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em vermelho) em varios instantes de tempo, mantendo-se a fase do segundo
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transformada de Hilbert. Em (a) e (b) aplicamos um filtro passa-baixa com
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5.1 Variacoes das ClIs intra e extracelulares do ions sédio, potassio e cloreto,
no modelo AENS, em uma unidade funcional no centro da rede com N =
125. Fixamos o valor do acoplamento por GJs, kgy = 1,25 a tortuosidade
do extracelular em 1,6. As condigGes iniciais para essas variaveis sao (em
mM): [Na®|; = 10 ; [Na*]|, = 131; [K*], = 130; [K*]|, = 4,0; [C17]; = 9,0;
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5.2 PTs, correntes pelas GJS descritas pela equacao de GHK e Lei de Ohm
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PTs de um neuronio tipico da rede com N = 45 unidades funcionais e
trés valores do acoplamento por GJs: kgy = 0; 1,25; 2,0. O conjunto de
condicoes aleatdrias sobre condicoes iniciais e permeabilidades ¢ o mesmo
em (a)-(c). Os graficos ilustram um periodo do bursting com destaque
para a fase ativa. Observa-se uma tendéncia ao aumento da duragao da
fase ativa elevando-se o valor de kg ou da tortuosidade de 1,6 (a) para
4,0(b). Em (c) o detalhe do inicio de uma fase ativa mostra uma seqiiéncia
de PAs caminhando sobre a linha de base despolarizada (A = 1,6 e kg =

Bursts nos PTs de um neuronio tipico da rede com N = 125 unidades fun-
cionais para kgy = 0; 1,25; 2,0 e A = 1,6 (a) e 4,0 (b). Utilizamos o mesmo
conjunto de condicoes aleatérias sobre condigoes iniciais e permeabilidades
da figura 5.1. Observa-se, como na figura 5.3, uma tendéncia ao aumento
da duracao da fase ativa elevando-se kg ;. A reducao da amplitude dos PAs,
no inicio do burst, torna-se dramatica com o crescimento da tortuosidade

(b). Em (c) temos um detalhamento do inicio da fase ativa para kg = 2,0

e A = 4,0. As amplitudes reduzidas nao ultrapassam 2,0 mV. . . . . . . ..

<Tpurst> € <Lspire> (N = 45) em funcao do acoplamento por GJs do neuro-
nio central (A,B) e dois outros escolhidos aleatoriamente, proximos as fron-
teiras com a solugao de perfusdo (c),(d) e interface gas-liquido (e),(f). Fixa-
mos as tortuosidades em A\ = 1,6 (circulos); 2,0 (diamantes); 3,0 (triangulos)
e 4,0 (quadrados). Em (a),(c) e (e) nao observamos diferencas qualitativas
entre <Tp,.>; 08 periodos crescem com os valores de kgy e de A. Ha
pontos de minimo em torno do valor kg; = 0,25. Nos gréaficos de <f,pip.>,
(b), (d) e (f), observamos um méximo na freqiiéncia que se desloca com o
valor de tortuosidade e difere a depender da posicao do neurdnio na rede.
Nao ha diferencas qualitativas significativas. As grandezas sao expressas

como <média> + erro padrao. Em algumas curvas as barras de erro sao

menores do que os simbolos. . . . . . .. ... oL

<Tpurst> (a) € <fgpire> (b) versus kgy para A = 2,0 e trés tamanhos de
rede (N = 27 (circulos), 45 (tridngulos), 125 (quadrados)). As curvas sao

qualitativamente semelhantes aos graficos da figura 5.5. . . . . . . . . . ..

Representacao em escala de cinzas das modificacoes de <T,.¢> N0 espaco
de parametros formado por kgy e A\, <Tyyure > assume os valores mais
elevados nas regives A > 3,0 ¢ kgy > 0,25 (N = 27), kgy > 0,5 (N = 45) e

kay > 1,0 (N=125). . . oo
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Representacao em escala de cinzas das modificagoes de <f,,;.> no espaco
de parametros formado por kgy e A\. Para N = 27 e 45, <f ;> exibem
valores mais elevados nas regioes 0,25 < kgy < 1,25 e A < 2,5. Para N =
125, a regiao é menor (A < 2,0) e ha uma segunda regido, tendo o mesmo
intervalode kgye A > 3.5, . . . . ..
Cruzamento das densidades de fluxos de Na™ pelos canais ionicos depen-
dentes de voltagem (linhas solidas) e a bomba-Na* /K™ (linhas tracejadas)
do neuronio central (N = 45). Cada cruzamento marca uma transicao para
o periodo silencioso, correspondente a um valor de kg;. Os cruzamentos
sdo unidos por uma linha de tendéncia (em vermelho). Em (a) A = 2,0 e
em (b) A=3,0. . . ...
Mudancas no tempo de disparo de PAs em um par tipico de neurdnios
acoplados (N = 45, A = 1,6 e kg; = 0 (a); 0,25 (b); 0,50 (c¢); 0,75 (d);
1,25 (e) e 2,0 (f)). O aumento gradual da forga de acoplamento por GJs
primeiro induz despolarizacoes de pequenas amplitudes, no neurénio menos
despolarizado (em vermelho); segundo, induz o disparo de PAs e terceiro,
estabelece sincronizacao entre PAs. O aumento do nimero de spikes em
um burst do segundo neurdnio provoca a variacao de <fypie>. As escalas
verticais sao as mesmas em todas as figuras. . . . . . .. ... L.
Espectro de poténcias dos PTs simulados (N = 27 e A = 3,0). Em (a),(b)
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Representagao no plano complexo do PT de um neurdnio tipico. Em (a)-
(c) N=45e XA =20. Em (d)-(f) N =125e A = 1,6. (a) e (d) ilustram
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foi tratada usando o filtro passa-faixa do mesmo tipo centrado em 52 + 2
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CFM do par central (esquerda) e par na fronteira (direita). As tortuosida-
des tém os valores A = 1,6 (circulos); 2,0 (diamantes); 3,0 (triangulos); 4,0
(quadrados) e N = 45.(a) e (b) CFM em baixa freqiiéncia.(c) e (d) CFM
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Resumo

Atividades epileptiformes (AEs) se caracterizam pela hiperexcitabilidade e sincroniza-
¢ao entre descargas neuronais. No inicio dos anos 80, demonstrou-se que € possivel induzir
AEs em ambientes onde a concentragao de célcio extracelular é reduzida a ponto de blo-
quear a transmissao por sinapses quimicas. Desta forma, os mecanismos nao-sinapticos
(MNSs) seriam responséveis pela geracao e sustentagdo das AEs nessas condigdes. MNSs
tém como exemplos o acoplamento por gap junctions (GJs) e as variagoes das concentra-
¢oes ionicas (Cls) intra e extracelulares. Durante as AEs, as Cls variam intensamente,
especialmente a concentragao de potassio extracelular ([K*],). O aumento de [K*],, de-
vido aos intensos disparos neuronais, ativa uma série de processos afetando as AES. Uma
questao importante é se a variagao de [K*], também atua sobre a interagao por GJs. Para
examinar como o acoplamento por GJs, modulado pela dinamica das Cls extracelulares
influencia os padroes de disparo e sincronizacao utilizamos a versao modificada de um mo-
delo, desenvolvido por Almeida e colaboradores, que simula AEs nao-sinapticas 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-Ca?*.
A corrente por GJs depende das CIs intracelulares dos neurénios conectados, ao contrario
da abordagem tradicional, a qual trata GJs como resistores 6hmicos. Modulamos as Cls
extracelulares usando a tortuosidade do meio extracelular e o nimero de compartimen-
tos do modelo. Variamos a intensidade do acoplamento por GJs, sob valores distintos
de tortuosidade, estudando as alteracoes nos disparos e na sincronizacao dos potenciais
transmembranicos. Também estudamos o caso de interacao nula por GJs, avaliando como
o acoplamento pelas Cls extracelulares, isoladamente, altera as descargas neuronais e as
correlagoes temporais. As simulagoes sugerem que as variagoes de [K'], modula a inte-
racao por GJs, modificando freqiiéncias de disparo e niveis de sincronizacao. Eliminando
a interacao por GJs, a alteracao das freqiiéncias de disparo e dos indices de sincronizacao

permanece, principalmente entre oscilagoes lentas.

Palavras-chave: Epilepsia, Sincronizacao, Conexoes Nao-sinapticas, Gap Junctions,

Tortuosidade, Espago 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*],). The
increase of [K*],, caused by intense neuronal discharge, activates several processes, which
subsequently affect EAs. We investigate whether the extracellular ionic concentration
variation, principally of [K*], also influence the coupling through GJs. To examine how
the GJ coupling, modulated by extracellular ionic concentration variation, affects dis-
charge and synchronization patterns, we use a modified 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-Ca?" conditions. The current through GJs is dependent on intracellular ionic
concentrations, different 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 firing and synchronization
modifications. We also study the case of null GJ coupling, to examine how the interac-
tion through extracellular ionic concentrations, in isolation, alters firing and temporal
correlations. Our results suggest that the extracellular ionic concentrations, especially
[K*],, modulates the GJ coupling, modifying firing frequencies and synchronization le-
vels. When the GJ coupling is eliminated, we observe variations in the firing 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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Capitulo 1

Introducao

Sincronizacao e hiperexcitabilidade neuronal sao elementos criticos para deflagrar e
sustentar crises epilépticas. Hiperexcitabilidade é a predisposicao excessiva para o disparo
de potenciais de a¢do (PAs). Ela pode ser induzida pela estimulagao elétrica repetitiva ou
pelo desequilibrio entre excitacao e inibicao sinapticas. A alteracdo dos mecanismos de
controle das concentragoes ionicas (CIs) também conduz ao aumento de excitabilidade.
Por exemplo, um desequilibrio na recaptacio de potassio extracelular, KI', provoca eleva-
¢ao da excitabilidade (Gorji et al., 2006). Isto acontece porque o aumento da concentragao
de potassio extracelular (|[K*],), acima de 5 mM desloca o potencial de repouso em dire¢ao
ao limiar para disparo de um PA. O aumento de [K*|, corresponde a um deslocamento
do potencial de Nernst, dependente da razao [K*],/[K"]; (Somjen, 2004).

O excesso de [KT], ndo é considerado uma causa primaria para crises epilépticas. En-
tretanto, observa-se, nos registros de crises in vivo e in vitro o aumento da concentracao
desse fon devido as intensas atividades neuronais (Konnerth et al., 1986; Yaari et al., 1986).
A elevagao de |[K™|, induz um processo de retro-alimentacao positiva (ou seja, um ciclo
de reforgo do aumento de [K™],), o qual ativa mecanismos responsaveis pela manutengao
de crises auto-sustentadas (Frohlich et al., 2008a). Uma conseqiiéncia interessante desse
fenomeno é a remogao de célcio extracelular (Ca2"), intensificando o aumento de excita-
bilidade pela redugao do efeito de blindagem eletrostatica superficial (Hille, 2001). Outro
efeito importante do decréscimo de Ca?™ ¢ o bloqueio da transmissao sindptica (Somjen,
2004).

No principio dos anos oitenta, demonstrou-se que é possivel induzir atividades epilep-
tiformes! (AEs) em fatias in vitro eliminando-se Ca®" da solu¢ao de banho (Jefferys e
Haas, 1982; Konnerth et al., 1984; Taylor e Dudek, 1982). Mais tarde, foram registradas
AEs in vivo, nas quais os niveis de Ca?" se reduziram o suficiente para o bloqueio das

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

! Atividades epileptiformes sao os padroes de atividade elétrica produzidos no cértex tipicos do tecido
epiléptico ou em processo epileptogénico (em transigdo para o estado de crises recorrentes nao provoca-
das) (Somjen, 2004).
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experimentos levaram a hipo6tese de interacoes nao-sinapticas como responsaveis pelas
AEs, ou seja, pela hiperexcitabilidade e sincronizacao.

