização estável sobre freqüências de disparo

de PAs. Analisando diversos modelos de neurônios, que exibem disparos de PAs continu-

ados e acoplados por sinapses elétricas, eles sugerem que freqüência afeta sincronização;

especi�camente, que um aumento de freqüência pode desestabilizar um regime de fase aco-

plada 1:1, dependendo das características da morfologia do PA. Encontramos o mesmo

fenômeno no trabalho de Pfeuty e outros (2003) (Pfeuty et al., 2003), os quais simularam

redes de neurônios conectados por GJs e investigaram a in�uência das correntes iônicas in-

trínsecas sobre os regimes de sincronização. Além desses autores, Kepler e outros (Kepler

et al., 1990) também investigaram o papel das propriedades celulares, especi�camente

das correntes intrínsecas sobre a sincronização. Eles demonstraram que a variação de

freqüências causada pelo acoplamento eletrotônico é originária do balanço entre correntes

de entrada e saída. Um neurônio que possua uma corrente de entrada total dominando

o período de um PA acoplada a outro neurônio hiperpolarizado recebe uma corrente de

saída. O resultado é um decréscimo da freqüência no primeiro neurônio. Mudanças da

freqüência de disparos devidas ao acoplamento por GJs também foram reportadas nos

trabalhos experimentais de Perez-Velazquez e outros (Perez-Velazquez et al., 2001) e Ga-

larreta e Hestrin (Galarreta e Hestrin, 1999), nos quais a dependência de características

celulares é destacada.

Nas �guras 5.5(b), 5.5(d), 5.5(f) e 5.6(b), alterações da tortuosidade e do tamanho

da rede deslocam o ponto de máximo de <fspike>, também alterando o seu intervalo

de variação (menor quando λ ou N são maiores). Outro mecanismo que pode reduzir

a freqüência de spikes é o bloqueio por despolarização (Bikson et al., 2003), devido ao

excesso de [K+]o, o qual diminui o número de PAs por burst. Tal mecanismo aparece

quando despolarizações muito intensas inativam os canais para sódio dependentes de

voltagem. Deste modo, a célula se torna inexcitável, pois o limiar para disparo de PAs

cresce (Somjen, 2004). O bloqueio por despolarização pode ser visto nas �guras 5.4(b)

e 5.4(c), nas quais os PTs simulados para λ = 4,0 e kGJ = 2,0 mostram amplitudes

reduzidas em mais de 96% no início do burst.

5.4.3 Sincronização

Diversos trabalhos relatam sincronização devido ao acoplamento eletrotônico (Galar-

reta e Hestrin, 1999; Kepler et al., 1990; Perez-Velazquez e Carlen, 2000; Perez-Velazquez

et al., 2001, 1994; Sherman e Rinzel, 1991, 1992). O presente estudo corrobora esses re-

sultados, pois há sincronização entre PAs e bursts simulados devida à interação por GJs

(�guras 5.13, 5.14). Os PCEs exibem population spikes e há atividade em compasso entre

disparos no intra e extracelular (�gura 5.15), re�exo das descargas de PAs da população

em um mesmo ritmo. Todavia, já que investigações anteriores não modelam a corrente por
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GJs sob intensa variação das CIs, eles podem não oferecer explicações precisas sobre como

alterações, por exemplo, da [K+]o, afetam a sincronização. A CFM em baixa freqüência

(�guras 5.13(a), 5.13(b) e 5.14(a)) indica sincronização quando o acoplamento é nulo, mais

intenso no par central, para tortuosidades e tamanhos de rede maiores. Nesta situação, o

acúmulo de potássio intersticial se intensi�ca. Além disso, [K+]o elevadas tendem a homo-

geneizar a atividade neuronal, reduzindo as diferenças em tempo de disparo e amplitude.

Podemos compreender isto pensando na arquitetura da rede do modelo, na qual cada

estrutura celular se encontra imersa em uma região de espaço extracelular em uma dada

unidade funcional. Igualar as concentrações nessas regiões tende a tornar as descargas

celulares semelhantes. Por outro lado, a proximidade da solução de perfusão tem efeito

dessincronizador, porque remove K+ extracelular favorecendo a heterogeneidade neuro-

nal. Entretanto, alta [K+]o parece ter menor importantância para a sincronização entre

spikes, pois há diferenças mínimas entre a CFM em alta freqüência com o incremento de

λ, com a modi�cação da posição do par (�guras 5.13(c) e 5.13(d)) e também alterando-se

N (�gura 5.14(b)).