O termo “nao-sinaptico” se refere a independéncia de comunicacao interneuronal por
sinapses quimicas ativas, ou seja, independéncia das vias de transmissao onde haja libe-
racdo de neurotransmissores em uma estrutura especializada, a fenda sinaptica (Alger,
2002; Jefferys, 1995). H4 evidéncias da importancia dos mecanismos nao-sinapticos para
a geracao de AEs mesmo a concentragoes normais de Ca?t (Bikson et al., 2002; Xiong
e Stringer, 2001). Os mecanismos nao-sinapticos abordados neste trabalho sdo o aco-
plamento por gap junctions (GJs)? e as variagoes das Cls extracelulares (Jefferys, 1995)
(considerando nulo o efeito de campo). Os acoplamentos por GJs induzem sincronizacao,
sendo também capazes de modular descargas neuronais (Hormuzdi et al., 2004; Perez-
Velazquez e Carlen, 2000). Investigacoes tedricas (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 6hmicos. Esta aproximacao é véilida quando
as variacoes das ClIs sdo negligenciaveis. Contudo, ha variacoes intensas das Cls durante
as atividades epileptiformes, devido ao desequilibrio do funcionamento de mecanismos de
transporte reguladores dessas concentracoes. Por exemplo, o descontrole das fungoes dos
cotransportes NKCC e KCC pode causar o acimulo de cloreto intracelular (Dzhala et al.,
2005; Fukuda, 2005; Koninck, 2007). Deste modo, é preciso examinar de que forma as va-
riacoes das Cls afetam as correntes que fluem por GJs e, conseqiientemente, os padroes de
disparo e de sincronizacao. Neste trabalho, assumimos que variacoes extremas de [KT],,
desregulam tais mecanismos de transporte, levando invariavelmente as alteracoes das Cls
intracelulares.

A eletrodifusao governa as variagoes das Cls extracelulares (Sykova e Nicholson, 2008).
Ela pode ser modulada alterando-se, por exemplo, a fracao de volume celular e a tortu-
osidade, caracteristicas estruturais do espaco extracelular. Tortuosidade representa um
impedimento & difusao pela presenca de obstrugoes celulares, aprisionamento de fons em
micro-espagos, interagoes com outras espécies quimicas e viscosidade nao-homogénea. A
tortuosidade, portanto, é um parametro que representa todos os fatores os quais reduzem
a livre difusdo (Sykova, 2004). Logo, podemos defini-la através de uma rela¢do entre os
coeficientes de difusao livre e efetiva (Sykova e Nicholson, 2008).

Estudos experimentais e teéricos de atividades epileptiformes nao-sinapticas (AENS)
sao conduzidos, em sua maioria, no hipocampo, porque essa estrutura é propicia a geracao
de AEs. A distribuicao celular, altamente organizada em laminas promove o espalhamento
de atividade sincronizada e a geracao de potenciais de campo extracelulares intensos. H&
varias propostas sugerindo que o giro dentado (GD) funciona como um portdo ou filtro

para a entrada de informacgoes para o hipocampo. O motivo é a resisténcia dessa regiao a

ZNeste texto utilizamos o termo gap junctions para designar juncoes 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 relacao aos tipos celulares principais das demais regioes do
hipocampo. Sendo assim, o GD bloquearia o fluxo de AE para o hipocampo (Dudek e
Sutula, 2007).

Todavia, as células granulares do GD sao conectadas por GJs (MacVicar e Dudek,
1982). Além disso, o denso empacotamento dessas células facilita interagoes por efeito
de campo e pela modificagao do actimulo idnico por eletrodifusao. Como conseqiiéncia,
quando submetida ao aumento de |[KT|, essa area perde seu papel protetor, exibindo
descargas epileptiformes que eventualmente se espalham para as demais regioes hipocam-
pais (Schweitzer et al., 1992).

Nesta tese investigamos os padroes de disparo e de sincronizagao utilizando um modelo
para a geragao e sustentacao de AE. O modelo, uma modificagao da versao introduzida
por Almeida e colaboradores (Almeida et al., 2008), simula os padroes de AEs no GD
em fatias do hipocampo de ratos, in vitro, sob o protocolo alto-K* e zero-Ca?t. Ele
permite explorar a intensidade do acoplamento por GJs, sob grandes alteracoes das Cls
intra e extracelulares. Também possibilita estudar as modificacoes no actimulo de fons
no espago extracelular, especialmente K, alterando a tortuosidade do meio ou o total de
unidades funcionais do modelo, que modifica a quantidade de fons liberados para o espago
extracelular.

Revisamos, no capitulo 2, os aspectos mais importantes sobre epilepsia, com destaque
para a epilepsia do lobo temporal, que acomete o hipocampo. Abordaremos as principais
manifestacoes clinicas, estruturas corticais envolvidas e os mecanismos celulares determi-
nantes para a génese de AEs, incluindo os mecanismos nao-sinapticos. Discutiremos ainda
a importancia da utilizagao de modelos tedricos para elucidar os processos envolvidos no
surgimento e sustentacao de crises. No capitulo 3 descrevemos o modelo AENS, incluindo
todo o conjunto de equacgoes e parametros utilizados na simulacao.

Analisamos potenciais transmembranicos (PTs), potenciais de campo extracelulares
(PCEs)?, concentragoes e fluxos simulados pelo modelo, medindo as mudangas no padrao
de atividade por meio da inspecao qualitativa dessas grandezas e pelo célculo das freqiién-
cias médias de disparo. A anélise de sincronizacao usa o conceito de sincronizacao de fase
entre pares de PTs (Rosenblum et al., 2001). Esta andlise possibilita estudar separada-
mente as diversas freqiiéncias de disparo, ou seja, a sincronizacao entre oscilacoes lentas
e entre PAs no bursting (Izhikevich, 2007). Faremos uma breve revisao dos conceitos de
sincronizacao no capitulo 4. Utilizamos a coeréncia de fase média, uma grandeza bem
estabelecida, para a medida de sincronizacao de fase entre osciladores auto-sustentados,
uma caracteristica dos neurénios do modelo quando submetidos a [K*], elevada. Além da

coeréncia de fase média, os indices baseados na teoria de informacao tém sido utilizados

3Usamos adesignagao "potencial de campo"para traduzir o termo field potential (Kandel et al., 2003).
10 termo burst pode ser traduzido como salva (de potenciais de agao) (Kandel et al., 2003).
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para analisar distribui¢oes de probabilidade de sistemas nao-lineares, caracterizando regi-
mes de sincronizacao. Nesses regimes, as distribuicoes de probabilidade das fases relativas
tendem a se concentrar; no caso oposto, de dessincronizacao, as distribuicoes tendem a
uniformidade.

No capitulo 5 analisamos a modulacao de freqiiéncias de disparos, amplitudes e da
coeréncia de fase média quando modificamos o acoplamento por GJs, sob diversos valores
da tortuosidade do meio extracelular e de unidade funcionais do modelo (ou tamanho da
rede). No capitulo 6, estudamos o caso sem interagoes por GJs, considerando o efeito
isolado da interagao via Cls extracelulares, modulada pela tortuosidade e tamanho da
rede, sobre disparos e sincronizacao. Finalmente, no capitulo seguinte fazemos algumas
consideracoes finais e discutimos os mecanismos envolvidos na génese e sustentacao de

AENS que nao foram abordados nesta tese.



Capitulo 2

Revisao

2.1 Epilepsia

Epilepsia é considerada a desordem neurologica mais comum, atingindo cerca de 1%
da populacao mundial. Também se estima que entre 5% e 7% terd 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 significa ser acometido, ou pego de sur-
presa (da Silva e Cavalheiro, 2004), um termo originario da no¢ao de ataque por entidades
sobrenaturais, usualmente como punicao; alias, até hoje, a despeito dos avancos no di-
agnostico e tratamento das epilepsias, ainda existe o estigma da possessao sobrenatural
sobre os seus portadores (Engel et al., 2007; Gomes, 2006). Descri¢oes acuradas de crises
epilépticas vém sendo feitas ha mais de 3000 anos, por egipcios, sumérios, assirios, chine-
ses e indianos, datando os relatos mais antigos de 3500 a.C. (da Silva e Cavalheiro, 2004).
Atribui-se a um texto de Hipo6crates, por volta de 400 a.C., a introducao da nocao de
uma causa neurologica, e nao sobrenatural para as crises epilépticas, a qual poderia ser
tratada com dietas e farmacos (Engel et al., 2007; Somjen, 2004). A concep¢ao moderna
de epilepsia surge no século XIX, com os trabalhos de diversos médicos e cientistas, com
destaque para o britanico John Hughlings Jackson, segundo o qual “crise é uma descarga
stibita, excessiva e rapida da substancia cinzenta ' e que as crises podem ser categorizadas
segundo critérios clinicos (Gomes, 2006). O enunciado de Jackson se assemelha & atual
definicao de crise epiléptica, segundo a qual é uma interrupgao transitoria das funcoes ce-
rebrais normais provocada pela atividade neuronal hiper-sincrona e excessiva. Epilepsia
nao pode ser classificada como uma doenca especifica, e sim como um grupo de desordens
neurologicas cronicas, caracterizadas pela ocorréncia espontanea e recorrente de crises
envolvendo populagoes de neuronios de varias regioes do cortex cerebral, tanto quanto
por manifestages clinicas que incluem alteragoes demarcadas no comportamento (Engel
et al., 2007; Somjen, 2004).

!Substancia cinzenta é formada por corpos neuronais, glia (astrocitos e oligodendrocitos), neurépila
(dendritos e axonios mielinados ou néo) e capilares no cérebro e na medula espinhal (Purves et al., 2004).
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As epilepsias sao classificadas segundo um conjunto de critérios, sendo o mais comum
quanto a extensdo do envolvimento de estruturas corticais do sistema nervoso (Engel e
Scharwtzkroin, 2005). Deste modo, crises epilépticas podem ser classificadas como par-
ciais ou generalizadas. No primeiro tipo a crise se origina em uma regiao localizada do
cérebro, o foco. Quando ha perda total ou parcial da consciéncia fala-se de crise parcial
complexa, caso contrario este tipo de crise é definida como simples. As crises podem se
espalhar por todo cortex, num processo conhecido como generalizacao secundaria. De-
pendendo da localiza¢ao do foco ha manifestacoes motoras, somatosensoriais (auditivas,
visuais, gustativas etc.), sensitivas e psiquicas. Crises parciais simples envolvem, em
geral, estruturas do neocoértex; por outro lado, as crises parciais complexas atingem, co-
mumente, estruturas do lobo temporal medial como a amigdala e a formagao hipocampal
(figura 2.1(b); (McNamara, 1994)).

As crises generalizadas comprometem de forma simultinea e simétrica os dois he-
misférios cerebrais, desde o inicio da crise, e envolvem alteragoes na consciéncia, com
manifestacoes motoras ou nao. As crises tonico-clonicas, exibem manifestacoes classicas,
como as contragoes e extensoes musculares involuntarias 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). E também a forma de epilepsia mais resistente
aos farmacos anticonvulsivantes, mas que pode responder bem a intervencoes cirirgi-
cas. Quando afeta estruturas do neocortex, na superficie externa do lobo temporal (fi-
gura 2.1(a)), classifica-se a ELT como epilepsia do lobo temporal lateral. Por outro lado,
se estruturas do sistema limbico sao comprometidas, particularmente a amigdala, o hipo-
campo, o subiculo e o giro parahipocampal, falamos de epilepsia do lobo temporal mesial
(figura 2.1(b)). As estruturas atingidas na ELT mesial estao envolvidas em processos de
controle das emocoes, memoria e aprendizagem, exibindo destacados fenomenos de plas-
ticidade neural (Guedes et al., 2006). A esclerose hipocampal, a manifestagao fisiologica
mais comum, envolve perda seletiva de neuronios e gliose (proliferagao de células gliais?;
veja se¢ao 3.2.5) e conseqiiente atrofia do hipocampo (Andrade-Valenga et al., 2006).Den-
tre as manifestacoes clinicas das crises epilépticas na ELT mesial estao incluidas alguns
tipos de amnésia, alucinagoes olfativas, gustativas, auditivas e/ou visuais, sensagoes in-

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

2Células gliais (ou glia, ou ainda neuroglia) sao células de suporte as fungoes neuronais. Sao respon-
séveis por manter a homeostase, influenciam o desenvolvimento neuronal, bem como a recuperagao apos
danos, além de outras fungoes (Purves et al., 2004).
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Figura 2.1: Lobo temporal medial e estruturas do sistema limbico.(a) Localizacao do lobo
temporal no cortex cerebral (adaptado de Taupin (2007)). (b) Estruturas do lobo mesial temporal
que constituem o sistema limbico, dentre elas a amigdala e o hipocampo (modificado de Morris
e Maisto (2001)).