Capítulo 6

Concentrações iônicas extracelulares

No modelo AENS, a remoção do acoplamento por GJs torna possível investigar os

efeitos isolados da variação das CIs extracelulares, especialmente [K+]o sobre padrões de

disparo e sincronização. Tal variação é ajustada pela tortuosidade, que altera a eletrodi-

fusão no meio extracelular, ou pelo tamanho da rede de compartimentos, a qual modi�ca

a quantidade de potássio lançada ao extracelular devido às atividades neuronais. Anali-

samos valores da tortuosidade �siológica do ME no intervalo 1,4 ≤ λ ≤ 2,4 ( (Hrabìtová

e Nicholson, 2007; Syková, 2004; Syková e Nicholson, 2008)) e incluímos o intervalo 2,4

< λ ≤ 4,0 para analisar uma redução entre 83% e 99% do coe�ciente de difusão livre.

Mantivemos os tamanhos de rede investigados no capítulo anterior (N = 27, 45 e 125).

Além disso, reduzimos o intervalo de variação da componente aleatória das variáveis de

inicialização das CIs e do potencial de repouso para ± 5% (capítulo 5). Isto evita o dis-

paro de seqüências ininterruptas de potenciais de ação, em detrimento do bursting. As

variações aleatórias das permeabilidades máximas de canais iônicos e do íon A+ originário

do trabalho líquido da Na+/K+-ATPase permanecem com o intervalo igual a ± 5%.

6.1 Padrões de disparo

Na ausência do acoplamento por GJs, a modi�cação da eletrodifusão modulada pela

tortuosidade altera freqüências e amplitudes de bursts e PAs. Na �gura 6.1, PTs simu-

lados para os três tamanhos de rede e λ = 1,6; 2,4; 4,0 trazem uma variação do período

completo do burst. Há um aumento da duração da fase ativa com a elevação da tortuo-

sidade, exceto se N = 125. As amplitudes dos PAs tendem a se reduzir com λ crescente

especialmente no início da fase ativa do burst. Tal fenômeno é similar ao descrito no capí-

tulo 5. Note que a redução é maior se λ = 4,0; particularmente, se N = 125 há interrupção

do disparo de PAs (veja o detalhamento da �gura 6.1(d)), uma evidência de bloqueio por

despolarização (Bikson et al., 2003).

Utilizamos os métodos descritos no capítulo 5 para calcular o período médio do burst
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sobre oito amostras de con�gurações aleatórias, o que de�ne a variável <Tburst>. Fizemos

o mesmo para calcular a freqüência média de disparos de PAs, <fspike>. A �gura 6.2 traz

os grá�cos dessas grandezas em função da tortuosidade para N = 27, 45 e 125. Esco-

lhemos o neurônio central e dois outros situados na fronteira com os planos de perfusão

e com a interface gás-líquido, escolhidos aleatoriamente. Os grá�cos mostram o cresci-

mento monotônico de períodos e freqüências quando se diminui a eletrodifusão, em todo

o intervalo de tortuosidade, com exceção do neurônio central (�guras 6.2(a) e 6.2(b)).

Neste caso, para N = 125 e λ > 3,0, há um decréscimo de <Tburst> (que corresponde ao

comportamento do PT da �gura 6.1(c)). Também <fspike> decai se λ > 2,4. O intervalo

de crescimento de <Tburst> e <fspike>, no neurônio central, corresponde à faixa de valores

medidos, ou �siológicos, da tortuosidade (Syková e Nicholson, 2008).

Para observar os efeitos da variação de tortuosidade sobre tal dinâmica, �zemos o

grá�co das densidades de �uxo de sódio via canais iônicos e via Na+/K+-ATPase do

neurônio central, seguindo os procedimentos do capítulo 5, seção 5.2.1 (�gura 6.3). Cada

par de curvas, com uma mesma cor, foi simulada usando um dos seguintes valores de

tortuosidade λ = 1,5; 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0. Os pontos de cruzamento, marcados por círculos,

indicam a transição para um período silencioso e são unidos pela linha de tendência em

vermelho. Observe o crescimento monotônico da duração da fase ativa com o aumento de

tortuosidade nas �guras 6.3(a) e 6.3(b). As amplitudes máximas das densidades de �uxo

da bomba-Na+/K+ tendem a crescer, exceto quando N = 125, onde há uma redução se λ

> 2,0. As amplitudes máximas das densidades pelos canais decrescem com λ para N =

45 e 125. Neste último caso, a redução é signi�cativa para λ > 2,0.