2.3 Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura intensamente estudada, devido ao seu envolvimento em
mecanismos de navegacao espacial, formacao de memorias e processos de aprendizagem, &
alta susceptibilidade a geracao de AEs e também & sua organizacao laminar, com estrutu-
ras celulares regularmente distribuidas em camadas, a qual permite um estudo facilitado
de sua fisiologia, dentre varias outras razoes (Andersen et al., 2006). O hipocampo estéa
situado no lobo temporal medial e pertence ao sistema limbico. Sao dois os hipocampi
presentes em mamiferos, cada qual uma imagem espelhada do outro, localizados em cada
hemisfério cerebral. Tem a forma encurvada, caracteristica que inspirou anatomistas do
século XVT a lhe conferir o termo hippocampus (do grego cavalo-marinho; (Sweatt, 2003)).

Rafael Lorente de N6, 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 sao estruturas encurvadas que se assemelham a
letras ‘C’ intercaladas (figura 2.2). Outra terminologia considera que o GD e o CA (junta-
mente com o complexo subicular e o cortex entorrinal) compoem a formagao hipocampal,
sendo as regioes do CA (CA1l, CA2, CA3) denominadas de hipocampo propriamente dito.
Estruturas celulares bem delimitadas em camadas (ou strata) constituem as regides do

hipocampo.
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Figura 2.2: Hipocampo: circuito intrinseco e regides principais. (a) Esquema do fluxo de
informacao pelas conexdes intrinsecas da formagao hipocampal (modificada de (Sweatt, 2003)).
(b) Seccao da formagao hipocampal na qual observamos as regioes GD e CA| representacao dos
tipos celulares principais (células granulares no GD e piramidais no CA) e das vias que compoem
o circuito tri-sindptico. Legendas: ento, coértex entorrinal; sub, subiculum; pp, via perfurante;
GD, giro dentado; fim, fimbria; alv, alveus; Sch, colaterais de Schaffer; mf, fibras musgosas
(modificado de (O’Keefe e Nadel, 1978)).
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O GD & formado por trés camadas (de dentro para fora): polimoérfica, granular e mole-
cular (figura 2.2(b)). Na camada polimorfica, localizada no interior do hilus, predominam
interneuronios largamente espalhados com varias morfologias. A camada principal, a gra-
nular, é uma area onde os corpos celulares de neurénios granulares e células gliais estao
densamente empacotados, formando um grupo homogéneo com pequenos axdnios. Na
camada molecular se situam os dendritos proximais das células granulares. Os axdnios
das células granulares se organizam em um feixe, denominado feixe de fibras musgosas,
que se projeta para os neurdnios piramidais do CA3 (O’Keefe e Nadel, 1978). Os cinco
estratos que constituem o CA sao, de dentro para fora, o estrato lacunoso-molecular, ra-
diato, piramidal, o oriens e o alveus. Os dois primeiros contém os dendritos apicais dos
neuronios 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 axOnios piramidais que se projetam em dire¢ao a fimbria (figura 2.2(b)). As células
piramidais do CA3 projetam axo6nios colaterais para o CA1l, denominados colaterais de
Schaffer. A regiao do CAl, por sua vez, também projeta axonios colaterais na direcao
do subiculo e cortex entorrinal, além de outras regides como o septo lateral e a amigdala
(figura 2.2(a); (O’Keefe e Nadel, 1978; Taupin, 2007)).

Diversas 4reas sensoriais do cortex enviam informagoes para o hipocampo, como por
exemplo, o cortex visual, auditivo, somatosensorial e os cortices perirrinal e entorrinal,
os dois tltimos pela via perfurante (Taupin, 2007). Esta é formada por um conjunto de
feixes axonais que inerva a face interna do GD (figura 2.2(b)). A via perfurante, as fibras
musgosas e os colaterais de Schaffer constituem o circuito tri-sinaptico.

O hipocampo é uma estrutura bastante suscetivel a geracao de AE, devido a orga-
nizacao de suas redes neurais, com presenca massiva de conexoes recorrentes, as quais
reforcam a probabilidade de ativacao neuronal. Vale dizer que a demanda metabdlica do
hipocampo esta entre as mais altas do cortex devido, provavelmente, a alta densidade ce-
lular (O’'Keefe e Nadel, 1978). Além disso, o arranjo ordenado de suas estruturas celulares
permite uma influéncia importante de mecanismos de regulacao de concentracoes ionicas
e também de interacoes nao-sinapticas. Essas interacoes sao importantes para a sustenta-
¢ao da hiperexcitabilidade e de altos niveis de sincronizacao (Jefferys, 1995; McCormick
e Contreras, 2001).

2.4 Atividades epileptiformes e bases celulares

A identificacdo das descargas interictais (ou entre crises) no EEG (eletroencefalo-
grama) é um método tradicionalmente usado para o diagnostico das epilepsias focais. As
descargas interictais podem assumir os padroes de espiculas, ondas agudas, poli-espiculas,
ondas lentas de largas amplitudes e complexos do tipo espicula-onda. A espicula interictal

(interictal spike) é o padrdo mais simples identificavel no EEG, com duragdo menor do que
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70 ms, ocorrendo isoladamente sobre um plano de fundo de atividade nao patologica (Mc-
Cormick e Contreras, 2001). As AEs registradas no EEG sao originarias de um padrao
de descarga neuronal coletiva. A espicula interictal é resultado do disparo de salvas de
PAs (bursts) em neuronios individuais. O bursting ¢ um padrao comumente observado no
sistema nervoso central de varias espécies animais, nao necessariamente vinculado a uma
patologia. A caracteristica principal do burst epileptiforme é a mudanca paroxistica da
despolarizacao (MPD; do inglés parozysmal depolarizing shift (Kandel et al., 2003)), uma
despolarizacao do potencial transmembranico (PT) com duragao relativamente longa e
elevada amplitude, seguida de um periodo de hiperpolarizacdo (McCormick e Contreras,
2001). Ha evidéncias de que a MPD ¢é gerado por correntes sinapticas e correntes de
membrana intrinsecas (figura 2.3; (Bazhenov et al., 2008)).

O potencial de campo extracelular (PCE) é um registro da atividade coletiva de uma
populacao de neuronios, numa escala espacial inferior aos registros do EEG. Durante um
MPD o padréo tipico do PCE é a queda da linha de base, ou do nivel DC (figura 2.3).
Quando as descargas da populacao de neurénios sao altamente sincronizadas, observamos
variacoes em alta frequéncia, sobrepostas a variacao da linha de base, denominadas po-
pulation spikes®. Estas sao espiculas observadas no meio extracelular, fruto dos disparo
combinado de PAs de um conjunto de neurdnios (Somjen, 2004).

As descargas interictais podem indicar uma progressao para uma crise completa, mas
esta nao é a regra geral (Avoli, 2001; Engel et al., 2007). Todavia, em varios modelos
experimentais de crises induzidas ha a transicao de uma seqiiéncia de descargas interictais
para um padrdo de descarga ictal, ou seja, caracteristico de uma crise completa (Amzica
e Steriade, 1999; Jensen e Yaari, 1988; Somjen, 2004).

As descargas ictais sdo plenamente identificaveis no EEG, pois apresentam padrao
marcadamente distinto das oscilagoes nao-patologicas. O recrutamento e a sincronizagao
entre descargas neuronais delineiam o espalhamento da crise para neuronios na area de
foco, ou para outras regides corticais, quando ha generalizacao secundaria. Os fatores
determinantes desses mecanismos de recrutamento e sincronizagao incluem a amplificacao
da excitagao e/ou inibi¢do sinépticas e a presenca de circuitos sinépticos excitatorios
recorrentes (Engel et al., 2007; Somjen, 2004), conexao por GJs (Traub et al., 2008),
efeitos de campo elétricos (Jefferys, 1995) e elevagdo das concentragoes extracelulares
de potassio (Frohlich et al., 2008a). Os dois tltimos sao classificados como mecanismos

nao-sinapticos, foco desta tese.

2.5 Conexoes nao-sinapticas

A neurotransmissao por sinapses quimicas é o modo de comunicacao entre neurénios

predominante no sistema nervoso. Contudo, nao é a tinica via de transmissao. Cada vez

3N&o traduzimos e termo population spike.
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Figura 2.3: Padroes observados durante AEs. (a) Espicula interictal de registro de EEG
(acima) e correlatos intracelulares (abaixo; modificado de (Somjen, 2004)). (b) MPD (acima)
no qual atuam potenciais pos-sinépticos (EPSPs e IPSPs) e correntes de membrana intrinsecas
(INa(p), Icas Ix(Ca) € lieak- corrente de sodio persistente, corrente de célcio, corrente de potéssio
célcio-dependente e corrente de vazamento, respectivamente). Abaixo segue o registro do PCE
no qual o desvio da linha de base é proeminente (modificado de (Bazhenov et al., 2008)). (c)
PCEs (acima) e bursts epileptiformes intracelulares (abaixo) registrados em células piramidais
do CA1 durante crises induzidas pela elevagao da concentragao de potéassio extracelular (extraido
de (Somjen, 2004)).
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mais as conexoes nao-sinapticas? sao reconhecidas como relevantes para o funcionamento
normal do cérebro e também para uma série de patologias, principalmente nas epilepsias.
Em geral, as conexoes nao-sinapticas sao aquelas nas quais nao ha um processo classico
de neurotransmissao; ou seja, nao ha encapsulamento de neurotransmissores, seguida de
liberacao na fenda sinaptica, com a posterior geracao de potenciais pos-sinapticos. Deste
modo, alguns autores consideram quatro as principais classes de interagoes nao-sinapticas,
as quais envolvem, fundamentalmente, modulagao por ions e campos elétricos. Sao elas:
o acoplamento eletrotonico por GJs, o acoplamento efaptico (definido a seguir), as intera-
¢oes por efeito de campo e as variagoes das concentragoes idnicas extracelulares (Dudek
et al., 1998; Jefferys, 1995). Outros tipos de interacido neuronal ndo-sinaptica incluem a
comunicacao via diversos sinalizadores como neurotransmissores, fatores troficos, enzimas
e gases como NO e CO,. Esses sinalizadores se difundem pelo meio extracelular e por
isso este tipo de comunicacao ¢ denominado transmissao por volume (Agnati et al., 2006;
Alger, 2002).

Em 1982, o debate sobre o papel dos mecanismos nao-sindpticos na pesquisa em epi-
lepsia cresceu consideravelmente. Os trabalhos de Taylor e Dudek (1982; (Taylor e Dudek,
1982)) e Jefferys e Haas (1982; (Jefferys e Haas, 1982)) atestam que a indugao de AEs
em fatias de hipocampo se mantém mesmo se suprimindo a neurotransmissao em sinap-
ses quimicas, por eliminacao do céalcio da solucao de perfusao. Nesses experimentos, o
fator de inducao das atividades foi o acréscimo da concentracao de potassio extracelular,
que aumenta a neuronal. Logo, foi possivel registrar PCEs, caracterizados por population
spikes, os quais acontecem devido as descargas neuronais sincronizadas. Isto levou os au-
tores a propor a atuacgao de alguma combinacao dos efeitos da variagdo das concentragoes
ionicas extracelulares, acoplamento eletrotonico por GJs e efeitos de campo elétrico como
mecanismos de causa e sustentacao das atividades (Jefferys e Haas, 1982).

As GJs sao conexoes formadas por grupos de seis proteinas, as conexinas, existentes
em cada par de células conectadas (figura 2.4; (Purves et al., 2004)). Essa estrutura
permite o contato direto entre os citoplasmas neuronais, possibilitando o fluxo passivo e
direto de ions, ou outras espécies quimicas, uni ou bidirecionalmente. Tal caracteristica
faz com que as GJs sejam conhecidas como sinapses elétricas. Ha varias evidéncias atri-
buindo as 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 rapida
transmissao de correntes, numa escala tempo de fracao de milissegundos, comparadas as
sinapses quimicas, nas quais a geracao de potenciais pos-sinapticos acontece em dezenas
de milissegundos. GJs também induziriam oscilagdes muito rapidas (ou very fast oscil-
lations), um padrao bastante observado durante as transigbes das atividades interictais
para atividades ictais (Traub et al., 2008). Neste caso, as GJs, localizadas entre axonios

de neurdnios corticais, amplificariam as excitacoes sinapticas, facilitariam a geracao de

1A defini¢do de conexdo nao-sindptica segue a nomenclatura introduzida por Jefferys (Jefferys, 1995)
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PAs e facilitariam a formacao de bursts. A intensidade dessas conexoes pode ser variada
pela acidificacao do meio intracelular, pela aplicagao de bloqueadores como octanol ou ha-
lotano. Essas estruturas foram identificadas nos tipos celulares principais do hipocampo
(Dudek et al., 1998; Rodrigues, 2003).

Efapse, uma palavra grega que significa tocar, contrasta com o termo sinapse, o qual
implica contato forte ou uniao. No entanto, o termo denomina as interacoes por campos
elétricos entre superficies neuronais muito proximas, mas que nao se tocam, ou em regioes
onde o espaco extracelular é bastante reduzido. Na década de 40, Arvanitaki demons-
trou que dois axdnios proximos em um fluido de baixa condutividade podem interagir,
pois as despolariza¢oes em um deles induziam despolarizagoes no segundo ( (Jefferys,
1995); figura 2.5). Alguns autores nao consideram as interacoes efapticas um meca-
nismo independente de transmissao nao-sindptica e sim um tipo de interacao por efeito
de campo (Rodrigues, 2003).

Membrana
pos-sindptica

Poros conectando
os citoplamas dos
dois neurdnios

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

Durante o disparo de PAs, ha producao de correntes ionicas no espaco extracelular, as
quais geram campos elétricos que influenciam os potenciais transmembranicos dos neurd-
nios da vizinhanca (figura 2.6). Este tipo de interagao, denominado efeito de campo
elétrico (ou efeito de campo) nao exige uma grande proximidade entre as estruturas inte-
ragentes. Logo, nao deve ser confundido com a transmissao efaptica.

As correntes io6nicas lancadas ao meio extracelular devem retornar a célula, satis-
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Figura 2.5: Exemplo de interac¢oes efépticas entre axonios gigantes de lula (extraido de (Jefferys,
1995)).

fazendo a uma condicao de eletroneutralidade, pois se tratam de correntes endogenas
(supondo-se nao haver correntes externas aplicadas a célula). Sendo assim, formam-se
lagos de corrente no meio extracelular (figura 2.6), gerando campos elétricos os quais
atuam sobre os neurdnios nas vizinhancas. Por exemplo, um neurdnio inativo pode se
despolarizar em funcao de tais campos extracelulares (Holt, 1998; Nunez e Srinivasan,

2005). As correntes ionicas extracelulares podem ter origem sinaptica ou nos PAs.

Figura 2.6: Correntes i6nicas langadas ao meio extracelular, a partir do ax6nio do neurdnio
esquematico, devido & propagacdo de um PA. Egsas correntes ionicas extracelulares geram os
campos elétricos os quais alteram os potenciais de membrana de neurénios da vizinhanca. Mo-

dificado de (da Silva, 2002)

A depender do alinhamento de uma populacdo de neurdnios, os seus campos elétricos
podem se reforcar produzindo potenciais de campo intensos da ordem de varios mV.
No hipocampo, a alta densidade celular e a estrutura morfologica organizada de forma
laminar, com o alinhamento dos somas de células piramidais e granulares oferece um

ambiente propicio aos efeitos de campo elétrico. Essas condi¢oes permitem o recrutamento
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de células inativas e a sincronizacao entre os seus disparos, favorecendo o aparecimento de
crises epilépticas e sua propagacao. Os efeitos de campo podem atuar em conjunto com
o acoplamento por GJs, reforcando a sincronizacao dos PAs (Dudek, 2004). Os efeitos
de campo também dependem da resistividade do tecido, variavel durante as atividades
neuronais. Em um regime de intensa atividade da populacao de neuronios, hd o aumento
dos volumes celulares, resultando em um aumento de resistividade do tecido. Isto, por
sua vez, amplifica os efeitos de campo (Fox et al., 2004).

Os fons no meio extracelular atuam como elementos de acoplamento entre neurénios
e outros tipos celulares. Essa transmissao, que nao exige a participacao de estruturas
celulares especializadas, como fendas sinapticas ou GJs, é um tipo de transmissao por
volume (Agnati et al., 2006). Os fons principais sio K™, Na™, C17, Ca*" e Mg*". Os efeitos
mais importantes incluem controle sobre propriedades da membrana neuronal, como a
excitabilidade, alteracoes do volume celular e no modo de operacao de canais idnicos e
outras proteinas transportadoras. Além disso, também modulam a neurotransmissao. A
variacao das concentragoes idonicas extracelulares é importante para entender patologias e
disfunc¢oes como epilepsia, depressao alastrante, encefalopatia hipoxica e acidente vascular
cerebral (Frohlich et al., 2008b).

Os efeitos do potassio extracelular sobre as AEs tém sido objeto de intenso debate
desde meados dos anos 60 (Jefferys, 1995; Somjen, 2004). Aumento da [K*], modula a
excitabilidade neuronal, modifica a resisténcia da membrana celular, atuando ainda sobre
a transmissao sinaptica. Elevagoes da [KT],, abaixo de uma faixa especifica (cerca de duas
vezes a concentracao basal no GD do hipocampo de ratos, cerca de 4,0 mM) pouco modi-
ficam a excitabilidade neuronal. Isto acontece porque as flutuacoes das concentragoes de
K garantem a baixa variagao do potencial de repouso. Todavia, além da faixa especifica,
o PT cresce com |[K*|,, aproximando-se do potencial de Nernst para esse ion (figura 2.7).
O resultado é a despolarizagao neuronal, com o potencial tendendo a alcancar o limiar
para disparo de PAs (Somjen et al., 2008). Outro efeito do crescimento da [K*], é a queda
da resisténcia de membrana devido a elevacao da probabilidade de abertura de canais i6-
nicos. Além disso, o acamulo de potéassio extracelular pode modificar o funcionamento de
canais i6nicos e cotransportadores, notadamente os cotransportes cation-cloreto (Almeida
et al., 2008).

A hipoétese do acimulo de potéssio extracelular como causa para crises epilépticas sur-
giu a partir de observacoes do aumento de excitabilidade com o crescimento da [K*|, (Fert-
ziger e Ranck, 1970; Green, 1964). Segundo essa hipdtese, sob condi¢des normais,[K*],
oscila em torno de um valor basal devido as atividades fisiologicas. Um aumento transi-
ente da [K™], induz crises epilépticas porque a liberagao de potassio durante os disparos
conduz a um circulo vicioso de aumento de excitabilidade e de novo acumulo de K7
(Frohlich et al., 2008a; Somjen et al., 2008). Eventualmente, o excesso de excitabilidade

inativa canais para sodio encerrando a crise. De fato, durante crises epilépticas, registros



Capitulo 2. Revisao 16

220

-30 -

-40 4

-50 -

Potencial transmembrénico (mV)

-60

=70

e
-

A i 1 R
1 2 4 10 20 40 100
[K*]o (mM)

Figura 2.7: Variagdo do PT com [KT], (em células do glanglio dorsal de ratos). Cada ponto
representa a média com o desvio padrao. As abscissas foram expressas numa escala logaritimica.
Concentragoes acima de 10mM aproximam o PT do potencial de Nernst do potassio (linha reta).
Adaptado de (Somjen, 2004).

com eletrodos seletivos a potassio demonstram o acimulo desse ion em experimentos in
vivo e in vitro (Jefferys, 1995; Jensen e Yaari, 1997; Traynelis e Dingledine, 1988). No
entanto, algumas evidéncias levaram a rejeicao da hipotese. Ha dificuldade em definir um
limiar de acimulo de K" no inicio de uma crise, pois as observagoes indicam que [K*],
nao cresce monotonicamente durante as crises; em vez disso,|[K™|, cresce durante a fase
ativa do bursting e decresce na fase silenciosa. Também poucas evidéncias demonstram
a inativacao de canais para s6dio com o excesso de excitabilidade, fenébmeno denominado
bloqueio por despolarizacao (Bikson et al., 2003). Além disso, a concentragao de potassio
cresce em atraso com relagao ao inicio da crise, ao invés de uma elevacao adiantada ou
concomitante. Logo, o aumento de [K*], deve ser conseqiiéncia e nao causa das crises
epilépticas. Para finalizar,também foram medidas elevagoes de [K*],, para valores obser-
vados durante crises, com a estimulacao elétrica de tecido saudével do cortex, sem inducao
de AEs (Frohlich et al., 2008a; Somjen, 2004).

Alguns autores sugerem uma variante da hipotese do acimulo de potassio extracelular
para explicar a transigoes interictal-ictal (Jensen e Yaari, 1997). Modelos computacionais,
que incorporam a dindmica das concentracgoes ionicas agregam essa variante (Almeida
et al., 2008; Frohlich et al., 2008b; Somjen et al., 2008). Essas observacoes e modelos
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também indicam que alteragoes dos mecanismos de homeostase de KI' podem explicar o
acimulo durante crises epilépticas.

Célcio e magnésio também atuam sobre o PT. A reducao das concentragoes desses
ions reduz a excitabilidade neuronal, aumentando a resisténcia de membrana pelo meca-
nismo de blindagem superficial de carga. Na superficie externa da membrana neuronal
h& uma concentracao de cargas ou residuos negativos, que se ligam aos cations do meio
extracelular, especialmente aos céations divalentes. A ligacao desses cations eleva o PT
total (soma das contribui¢oes capacitiva, superficial, intra e extracelular). A remogao
dos cations reduz o PT, aumentando a probabilidade de abertura dos canais e, portanto,
reduzindo a resisténcia de membrana.

Outro efeito importante desses ifons ¢ a modulagdo da neurotransmissao. A redugao
da [Ca®T|, inibe a liberagao de neurotransmissores, pois esse ion ¢ pré-requisito para a
fusdo de vesiculas no terminal pré-sinaptico (Purves et al., 2004; Somjen, 2004). Por
outro lado, o aumento dessa concentracao também eleva a excitabilidade no terminal
pos-sindptico. Uma reducao abaixo de 0,2 mM pode bloquear as transmissoes sinapticas
facilitando o aparecimento de bursts espontaneos (Jefferys e Haas, 1982; Taylor e Dudek,
1982). Alias, o protocolo de reducao de calcio na solugao de perfusao é bastante utilizado
para inducao de crises sustentadas por mecanismos nao-sinapticos. OQutro protocolo para
indugdo de crises consiste na diminuicio de [Mg**],, reduzindo a excitabilidade e inibindo
as transmissoes sinapticas (Engel et al., 2007).

Os efeitos principais das variacoes de sodio e cloreto se relacionam as modificacoes da
pressao osmotica as quais provocam alteracao dos volumes celulares. NaCl extracelular
tamb atua sobre as transmissoes sinapticas, havendo uma estimulagao a neurotransmissao
quando as concentracoes desse sal se reduzem ou quando se diminui a osmolaridade do
fluido extracelular (Somjen, 2004). A hipotonicidade extracelular produz um aumento dos
volumes celulares, reduzindo o espaco intersticial e favorecendo as interacoes por efeito
de campo (Azouz et al., 1997; Kilb et al., 2006).