No capítulo anterior, vimos que o acúmulo de potássio extracelular é determinante

para a modulação da freqüência média dos bursts. Este comportamento persiste quando

anulamos a interação por GJs. A �gura 6.4 traz cinco períodos das variações temporais de

[K+]o no neurônio central, para os três tamanhos de rede e valores de tortuosidade. Mais

uma vez utilizamos um �ltro passa-baixa para remover as oscilações rápidas, as quais

prejudicariam a visualização. Também deslocamos as trajetórias para terem início no

mesmo instante de tempo, permitindo melhor comparação entre períodos e amplitudes.

O aumento de N tende a alargar os ciclos, além de aumentar as amplitudes máximas, as

quais variam entre 11 e 14,5 mM (λ = 1,6), entre 13 e 15,5 mM (λ = 2,0) e entre 16

e 21 mM (λ = 4,0). Entretanto, para λ = 4,0 e N = 125, o período é menor do que

para os demais valores de N e, durante a fase ativa as oscilações se tornam mais rápidas

(�gura 6.4(c)).

Em resumo, a interação mediada pelas alterações das CIs extracelulares modi�ca os

padrões de disparo do bursting, ou seja suas amplitudes e frequências. Para melhor

visualização dessas modi�cações, recorremos à representação das variações de <Tburst>

e <fspike> no espaço de parâmetros formado por λ e N. Na �gura 6.5(a) observamos o

crescimento do período médio do burst quando aumentamos a tortuosidade. A frequência
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(a) (b) (c)

(d)

Figura 6.1: PTs de neurônios típicos modi�cados pela tortuosidade e tamanho da rede (um
ciclo completo). λ = 1,6; 2,0 e 4,0 e N = 27 (a), 45 (b) e 125 (c), (d). Em (d), no detalhamento
do início da fase ativa do terceiro burst de (c) � da esquerda para a direita � observamos a
interrupção do disparo de PAs.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 6.2: <Tburst> e <fspike> variam com N e λ. Escolhemos três neurônios, o primeiro no
centro (a), (b) e os demais em localizações aleatórias próximas aos planos de fronteira com a
perfusão (c), (d) e com a interface gás-líquido (e),(f). N = 27 (círculos), N = 45 (triângulos), N
= 125 (quadrados). As curvas apontam crescimento monotônico de <Tburst> e <fspike>, exceto
no centro da rede, onde há um decaimento para λ > 3,0 e N = 125 em <Tburst> e λ > 2,4
em <fspike>. As grandezas são expressas como <média> ± erro padrão. As barras de erro são
menores do que os símbolos.



Capítulo 6. Concentrações iônicas extracelulares 93

(a)

(b)

(c)

Figura 6.3: Cruzamento das densidades de �uxo de sódio via canais iônicos (linhas cheias) e
Na+/K+-ATPase (linhas tracejadas) no neurônio central. N = 27 (a), 45 (b), 125 (c). Os pares
de curvas, com a mesma cor, correspondem aos valores de λ = 1,5; 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0. Os pontos
de cruzamento (círculos vermelhos) são unidos por uma linha de tendência (em vermelho).
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(a)

(b)

(c)

Figura 6.4: Concentrações extracelulares de potássio do neurônio central em função do tempo
para N = 27 (preto), 45 (azul), 125 (vermelho). λ = 1,6 (a), 2,0 (b) e 4,0 (c).
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média dos PAs tende a crescer quando elevamos a tortuosidade e o total de unidades

funcionais conjuntamente. A região onde <fspike> é máxima pertence ao intervalo 2,0 <

λ < 3,5 e N > 70 (�gura 6.5(b)).

6.2 Sincronização

Caracterizamos a sincronização entre PTs utilizando os procedimentos descritos no

capítulo 5 (�ltragem dos PTs e descarte de 10% das fases no início e �m dessas series

temporais). Utilizamos, como freqüências de corte, os valores 1 Hz (para bursts) e 52 ± 2

Hz (para PAs), pois observamos tais freqüências nos espectros de potências obtidos para

todas as tortuosidades e tamanhos de rede simulados (�gura 6.6). Obtivemos a CFM

em alta e baixa freqüência em função da tortuosidade e para N = 27, 45 e 125 unidades

funcionais. Mais uma vez, para veri�car diferenças com relação à localização na rede,

selecionamos pares de neurônios no centro e nas fronteiras (�gura 6.7). Os valores da

CFM em baixa freqüência são superiores a 0,85 para todos os Ns (�guras 6.7(a) e 6.7(c)).