Durante crises epileptiformes, as concentragoes intracelulares de sédio tendem a cres-
cer, pois os disparos de PAs necessitam de influxos de s6dio. O mesmo acontece com [C1™];,
pelo desbalanceamento de mecanismos de transporte, notadamente dos cotransportadores
cation-cloreto. Como vimos, a elevacao das concentragoes extracelulares de potassio altera
o modo de operacao desses transportadores. Algumas observacoes experimentais apontam
para o efeito anticonvulsivante de diuréticos, os quais tém 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 doenca é uma reproducao em espécies nao-humanas de con-
di¢oes patologicas, permitindo a realizacao de procedimentos inacessiveis em seres hu-
manos (Fagundes e Taha, 2004). Além disso, facilitam a obtencdo de um ntimero de
amostras estatisticamente representativo. Os modelos animais possibilitaram entender
os mecanismos fisiologicos, celulares e moleculares da epilepsia. Os estudos em modelos
animais abrangem as preparacoes in vivo e in vitro (figura 2.8). Nas preparagoes in vitro
estuda-se um sistema simplificado e representativo do animal intacto, no qual se preser-
vam as estruturas de interesse. Além disso, oferecem estabilidade mecéanica, fundamental
aos registros eletrofisiologicos, facil visualizagao de estruturas microscopicas e o controle
de farmacos e ions extracelulares na solugao de banho (Engel et al., 2007).

As preparacoes in vitro principais compreendem células dissociadas, culturas dissoci-
adas, fatias, culturas de fatias, regides cerebrais isoladas e cérebro isolado. Dentre estas
as fatias de hipocampo sao, talvez, a preparacao mais utilizada na pesquisa em epilepsia.
Essas fatias sao mantidas em condicoes proximas das fisiologicas, por varias horas, utili-
zando uma solugao artificial do fluido cérebro-espinal (do inglés artificial cerebral spinal
fluid). Deste modo, pode-se acessar varias caracteristicas do tecido e preservar parte de
sua organizacao. A maioria dos estudos de fatias in wvitro utiliza o registro eletrofisio-
logico, nas modalidades intra e extracelular. O registro extracelular mede respostas de
uma populacao de neurdnios enquanto que a modalidade intracelular capta respostas de
uma unica célula. A estrutura lamelar e a orientacao regular dos tipos celulares do hipo-
campo tornam esta regiao especialmente apropriada a esta preparacao, onde o controle
da espessura preserva intactas as redes de neurdnios de interesse (Bernard, 2005).

Classificam-se os modelos de epilepsia in vitro em agudos e croénicos. Nos modelos
agudos sao induzidas AEs, de maneira relativamente abrupta no tecido normal. Isto
permite estudar as mudancas nas propriedades celulares ou da rede de neurdnios que
converteram o tecido normal em tecido epiléptico. Nos modelos cronicos o tecido vem
de um doador, animal ou humano, cronicamente epiléptico. O objetivo desses estudos é
entender as mudancas fisiologicas que alteraram cronicamente o tecido epiléptico (Engel
et al., 2007; Engel e Scharwtzkroin, 2005). O modelo animal utilizado como base do

estudo desta tese ¢ 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 fisioldégicos que evoluem
no tempo, baseados em propriedades emergentes de sistemas complexos sub-celulares,

celulares e macroscopicos. Determinar como tais mecanismos atuam conjuntamente, nos
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fenomenos epilépticos, por meio de investigacoes experimentais, exclusivamente, se torna
bastante dificil. Por esta razao, cada vez mais as investigacoes tedricas, com o emprego
de ferramentas computacionais vém assumindo um papel importante para entender as
causas dessa desordem (Lytton, 2008; Wendling, 2005).

Com relagao aos mecanismos celulares das AEs, as atuais técnicas de registro eletro-
fisiologico permitem acompanhar, com boa resolucao temporal, um ntimero restrito de
variaveis fisiologicas. Isto é o caso, por exemplo, das correntes idnicas de um dado me-
canismo de transporte, como as correntes de um canal ionico. Todavia, para entender
as interacoes de diversos mecanismos, 0 que requer observar muitas variaveis simulta-
neamente, o uso de simulagbes computacionais se mostra bastante eficaz (Kager et al.,
2007). Os trabalhos teoricos de Kager e colaboradores (2007) (Kager et al., 2007), bem
como de Somjen e colaboradores (2008) (Somjen et al., 2008) ilustram bem tal situacao.
Nesses trabalhos, procurou-se entender a origem de AEs por meio da construcao de um
modelo realista de célula hipocampal piramidal, incorporando-se um espaco intersticial e
um sistema de recaptacao glial no segundo estudo. Esses trabalhos investigam o papel
da dinamica das concentracoes ionicas sobre diversos mecanismos, como canais i6nicos,
trocadores e bombas para induzir e modificar padroes de disparo como o bursting e o
spiking®.

Os modelos computacionais também podem ser usados para conectar processos fisiolo-
gicos em niveis hierarquicos diferentes (molecular, celular, de redes e sistemas; figura 2.8),
permitindo entender o problema num determinado nivel como func¢ao dos demais (Lytton,
2008; Wendling, 2008). Por exemplo, a origem e propagacao de crises em uma rede de
neuronios 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 dindmica das concentracoes ionicas
em um modelo simples de neurénio (Cressman Jr. et al., 2009) incorporado a numa rede
no estudo subsequente (Ullah et al., 2009).

Outras fungoes da modelagem computacional incluem integrar dados experimentais
dos diversos niveis hierarquicos para propor explicacoes e mecanismos para os fenomenos
epilépticos (Soltesz e Staley, 2008). Também detectar padrdes nas observagoes experimen-
tais ndo aparentes a percepgao humana para predigao de crises (Mormann et al., 2000;
Quyen et al., 2001).

Além da descricao de mecanismos fisiologicos, os modelos computacionais na pesquisa
em epilepsia analisam e classificam as manifestacoes clinicas e avaliam os impactos s6cio-

economicos da desordem (Lytton, 2008).

5Disparo continuado de potenciais de acao.
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Figura 2.8: Modelos animais e computacionais classificados de acordo com o nivel hierarquico da
estrutura objeto da investigagao. Os modelos computacionais, também sao classificados quanto
ao nivel de detalhamento, podendo ser detalhados ou agrupados. Modificado de (Wendling,
2008).
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Modelo AENS

3.1 Arquitetura

O modelo AENS (atividades epileptiformes nao-sinapticas) 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 (figura 3.1). Cada
unidade funcional da rede é formada pelo soma de uma célula granular e uma célula glial
imersos no espaco extracelular (ou meio extracelular, ME). Uma unidade funcional possui
volume igual a 20um3. Para simular a solucao de perfusdo, um plano de compartimentos,
no qual nao ha células, cerca todos as faces da rede exceto o plano que representa a inter-
face liquido-gas. Neste plano as Cls sao fixas, para representar o volume infinito efetivo da
solucao de perfusao em relacao ao volume extracelular de cada unidade funcional. Além
disso, no plano representante da interface liquido-gas os gradientes de CI na dire¢ao orto-
gonal sao nulos, pois nao ha perfusao nesta face. Deste modo, uma interface impermeéavel
representa uma barreira refletora para a difusao explicando a derivada normal nula nas
concentragoes (figura3.2).

Nas simulagoes do presente trabalho utilizamos uma camada tnica para representar a
perfusdo, ao invés de duas, como nos trabalhos de Rodrigues (2003) e Almeida et al (2008),
para evidenciar efeitos de aleatoriedade das condicoes iniciais e permeabilidades. Com
esta modificacao, as alteracoes das Cls intra e extracelulares em cada unidade funcional
apresentam variacao temporal mais rapida e amplitudes mais acentuadas. Além disso,
incluimos efeitos capacitivos a membrana neuronal para atender as variagoes dos PTs na
escala de tempo dos potenciais de agao.

Para simular o protocolo alto-K™ e zero-Ca?*, fixa-se a concentracao de potéssio ex-
tracelular em 8 mM, no plano que simula a perfusao, alguns segundos ap6s o inicio da
simulagao. Este valor, o dobro das medidas regulares da [K*], no hipocampo de ratos,
induz um aumento de excitabilidade em toda a rede. A remocao de Ca?* assume células
granulares conectadas apenas por mecanismos nao sinapticos, simulando o bloqueio de

neurotransmissao que ocorre quando se usa uma solucao de perfusao com auséncia deste
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fon.

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) Representacao geométrica de (b) constituindo uma
unidade funcional. (d) O conjunto de unidades funcionais forma uma rede ctbica. Reproduzido
de (Almeida et al., 2008).

3.2 Transporte i6nico

A membrana celular, formada por uma bicamada lipidica, representa uma barreira
de separagao entre o meio intracelular (MI) e o ME, contendo proteinas integrais res-
ponséaveis por diversas funcoes fisiologicas. Uma funcao importante ¢ o transporte de
fons e outras espécies quimicas, os quais nao conseguiriam atravessar a barreira lipidica
por difusao. O transporte idnico seletivo regula as diferencas de concentracao entre o
MI e 0 ME permitindo a geracao de PTs. Além disso, no modelo, os mecanismos trans-
portadores tém papel chave para a geracao e sustentacao de bursts epileptiformes. Os
mecanismos de transporte, incorporados as membranas celulares em cada unidade funcio-
nal, compreendem canais ionicos dependentes e independentes de voltagem (Hille, 2001),
bomba-Nat /K (Kaplan, 1985), co-transportes cation-cloreto (Payne, 1997), trocado-
res (Chesler, 2003) e GJs (Hormuzdi et al., 2004), aléem do sistema de recaptagao por
glias (Frohlich et al., 2008a) (figura 3.3).

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

o sistema de recaptacao por glias. GJs serao discutidas na segao 3.4.1
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Figura 3.2: Representacao da perfusdo no modelo AENS. Em (a) uma camada extra de com-
partimentos cerca a rede ciibica, contendo somente fons cujas concentragoes sdo fixas. Uma das
faces da rede cibica ndo recebe a camada extra para representar a interface liquido-gés sobre a
fatia. (b) foi adaptado de (Hrabitova e Nicholson, 2007).

3.2.1 Canais i6nicos

Canais i6nicos sao proteinas integrais de membrana, dotadas de poros intermediando
o transporte passivo de fons, os quais podem ser ativados por varia¢oes no PT (canais
dependentes de voltagem) ou pela ligagdo com espécies quimicas (canais ativados por
ligantes), dentro de uma variedade de possibilidades. No modelo sao incorporados canais
dependentes e independentes de voltagem. A equacao de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK;
eq.(3.5)) descreve os fluxos ou correntes idnicas, as quais dependem de Cls e do PT (Hille,
2001) (por hipotese, ha eletrodifusao no canal i6nico com o campo elétrico no interior da
membrana sendo constante). A escolha desta relagdo representa um diferencial sobre
os tradicionais modelos de atividade neuronal (Canavier et al., 1991; Park e Durand,
2006), nos quais sao usadas representacoes em circuito da membrana celular para calcular
a corrente por canais ionicos, desconsiderando-se variagoes intensas das CIs, as quais
normalmente acompanham as atividades epileptiformes. As seguintes correntes ionicas

via canais foram incorporadas:

1. Corrente de sodio transiente (In,.): responsavel pela fase de despolarizagdo dos
PAs.

2. Corrente de potassio retificadora com atraso! (Ik,t): controla a fase de repolarizagao

'do inglés delayed rectifier
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do potencial de acao e a excitabilidade neuronal. Também regula a concentragao de

potassio no ME.

3. Corrente de s6dio persistente (In,,): Atua na fase inicial de despolarizagao neuronal,
precedendo o disparo de PAs. Controla a frequéncia dos PAs e também participa

do controle da excitabilidade neuronal.

4. Corrente de potassio do tipo A (Ix 4): controla a freqiiéncia de disparo de potenciais

de agao e também [K*],.

5. Corrente de cloreto constante (I const): participante da regulagdo do potencial de

repouso neuronal.

6. Corrente de cloreto dependente de voltagem (Icy.0¢): permite o fluxo de Cl~ para
o MI, sob condicoes fisiologicas ordinarias e regula a concentracao extracelular de

cloreto.
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Figura 3.3: Esquema dos mecanismos de transporte idnico em uma unidade funcional, os quais
compreendem canais i6nicos, bomba-Nat /KT, trocadores, cotransportadores cation-cloreto e
GJs. O sistema de recaptagao glial, que se apresenta com varios transportadores idnicos nas
membranas das glias, controla as Cls extracelulares. Reproduzido de (Almeida et al., 2008).

3.2.2 Bomba-Na™ /K™

A Nat/KT-ATPase é uma enzima que realiza o transporte (por ciclo) de trés ions

Na™ para o ME e dois fons KT para o MI, com o consumo de uma molécula de ATP
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sob condigbes normais fisiologicas (reacao direta). O transporte é ativo, ou seja, depende
diretamente da energia obtida pela reacao de quebra do ATP metabolico em ADP e
fosfatos. Além disso, é um transporte eletrogénico porque gera uma corrente idnica a qual
modifica o PT. Esta enzima mantém em niveis constantes os gradientes de concentracao
de s6dio e potassio no repouso. Também contribui para regular o volume celular, pois
ajuda a controlar as concentragoes intracelulares desses fons (Kaplan, 1985).

O modelo se baseia no esquema cinético ciclico de Albers-Post (Horisberger, 2004) para
derivar duas equacoes que predizem a formacao de um ion ficticio A™, saldo do transporte
de 3Na™ contra 2K*. Esse fon ¢ formado no MI, quando a reacdo 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 idnico transportador do fon AT é utilizada a equacao GHK
(eq.(3.5)) para calcular a corrente. Neste caso, as concentracoes do ion, derivadas a
partir do esquema cinético, dependem das concentracoes de sodio, cloreto, ATP, ADP
e fosfatos (eqs.(3.22) e (3.23)). Uma observacao importante diz respeito a dependéncia
dessa corrente do PT, comprovada em vérios estudos (Weer et al., 1988), mas néo incluida

explicitamente no esquema Albers-Post.

3.2.3 Co-transportes

Co-tranportadores sao proteinas integrais que realizam um carreamento eletroneutro
simultaneo de dois ou mais fons. E um tipo de transporte ativo secundério, pois se
utiliza dos gradientes eletroquimicos produzidos pela bomba-Nat/K*. Sao dois os co-
transportadores cation-cloreto no modelo: K*-C1~ (KCC) e Nat-K*-2Cl~ (NKCC). Ha
evidéncias de que controlam as concentracoes intracelulares de Cl~ e extracelular de K+
durante eventos neuronais com grandes movimentacoes ionicas. O KCC esta presente
principalmente em neurénios. Ele realiza o efluxo de Cl™ a custa da acumulacao de
K™ intracelular pela Na®™/Kt-ATPase (sob condigdes normais fisiologicas). O NKCC se
encontra comumente em células gliais. Também sob condi¢des normais fisioldgicas, o
NKCC promove o influxo iénico de Na™, Kt e CI~ (Payne, 1997; Russel, 2000). Veja as
equagoes (3.24) e (3.25).

3.2.4 Trocadores

Sao proteinas integrais de membrana as quais promovem a troca simultanea de um
par de anions ou cétions, entre os meios intra e extracelular, num processo eletroneutro.
Também ¢é um tipo de transporte ativo secundario. Suas funcoes estao associadas a recu-
peracao de gradientes idnicos transmembranicos, regulacao do volume celular e também
controle de pH (Chesler, 2003). O modelo incorpora os trocadores Nat /H* K*/H* e
HCOj3; /Cl™, presentes no hipocampo, para obter uma condigao de equilibrio i6nico intrace-

lular durante o estado estacionario e também para regular as Cls (equagoes(3.26)-(3.28)).
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3.2.5 Sistema de recaptacgao glial

Diversos mecanismos atuam cooperativamente para regular as concentracoes de fons
no ME. Em especial, a falha desses mecanismos para regular o excesso de K*|, pode
precipitar e sustentar atividades epileptiformes (se¢ao 3.3; (Somjen, 2004)). Este excesso
pode ser removido por meio da Na™ /K*-ATPase neuronal, por difusdo e pela atuacao das
glias, quando os dois primeiros mecanismos sao insuficientes. Glias regulam Cls usando
transportadores ativos e/ou passivos presentes na sua membrana plasmatica, como canais
ionicos, bomba-Na™ /K™, cotransportadores e trocadores. O potassio capturado é entao
transportado pela rede de células glias, as quais sao conectadas por GJs, para regioes
onde [K*], é mais baixa. Tal conexao por GJs faz a rede de células gliais atuarem
como um quase-sincicio? funcional e elétrico, pois as membranas plasmaticas mantém a
individualidade de suas células (Somjen, 2004; Somjen et al., 2008).

O modelo incorpora glias as quais contém canais i6nicos que se comportam passiva-
mente (com permeabilidades constantes sob grandes variagoes dos potenciais de mem-
brana). Além dos canais, agregaram-se a bomba-Na™ /K™, cotransportes cation/cloreto e
trocadores. Como aproximacao, as glias nao se conectam umas as outras e considera-se
apenas uma glia para cada neuronio. Deste modo, o modelo AENS nao incorpora uma

rede de células gliais.

3.3 Inducao das atividades epileptiformes

O aumento da concentracao de potassio na solugao de perfusao, de 4 mM para 8 mM,
induz atividade epileptiforme no modelo. Gradualmente, em cada unidade funcional,
observa-se um aumento da [K*|, e alteragao das demais CIs devido ao surgimento de
bursts epileptiformes. A inducao depende do comportamento dos cotransportes KCC e
NKCC e dos fluxos idnicos por canais e pela bomba-Na®™ /K*. Sob Cls regulares, o KCC
promove o efluxo de Cl~ contra o influxo devido ao NKCC. Aumentando [K*], a atividade
de ambos cotransportadores aumenta. Entretanto, o influxo de Cl~ via NKCC supera o
efluxo pelo KCC. O resultado liquido é um actimulo de cloreto intracelular, o qual provoca
despolarizacao neuronal porque muda o sentido da corrente de cloreto via canais ionicos,
de uma corrente de entrada para uma de saida. Tal aumento de excitabilidade origina o
bursting. Durante a fase ativa, ou periodo ictal, o influxo de Na™ por canais dependentes
de voltagem supera o efluxo via bomba-Nat /K*. O aumento da [Na™]; estimula a atuacao
da Na®™ /KT-ATPase, a qual aumenta durante o periodo ictal. H& uma transigdo para o
periodo interictal somente quando o efluxo de s6dio pela bomba-Na® /K™ for maior do que

o influxo via canais i6nicos (Almeida et al., 2008). O diagrama da figura 3.4 apresenta um

2Sincicio ¢ uma massa formada por um conjunto de células, sem a separacao individual por membranas
plasméticas, cujo comportamento corresponde a uma tnica unidade funcional.



Capitulo 3. Modelo AENS 27

resumo do funcionamento dos mecanismos de deflagracao das atividades epileptiformes,

sustentacao e transicao entre os periodos ictal e inter-ictal.
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Figura 3.4: Diagrama esquemético dos mecanismos atuantes durante as fases do burst epi-
leptiforme. Na fase (I) ha deflagracdo de um burst ou a transicao da fase interictal (ou fase
silenciosa) para a fase ictal (ou fase ativa). (IT) corresponde ao periodo ictal no qual ha o disparo
de uma seqiiéncia de potenciais de a¢do induzido pela despolarizagdo neuronal provocada pelo
aumento de [Cl17];. (III) sinaliza o término da fase ativa marcada pelo efluxo de Na™ devido
4 bomba-Na™ /K™, superando o influxo de Na™ via canais ionicos. Em (IV) segue o perfodo
inter-ictal, quando h& a recuperacao dos gradientes i6nicos, repolarizagao neuronal e decréscimo
da atividade da bomba-Na® /K.

Os demais mecanismos de transporte como os trocadores Na™ /H*, KT /H* e HCO;3 /Cl~
oferecem um ajuste as CIs, bem como o sistema de recaptacao por glias, que retira os ex-
cessos do ME. Alguns autores tém sugerido que uma falha deste sistema, a qual pode favo-
recer um aumento excessivo da [K*|,, precipite o surgimento de crises epilépticas (Frohlich
et al., 2008a).

As figuras 77 traz uma comparacao entre potenciais transmembranicos e potenciais de
campo extracelulares simulados e registrados experimentalmente, sob o protocolo alto-K+

e zero-Ca2t
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Figura 3.5: Potenciais transmembranicos simulados (a) e registro experimental (b; extraido

de (Pan e Stringer, 1997)).
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Figura 3.6: Potenciais de campo extracelulares simulados (a) e registro experimental (b; ex-
traido de (Rodrigues, 2003)).

3.4 Interacoes nao-sinapticas

As conexoes nao-sinapticas representadas no modelo compreendem o acoplamento por
GJs, efeito de campo elétrico populacional e variacao de Cls extracelulares. As interacoes
nao-sinapticas operam em escalas de tempo distintas, representadas na figura 3.7. Nesta
figura, cada traco representa o intervalo entre o menor tempo de laténcia e o maior tempo
de duragao para os efeitos sobre population spikes observados experimentalmente (Rodri-
gues, 2003).

3.4.1 Gap junctions

Numa conexao por GJ os citoplasmas dos neurdnios participantes estao conectados
permitindo a passagem de fons, guiada por gradientes eletroquimicos. Desta forma, é
possivel modelar os fluxos idnicos por GJs usando um processo eletrodifusivo, assumindo-
se 0 campo elétrico constante no interior do conduto. Assim, a equagao de GHK de
corrente (Hille, 2001) descreve esses fluxos no modelo (eq.(3.5)). Note que cada neuronio
se conecta ao seu primeiro vizinho por uma GJ, resultando num minimo de trés conexoes
por neuronio da rede (figura 3.2). O parametro kg regula a intensidade do acopla-
mento e multiplica todas as permeabilidades nas GJs da mesma maneira (capitulo 5). As
mudancas de acoplamento simulam condigoes que alteram as permeabilidades via GJs,
tais como acidificagdo do MI ou uso de bloqueadores (Perez-Velazquez e Carlen, 2000;
Perez-Velazquez et al., 1994).

Nos modelos tedricos para descricao de atividades neuronais, o uso da Lei de Ohm para

descrever a corrente por GJs é muito comum. Nesses casos, nao se considera a variacao
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lons extracelulares
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Sinapses quimicas
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Efeitos de campo
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Figura 3.7: Diagrama esquemadtico das escalas de tempo nas quais operam os mecanismos de
comunicagao neural, sejam sindpticos ou nao-sinapticos. Cada trago representa o intervalo entre
o menor tempo de laténcia e o maior tempo de duragdo para os efeitos sobre population spikes
observados experimentalmente (modificado de (Rodrigues, 2003)).

das Cls, sendo suficiente usar uma descricao que leva em conta apenas diferencas de
potencial. Contudo, durante atividades epileptiformes nao-sinapticas as variacoes de CI
sao intensas; portanto é necessario incorpora-las com o uso da equacao GHK de corrente,

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

3.4.2 Efeito de campo elétrico

Quando um neurdnio dispara potenciais de acao correntes idnicas sao geradas no ME.
Tais correntes contribuem para produzir o potencial extracelular que influencia direta-
mente os P'Ts das células vizinhas, alterando sua excitabilidade. O calculo deste potencial
extracelular (eqs.(3.16)-(3.18),(3.19),(3.20)) usa uma modificacao da Lei de Ohm conside-
rando n fontes de corrente pontuais, com origem nos neuronios da vizinhanga contribuindo
para o potencial extracelular em um dado ponto de observagao. O ME é considerado iso-
tropico, homogéneo 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 equagao (3.20).