O par no centro da rede apresenta sincronizações superiores às do par na fronteira. As

curvas também apontam para o crescimento da sincronização no intervalo λ < 2,0, com

decaimento pronunciando no par da fronteira. A queda de sincronização no par central é

maior para N = 125 (e λ > 2,0). Note que o crescimento da CFM acontece em um intervalo

de tortuosidade igual a 1,4 ≤ λ< 2,4, equivalente ao que consta da literatura como

intervalo �siológico (Syková e Nicholson, 2008). A CFM em alta freqüência (�guras 6.7(b)

e 6.7(d)) apresenta-se com valores inferiores a 0,20 em todos os pares, indicando baixa

sincronização entre PAs. Dessas curvas não se pode inferir um padrão regular de variação

da CFM com o tamanho da rede. No par central observamos uma tendência de crescimento

da CFM com a tortuosidade, contrariamente às curvas da CFM do par da fronteira, as

quais decaem com o aumento de λ.

Tal evidência de que o acúmulo de potássio extracelular é insu�ciente para sincronizar

efetivamente PAs é corroborada pelas �guras 6.8 e 6.9. Na �gura 6.8, ilustramos a evolução

temporal de um par de neurônios primeiros vizinhos, escolhido aleatoriamente, da rede N

= 125, sendo λ = 1,6; 2,0 e 4,0. O neurônio mais despolarizado (em preto nas �guras 6.8(a)

e 6.8(b)) não induz despolarizações no seu vizinho para qualquer valor de N. Os tempos

de disparos não se mostram em compasso e também não podemos inferir mudanças na

freqüência de disparos. Além disso, na �gura 6.9, os PCEs (medidos no compartimento

central da rede) não exibem population spikes e, portanto, não há indicação de disparo

síncrono de PAs da população de neurônios.

No espaço de parâmetros, formado por λ e N, a CFM em baixa frequência se mostra

elevada em quase toda a região, ao contrário da CFM em alta frequência, que exibe valores

abaixo de 10% também em quase toda a região (�gura 6.10). Isto indica que as variações

das CIs extracelulares pouco alteram os padroes de sincronização, seja não modi�cando os
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(a)

(b)

Figura 6.5: Representação de <Tburst> ( 6.5(a)) e <fspike> ( 6.5(b)) no espaço de parâmetros
formado por λ e N.
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(a) (b)

(c)

(d)

Figura 6.6: Espectro de potências dos PTs simulados para N = 125 e λ = 1,6. Em (a),(b) kGJ
= 0 e em (c), (d) kGJ = 2,0. Esses padrões são semelhantes quando mudamos todos os demais
parâmetros.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 6.7: CFM versus λ para três tamanhos de rede: N = 27 (círculos), 45 (triângulos) e
125 (quadrados). Os grá�cos (a) e (b) correspondem a um par situado no centro da rede; (c) e
(d) representam um par próximo a um plano de fronteira. A CFM em baixa freqüência acusa
valores acima de 90% em (a) e (c), mas há uma tendência de queda para λ > 2,0. A CFM
em alta freqüência indica sincronização baixa entre PAs e crescimento da sincronização com a
tortuosidade no par central.
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(a) (b)

(c)

Figura 6.8: Potenciais de ação no início da fase ativa do burst de um par acoplado localizado
no centro da rede (N = 125) para λ = 1,6 (a); 2,0 (b) e 4,0 (c). O aumento da tortuosidade, sem
a presença de acoplamento eletrotônico não é su�ciente para induzir despolarizações de baixa
amplitude no neurônio mais hiperpolarizado ((a) e (b) em vermelho e preto em (c)); além disso,
não há sincronização de PAs (veja �gura 5.10,página 77).
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Figura 6.9: Simulação dos potenciais de campo extracelulares, medidos no compartimento
central, para λ = 1,6 e N = 27 (acima), 45 (meio), 125 (abaixo).

valores elevados (acima de 90%) da CFM em baixa frequência ou as baixas sincronizações

entre os PAs.