A resistividade do tecido nao é estatica, mas se altera com a geometria do ME, par-
ticularmente com mudangas de volume (Jefferys, 1995). Durante grandes movimentagoes
ionicas, os volumes neuronais mudam em resposta a uma variacao de pressao osmotica,
provocando reducoes ou expansoes do volume extracelular. Isto leva a uma variacao da
resistividade do tecido, na qual diminuicoes do volume extracelular correspondem a au-

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

3.4.3 Variacao das concentracoes iOnicas

As variacoes temporais das concentracoes extracelulares de s6dio, potassio e cloreto
influenciam os padroes de atividade neuronal, pois atuam sobre os mecanismos de trans-
porte i6nico. Logo, alteram as CIs intracelulares e, por sua vez, os PTs. Um exemplo
classico (Frohlich et al., 2008b), discutido na se¢ao 3.3, é a elevagao da [KT|,, a qual leva
ao aumento de excitabilidade neuronal e dos fluxos idnicos dos cotransportadores KCC
e NKCC. Deste modo, devido as atividades neuronais induzidas pelo aumento da [K*],,
alteram-se as concentracoes intracelulares de Na®™ e Cl, o que pode levar a um reforco
na despolariza¢ao, modificagao dos fluxos via bomba-Nat /K e a uma modificacdo dos
volumes celulares, causada por efeitos osmoticos (Lang et al., 1998; Somjen, 2004).

No ME, as modificacoes das Cls se devem principalmente a eletrodifusao, descrita pela
equagio de Nernst-Planck (eq.(3.15)). A eletrodifusdo pode ser modulada alterando-se
caracteristicas estruturais do ME, tais como fracao de volume, tortuosidade e recaptagao
nao-especifica de espécies quimicas. Escolhemos modular a eletrodifusao alterando a tor-
tuosidade, a qual representa um impedimento & difusao devido a obstaculos, origindrios
de obstrucoes celulares, aprisionamento transiente em micro-espagos vazios, interacoes
com outras espécies quimicas, dentre outros (Hrabitova e Nicholson, 2007; Sykové, 2004;
Sykova e Nicholson, 2008). Definimos a tortuosidade, designada por A, pela relacao entre
os coeficientes de difusio livre (D) e efetivo (D*): A=+/D/D*. Este parametro pode ser
alterado por intervencgoes locais ou sistémicas, envelhecimento, trauma ou condigoes pato-
logicas (Sykova e Nicholson, 2008). Valores de A\ medidos em diversas regides do cérebro,
variam entre 1,4 e 2,4 (Hrabitova e Nicholson, 2007; Sykova e Nicholson, 2008). Tais
valores podem ser considerados fisiologicos, pois sao determinados usando-se intervencoes
locais ou sistémicas, como por exemplo, sob indu¢do de hipoxia (Sykova e Nicholson,
2008).

Medidas de tortuosidade pelo método TMAT-iontoforético (Hrabitova e Nicholson,
2007) revelaram que a camada granular do GD do hipocampo de ratos saudaveis pos-
sui tortuosidade anisotropica, o que corresponde a valores distintos de A medidos para
cada um dos trés eixos principais no tecido, uma conseqiiéncia da sua estrutura anato-
mica local (Sykova e Nicholson, 2008). O modelo assume que a camada granular do
GD é isotropica e o ME homogéneo. Consequentemente, a tortuosidade do ME é uma
constante (Nicholson, 2001).
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3.5 Descricao matematica

O conjunto de equacoes a seguir descreve a evolucao temporal dos P'Ts, concentracoes
e fluxos em uma dada unidade funcional. Portanto, cada uma das variaveis dinamicas é

funcao da posicao de um dado compartimento celular da rede

3.5.1 Potencial transmembranico

O PT neuronal depende do somatoério das correntes idonicas produzid.as pelos mecanis-
mos de transporte idnico, por GJs e pelo efeito de campo. O que difere essa descri¢ao do
formalismo de Hodgkin-Huxley (Hodgkin e Huxley, 1952) é o calculo das correntes idonicas
via canais, que usa a equacao GHK para incluir a dependéncia das concentracoes idnicas.

av

Cm% = —(Inatot + Ik tot + Lcitor + Ly + Luc) (3.1)

C,, € a capacitancia por unidade de area da membrana (em pFem ™2, onde F é a constante
de Faraday (tabela 3.1)* e V,,, ¢ o PT neuronal em mV (todos os potenciais a seguir sao

dados em mV). As correntes? idnicas totais sio dadas por:

[Na,tot = [Na,t + INa,p + 3INa*/KJF—ATPase + F(I)NKCC + F(DNa,troc + INa,vaz (32)

IK,tot = [K,rt + IK7A - 2[Na+/K+—ATPase + F(I)NKCC' + F(I)KCC + F(I)K,troc + [K,vaz (33)
Icitot = Lot ot + Lciconst — 2F®nkce — FPreo — FPcitroc + Icivaz (3.4)

A corrente total de sodio, Iy t0t, €q.(3.2), depende das correntes pelos canais idnicos
(Inat € Inap), pela bomba-Nat /K*, Ing+/x+_arpase- Também depende dos fluxos pelos
cotransporte NKCC (®yxcc) e pelo trocador Nat/H" (®ngtr0c). As correntes e fluxos
pelos canais ionicos (I;x -+ e Ik a),pela Nat /K+-ATPase, cotransportes (Pnrxcc € Proc)
e trocador Nat /H" (@ 4,0.) compdem a corrente total de potéssio, Ix s, €q.(3.3).

Finalmente, a corrente total de cloreto, Loy, €q.(3.4), ¢ a soma das correntes por
canais i6nicos (Ieypor € Iorconst), cotransportes e pelo trocador HCO3 /CLl™ (Peytroc). Loy
e Ipc sdo as correntes pelas GJs e pelo efeito de campo elétrico. As correntes de vazamento
(I vazsINawazsloteaz ), as quais regulam o potencial de repouso, sdo constantes (tabela 3.4).

2

Expressam-se as densidades totais de corrente em mA /cm?® e as densidades de fluxo em

mmol /s.cm?.

3 A conversdo entre fluxos e correntes se da pela relacao F®=I, onde F é a constante de Faraday
40s termos corrente e fluxo na verdade se referem a densidades de corrente e de fluxo.
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3.5.2 Equacao GHK de corrente

A equagao GHK descreve os fluxos pelos canais, GJs e pela bomba-Na™ /K™ :

(ZCF)Q AV [C]ZEZCFAV/RT . [C]o
RT o?CFAV/RT _ 4

Scr = Por (3.5)

P 1, ¢ o fluxo associado ao ion C (Nat, K*, C17) entre os compartimentos intracelulares
i e j, devida ao mecanismo de transporte L. P 1 é a permeabilidade associada ao fon C
e ao mecanismo de transporte L. AV a diferenca de potencial entre os compartimentos i
e j, [Cli; a concentracao do ion C (em mM) no compartimento i ou j, z¢ a valéncia do
ion C, R a constante dos gases, F a constante de Faraday e T a temperatura em Kelvin
(tabela 3.1).

3.5.3 Concentracoes i0nicas intra e extracelulares

As ClIs no intracelular de neurénios e no ME, em uma unidade funcional, variam no

tempo de acordo com as expressoes:

0[C;
[at] = 0o — Doy (3.6)
8[0]0 . a[C]O glia

(I)Na,tot —Na,t +q)Na,p + (I)NKCC + 3(I)Na+/K+—ATPase + CI)Na,troc + (I)Na,GJ + (I)Na,vaz (38)
Prtot =kt TPx,a+Proc+ Prrce —2Pna+ k+-arPase + P troc + Pr,cr + Prvaz (3.9)
Pttt = Petvort + Pt const + Prce +2Pnkee + Potroc + Porcs + Porve:  (3.10)

As ClIs intracelulares dependem dos fluxos pelos canais i0nicos (nat, Pnaps Kty Prk.A,
D wort; Pciconst),pomba Nat /Kt (Phing+ /x+-aTpase), demais transportadores de fons
(®KCC7 (I)NKCC; (I)Na,troc; (I)K,troc; (I)Cl,troc) e GJs ((I)ion,G’J5 ; ver segéo (351)) Os fluxos
de vazamento (o vaz), 08 quais estabilizam os valores das Cls no repouso sao constantes.
Note que o sentido é do MI para o ME e, portanto a concentracao intracelular diminui com
o aumento dos fluxos i6nicos. As concentracoes extracelulares, por sua vez, aumentam
com o acréscimo dos mesmos fluxos ionicos, também dependendo dos fluxos produzidos
pelas glias, eq.(3.11) e da eletrodifusao no ME, eq.(3.15).

3.5.4 Concentracoes e fluxos nas glias

As CIs nas glias evoluem de acordo com as equagoes:

%ion = Nat, K+, Cl-
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y
0[(;]5 S — g (3.11)

q)?\f'chtot = (I’%Za,c + 3q’%2a+ JK+-ATPase T PN + (D%Za,troc + (I)%Z:,vaz (3.12)

q)%fzot = q)%fg + (I)%f?r + DU+ PN — M’%ﬁi JK+-ATPase T ‘P?g?m + q)%fgaz (3.13)
(I)%l'liiot = q)%%li,ac + DY Go + 288 Koo + q)gclziimc + q%lfflaz (3.14)

Os fluxos pelos canais i6nicos (@%’;w (I)%fg, @%ffr,q)fglifc), bomba de sodio-potéassio glial
(bomba-Na® /K*-ATPase), cotransportadores NKCC e KCC gliais (9%, 2055 o) e

.- glia glia glia .
trocadores gliais (PN, 00 Pk troer Plitroe) TeUlam as Cls nas glias. Os fluxos de vaza-
li ) 1 .. _
mento (7 3, também estabilizam as Cls gliais no repouso. As equacoes que descrevem

os fluxos i6nicos neuronais via canais, cotransportadores, trocadores e bomba também

descrevem fluxos gliais.

3.5.5 Eletrodifusao

A equacao (3.15) expressa a variacao de Cls devida a eletrodifusao no ME:

8[0]0 DC 2 ZcF 2
— = — |VC], + — (V|C], - VV, + [C], - V7V, 3.15
(%5) = % [Tk o (VI Wi v
[C], é concentragao do fon C no ME, D¢ o coeficiente de difusao do ion C, z¢ a valéncia
do ifon C, X a tortuosidade, R a constante dos gases, F a constante de Faraday e T a
temperatura em Kelvin (tabelas 3.1). V, é o potencial extracelular, numa dada unidade

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

3.5.6 Potencial extracelular

_RT

vV — (ZNQDNQV[NG+]O + ZKDKV[K+]O + ZCZDCZV[CZ_]O

Z?VaDNa[Naﬂo + Z%(DK[KﬂO + Z%lDCl[Cl_]o

Ia ) + VVestra,r (3.16)

O primeiro termo na equagao (fefeql6) representa a geragao de campo elétrico devido aos
gradientes das Cls extracelulares (Almeida et al., 2004). O segundo termo, o gradiente

de Vegira,r, € devido as correntes dos potenciais de a¢ao de todos os neurdnios da rede:

iy
‘/eartra,f =T Z E (INa,p + INa,t + IIK,rt + IK,A) (317)

i=1 "
d; é a distancia entre o neuronio e a i-ésima fonte de corrente (em c¢m), N é o nimero
de fontes de corrente na rede (igual ao ntimero total de unidades funcionais) e 7 é para-

metro que mede a resistividade do tecido (em mV.cm®/mA) nas vizinhangas de um dado
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neurénio, uma fungdo do volume extracelular (Almeida et al., 2008):

5 1
T=0|14+c|1-— (e —YTy (3.18)

Volegtrq € 0 volume extracelular em pym?, §= 6,25x1073 mV.cm ™ /mA, a= 2,97 x10™3dm =3,

b =6,0x1071% dm~3, ¢= 15. Os parametros a, b, ¢ e § sdo fenomenoldgicos, ajustaveis
para observacao de uma faixa de amplitudes dos population spikes.