6.3 Discussão

6.3.1 Acúmulo de potássio extracelular in�uencia padrões de dis-

paro

A variação da tortuosidade e do número de unidades funcionais altera as concentrações

de todos os íons incorporados ao modelo: Na+, Cl− e K+. No entanto, a modi�cação de

[K+]o a qual controla diretamente a excitabilidade neuronal e atua sobre as concentrações

intracelulares dos demais íons, é determinante para alterar os padrões de disparo. Um

aumento de tortuosidade, reduzindo a eletrodifusão e elevando o acúmulo de K+o nas

vizinhanças de um dado neurônio, tende a aumentar <Tburst> (�guras 6.1, 6.2(a), 6.2(c)

e 6.2(e)). Todavia, no centro da rede, um crescimento superior de [K+]o causado pelo

aumento de N (�gura 6.2(a)) reduz o período médio do burst no intervalo λ > 3,0. <fspike>

(�guras 6.2(b), 6.2(d) e 6.2(f)) apresenta dinâmica similar: cresce com a tortuosidade e

se reduz se N > 27 e λ > 3,0 no centro da rede.

No capítulo 5, o aumento de N eleva a quantidade de K+ lançada ao ME devido aos

disparos em um número maior de neurônios. Isto leva à situação da �gura 6.4(c), na qual

há picos de [K+]o em torno de 21 mM no centro da rede N = 125 e λ = 4,0 (lembrando

que [K+]o valia 8 mM no início da simulação). O acúmulo excessivo de K+
o pode levar

ao bloqueio por despolarização (Bikson et al., 2003; Cressman Jr. et al., 2009; Kager

et al., 2007; Somjen, 2004) responsável por reduzir a excitabilidade, levando à interrupção
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(a)

(b)

Figura 6.10: CFM em baixa ( 6.10(a)) e em alta frequência ( 6.10(b)) no espaço de parâmetros
formado por λ e N.
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do disparo de PAs. Por sua vez, isto leva à diminuição de <Tburst>e de <fspike>, pois

um neurônio menos excitável tenderá a disparar um número menor de spikes durante

a fase ativa. As diferenças de <Tburst> e <fspike> com a posição na rede se devem à

proximidade da solução de perfusão, a qual funciona como mecanismo de remoção de

íons das vizinhanças de um neurônio. No centro da rede, onde tal proximidade é menor,

o acúmulo de potássio é facilitado e neste ponto o bloqueio por despolarização tende a

ser mais intenso. Note que, neste caso, o impedimento à excitabilidade leva ao in�uxo

menor de sódio pelos canais iônicos (�gura 6.3(c)). Ainda nesta �gura, a redução da

excitabilidade leva a uma redução do período de [K+]o.

6.3.2 Sincronização

O acúmulo de K+
o também altera padrões de sincronização, especialmente a sincroni-

zação entre bursts. A CFM em baixa freqüência apresenta valores acima de 0,85 e cresce

no intervalo λ < 2.0 para todos os Ns estudados (�guras 6.7(a) e 6.7(c)). Deste modo, o

aumento de [K+]o causado pela redução da eletrodifusão pode sincronizar bursts, sendo

esse efeito maior no centro da rede, se λ < 2.0 (�gura 6.7(a)). No entanto, o acúmulo

mais intenso de K+
o , devido a um aumento de tortuosidade ou do número de unidades

funcionais, reduz a CFM. Além disso, no par da fronteira, o decréscimo da CFM em

baixa freqüência para λ > 2.0 é mais evidente. Esses fenômenos se associam: 1) desaco-

plamento provocado pelo impedimento severo à eletrodifusão; 2) proximidade da solução

de perfusão que aumenta diferenças entre tempos de disparo e amplitudes.

Outro efeito do desacoplamento pelo crescimento de λ, que reduz a sincronização, é

atenuar a excitabilidade e reduzir <Tburst> e <fspike>, pelo decréscimo da taxa de au-

mento de [K+]o, abaixo do limiar para bloqueio por despolarização. A CFM em alta

freqüência traz valores inferiores a 0,20, indicando baixa sincronização entre PAs (tam-

bém con�rmada pelos resultados das �guras 6.8 e 6.9). Acoplamentos pela eletrodifusão

acontecem numa escala de tempo (segundos) três ordens de grandeza superior à de um

PA. Deste modo, os valores não nulos, mas baixos, da CFM devem ser provocados pela

homogeneização dos disparos neuronais (devida ao acúmulo de K+
o . Note a tendência ao

aumento da CFM em alta freqüência no par do centro da rede (�gura 6.7(b)).

Alguns autores investigaram o efeito do potássio extracelular sobre sincronização e dis-

paros, sem a presença das demais interações celulares. Park e outros (Park et al., 2008)

trabalharam na hipótese de que a difusão de K+
o modi�ca sincronização e padrões de dis-

paros. No seu estudo computacional, uma rede bi-dimensional de neurônios piramidais do

CA1 é acoplada apenas pela difusão de K+ pelo ME. Eles observaram que o acoplamento

estabelece o padrão periódico de disparos e que um decréscimo em sincronização se as-

socia ao impedimento da difusão. Além desses autores, Stokes e Rinzel (Stokes e Rinzel,

1993) estudaram um modelo para bursting em células β do pâncreas, incorporando uma
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estrutura tridimensional com difusão de K+ como mecanismo acoplador, sem a presença

de sinapses elétricas ou químicas. Eles mostraram que a difusão de K+ pode sincronizar

bursts numa relação temporal do tipo 1:1.



Capítulo 7

Conclusões e Perspectivas

Nesta tese investigamos a in�uência de acoplamentos não-sinápticos sobre os padrões

de disparo e sincronização de bursts epileptiformes. Utilizamos um modelo computacional

que simula AENS in vitro na camada granular do GD do hipocampo de ratos. Exploramos

os efeitos da variação das CIs extracelulares, principalmente [K+]o, sobre a interação por

GJs. Para modular o acoplamento por GJs alteramos a tortuosidade do meio extracelular

e o total de unidades funcionais ou compartimentos do modelo. Também investigamos

o caso no qual a corrente por GJs é nula para avaliar os efeitos isolados da interação

neuronal pelas CIs extracelulares. Apesar das AEs simuladas serem geradas na camada

granular do GD, os fenômenos básicos por trás dos resultados podem ser aplicados para

outras regiões hipocampais.

As simulações demonstram que o acoplamento por GJs é modulado pela variação das

CIs no meio extracelular. Observamos diferenças nas freqüências médias de disparo e na

CFM quando alteramos a tortuosidade e o tamanho da rede. Estudos anteriores demons-

traram as propriedades sincronizadoras das GJs. No entanto, pelo nosso conhecimento,

ainda não havia sido feito um estudo dos efeitos do acúmulo de CIs sobre esse acopla-

mento. Isto enfatiza a importância da regulação da homeostase celular para prevenir o

aparecimento de atividades epileptiformes como as exploradas nesta tese. Logo, este es-

tudo adiciona mais um dado em favor do desenvolvimento de terapias para as epilepsias

que também tenham como foco a homeostase e os acoplamentos não-sinápticos.

Uma questão levantada pelas análises e que necessita de maiores esclarecimentos é a

redução de <fspike> com o aumento do acoplamento por GJs, sobre a qual há evidências

relacionando-a à estabilidade de estados sincronizados, discutida no capítulo 5. Além

dessa questão, é necessário comparar os nossos resultados com dados experimentais, pois

a previsão de fenômenos experimentais é um dos objetivos da modelagem computacio-

nal. Esses experimentos incluiriam o registro intracelular de um conjunto de neurônios,

com a modulação farmacológica das GJs. A tortuosidade se altera a depender da região

estudada e das modi�cações dos volumes celulares. Deste modo, para simular as altera-

ções de tortuosidade, a sugestão é investigar outras regiões hipocampais bem como impor
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condições para variação dos volumes celulares. Um exemplo é alterar a osmolaridade da

solução de perfusão. Ainda, para um estudo completo sobre a in�uência de acoplamentos

não sinápticos é preciso incluir uma análise dos efeitos de campo modulado pelas demais

interações não-sinápticas.

O modelo também incorpora um sistema de recaptação glial. Vários estudos apontam

para uma falha nesse sistema, como causa para o desequilíbrio homeostático representado

pelo acúmulo de [K+]o. Esta é uma questão relevante para entender a gênese das atividades

não-sinápticas.

O uso de um modelo computacional detalhado é uma ferramenta poderosa para fazer

previsões, talvez revelando mecanismos e efeitos importantes para o entendimento de

processos celulares e suas disfunções, como na epilepsia. Neste contexto, as contribuições

desta tese incluem:

• Previsão dos efeitos de um aumento de [K+]o sobre a interação por GJs, incluindo

alterações das amplitudes e frequências de disparo, bem como sobre a sincronização

entre pares de neurônios.

• Exploração dos efeitos de um parâmetro geométrico do ME, a tortuosidade, atuando

como controle de [K+]o.

• Previsão sobre de que forma o acoplamento via concentrações iônicas extracelulares

alteram, mais uma vez, os disparos e sincronização entre neurônios.
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