Nos modelos para condugao elétrica em materiais (metais e eletrolitos) a resistivi-
dade é inversamente proporcional a densidade de portadores; portanto, se o nimero e
a mobilidade dos portadores se mantém, quanto maior o volume do condutor, maior a
resistividade (Ashcroft e Mermin, 1976). Na equagao (3.18) a relagao entre resistividade
do tecido e volume extracelular é inversa. Podemos entender a origem dessa relagao: 1)
lembrando que a condug¢ao no tecido vivo ocorre numa escala espacial muito superior a da
condugao em materiais; 2) interpretando o tecido como uma suspensao de corpos isolan-
tes (por aproximagao) imersos em um fluido eletrolitico. A equacio de Maxwell-Rayleigh
fornece a razao entre as resistividades da suspensao e do fluido como funcao do volume
ocupado pelo fluido (Nunez e Srinivasan, 2005):

Ns _ V0lotar(i + h) — hvoly (3.19)
n¢ voly

h é um fator de geometria dos corpos, volyq € 0 volume total da suspensao, voly é o volume

do fluido e 7y é a resistividade do fluido. Nesta equagao, a resistividade da suspensao (7;)
diminui com o aumento de vol;. A funcao sigmoidal na eq.(3.18) reproduz o decaimento
da resistividade do tecido com o aumento do volume ocupado pelo fluido condutor (volume
do ME) e também reflete um ajuste fenomenologico para que a simulagao 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, Igc, na qual o parametro e,
a condutancia do ME (em mA/mV.m?; tabela 3.2) controla a intensidade do efeito de

campo:

Ipc = 5‘/extra,f (320)

3.5.8 Potencial de campo extracelular

Virp = —/vvo 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 ( é a trajetoria que conecta a ponta do eletrodo
a um ponto remoto na solucdo de perfusdao. A ponta do eletrodo se localiza em uma

determinada unidade funcional da rede.

3.5.9 Concentragao do ion ficticio gerado pela bomba-Na® /K™

Como vimos na secao 3.2.2, o transporte de trés ions Na™ para cada dois ions K* pro-
duz uma corrente carreada pelo fon virtual A*. Considerando que o transportador fun-
ciona, efetivamente, como um canal idnico dependente de voltagem, utiliza-se a equagao
GHK, eq.(3.5), para calcular a corrente. Da cinética do transporte iénico, correspondente
ao ciclo de Albers-Post (Horisberger, 2004) escrevemos as equagoes a seguir para o calculo

das concentracoes de AT:

Kz’ Cm,total ATP ;
o O AT P)

i | ADPI,C:
[ATP); + Kiypp | 1+ [K#
ADP,P (3.22)
3 2
[Na+]i [K+]o
" (L ETY | Vo]
[Na+]i+KZa<1+ > [K+], + K7, (1+ 8 )
N KK r KNa
A = K{Cg "W [ADP[P);
¢ . ATP|;
[ADP]i[P]i + K,ZLXDP,P 1+ [z—]
Karp
% [Na'], % (K],
K*], . Na™];
[Na*], + K%, (1+[K—0]> (Kt + K (1+[K+]>
K Na
Cg}f:til é a concentragao total de enzimas Nat/K*-ATPase e KJ*¢ ¢ a constante de

equilibrio nas faces intra ou extracelulares para w= ADP, P, ATP, AT, Nat e K*.

3.5.10 Fluxo pelo cotransporte KCC

O fluxo pelo cotransporte KCC é calculado considerando um conjunto de reacoes
que descrevem a ligacao conjunta dos fons com a enzima cotransportadora, formacao de

complexos intermediarios, os quais realizam o transporte pela membrana e, finalmente, a
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liberagao dos fons para a face oposta. Os fluxos pelo NKCC e trocadores sao calculados

usando um grupo de reagoes enziméticas.

QrccKT);[ClUT;

P = K] I
([K+]i + Ki koo <1 + Ko : )) ([Ol_]z’ + K&y koo (1 + Ko : ))
K KCC ClLECC

QrcclKT),[ClU7],

) K™; Cl—];
(Ko + Koo | 1+ [l | [Cl7]o + K¢y koo | 1+ [Z—]
7 KK,KCC KCZ’KCC

(3.24)

K/ . & a constante de equilibrio nas faces intra ou extracelulares. w= Nat e K* e CI~,

3.5.11 Fluxo pelo cotransporte NKCC

Dyrce = Qnrce ([Na*|;[KTL[CLIT)7 — [Nat|,[KT],[CU2) /
{(I[Na*); + [Na*], + Knankco)
([K*)i + [K']o + Kk .vkec)
([Crli+[Cl ]+ KCI,NKCC)z}

(3.25)

K/ oo ¢ a constante de equilibrio nas faces intra ou extracelulares para w— Nat e K+t
e Cl™.

3.5.12 Fluxos pelos trocadores

[Na'];

(I)Na,troc = QNa/H KT (326)
[Na*]; + K (1—I—Q>
i Na,exch K
K,exch
KT,
cI)K,trac - QN@/H [ ] [NaJr]‘ (327)
K+ 7 + K exc <1 + —Z)
[ ] feweh KNa,exch
[Cl);i
o roc — = 3.28
Clt Qucos/c ClTs + Kovooon (3.28)

Ky ezen € a constante de equilibrio para w= Na® e Kt e CI~.
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3.5.13 Volume celular

As variagoes de volume celular (neurdnios e glias) e extracelular ocorrem por causa

das alteragoes das Cls, resultando em variacoes da pressao osmotica:

dVOZm,neur — - ;
= Zenar (Z[C]o +18)i = > _[Cli+ mO) ’ (3.29)

C C

VOle;L’tra = VOltotal,const - VOlin,neu’r

Volip newr € 0 volume de um neurénio, Voleyy, € 0 volume do ME e Voliptarconst ¢ ©

volume total de uma unidade funcional, todos em dm?®. Ainda: [S];=n7/Volipneur ©
s

S],=n5 / Vol newr, 530 as concentragoes de solutos impermeantes (em mM), onde nf e n?

(em mmol) representam as fragoes desses solutos nos meios intra e extracelular, respec-
tivamente. Nesta descricao, v é o parametro que controla a taxa de variacao do volume
neuronal. Note que na equagao (3.29) impos-se o vinculo: o volume total de uma unidade

funcional, um compartimento intracelular, é sempre constante.

3.5.14 Permeabilidades e variaveis de gating do tipo Hodgkin-
Huxley

As permeabilidades id6nicas dependem das variaveis de gating m, n, h, w, a, b, as quais

obedecem equacoes do tipo:

L a
7.(Vi) dt

As expressoes para permeabilidades e taxas de transicdo nos neuronios granulares sao

= (200 (Vin) = 2) = . (Vi) (1 — 2) — B.(Vin)2 (3.30)

as seguintes:

1. Correntede s6dio transiente

PNa,t = pNa,tm3h (331)
0,1(V, + 40,8)
m=— 3.32
“ exp(—0, 1(V,, +40,8) — 1 (8:32)
B = 4exp(—(V,, + 65,8)/18) (3.33)
ap = 0,07 exp(—(V,, + 65,8)/20) (3.34)
1
Br = (3.35)

exp(0,1(—=V,, +35,8)) + 1

2. Corrente de sodio persistente
PNa,p = pNa,pw (336)
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0,1
inf = ’ , Tw = 30 3.37
it xp(— (Vi +53)/2) + 17 (3:37)
3. Corrente de potassio retificadora com atraso
Prrq = P[mazK,rtn4 (3.38)
0,001(V,, + 55,8)
n=— 3.39
T T exp(—0,1(Vy + 55,8)) — 1 (3:39)
Bn = 0,0125 exp(—(V,, + 65,8)/80) (3.40)
4. Corrente de potassio do tipo A
Py a = Py aa’® (3.41)
0,05(V,, + 40,0)
R 3.42
Yo = T exp(— (Vi + 40,0)/15) — 1 (342)
0, 1(V,, + 50,0)
= 3.43
b = (Vo + 50,0)/8) =1 (3:43)
1.5.107°
— 3.44
(Vo — D T5) 4
0,06
= ! 3.45
b exp(—(V,, +33,0)/12) + 1 (8.45)
5. Corrente de cloreto voltagem-dependente
_ V. + 18,1
P, = P, 1 —1.28——— 4
Cwolt = et volt < + exp ( 8 0.05424T )) (3.46)

Nas células gliais as permeabilidades idnicas dos canais para sédio e cloreto, cons-
tantes, foram ajustadas para reproduzir o potencial de repouso observado em tais cé-
lulas (Pan e Stringer, 1996). O canal para potéssio com retificacdo de entrada, cuja
fungao esta envolvida na remocao do excesso de [K*|,, tem permeabilidade descrita pela
expressao (Rodrigues, 2003):

PKr = CPKT/(l + exp((Vglw — EK + 14, 2)/33, 3)) (347)

onde cp,, = 0,65 cm/s é uma constante de escala em cm/s, Vg, ¢ 0 PT glial (em mV) e

Ex o potencial de Nernst para o potéssio, dado por Ex=5Lin([K*],/[K"];) (em mV).
A permeabilidade total dos canais para potassio gliais é dada pela soma da contribuicao

retificadora de entrada e de uma permeabilidade constante, responsavel pelo dominio do

potencial de Nernst do potassio sobre o PT glial.
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Tabela 3.1: Constantes

Constante Referéncia/
Observagao

Cnm Capacitancia do soma 1,0 pFem =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 difusao de Na™ 1,33x107° cm? /s (1)

Dg Coeficiente de difusao de K+ 1,96x107° cm? /s (1)

De Coeficiente de difusao de CI™ 2,03x107° cm? /s (1)

At Passo de tempo 0,1 ms (3)

r Raio celular 20 pm (4)

(soma de neurodnio granular ou célula glial)
Ax = Ay = Az  Comprimento de uma unidade funcional 20 pm (4)

(1) (Hille, 2001); (2) Temperatura fisiologica; (3) Parametro ajustado de modo a reduzir o erro numeérico
(veja (Rodrigues, 2003)); (4) Diametro médio de corpos celulares de neurdnios (Kandel et al., 2003).

Tabela 3.2: Permeabilidades i6nicas

Parametro Referéncia
Pyt Corrente transiente de Nat (max) 7,78x10~% cm/s (1)
Pxap Corrente persistente de Na™ (max) 7,2x107% cm/s (1)
Pr.a Corrente de Kt do tipo A (max) 3,6x107% cm/s (1)
Peivolt Corrente de C1~ voltagem-dependente (max) 1,08x1075 cm/s (1)
Pt const Corrente de C1~ (constante) 3,6x107% cm/s (1)
Pa fon ficticio A* (bomba-Na* /K* neural) 2,04x1073 cm/s (1)
Pna.cs Nat nas GJs) 6,73x107% cm/s (2)
Px.as KT nas GJs 9,92x10~8 cm/s (2)
Poics Cl™ nas GJs 1,84x107% cm/s (2)
pylie Corrente de Na™ glial 1,0x107% cm/s (3)
pylie Corrente de KT glial 1,08x1077 cm/s (3)
P Corrente de Cl~ glial 2,50x107% cm/s (3)
Pi‘lm fon ficticio A* (bomba-Nat /K* glial) 2,04x10~8 cm/s (3)

(1) Parametros ajustados para reproducgao das AEs, baseados nas observagoes experimentais realizadas
no LANEC-UFSJ e/ou nos trabalhos seguintes: (Pan e Stringer, 1996; Xiong e Stringer, 2001).

(2) Parametros ajustados para reproduzir os dados experimentais em (MacVicar e Dudek, 1982).

(3) Idem, para reproduzir o potencial de repouso tipico de células gliais (veja (Pan e Stringer, 1996)).

3.6 Implementacao do modelo AENS

O modelo AENS foi implentado na linguagem de programagao FORTRAN 90, usando-
se 0o método de Euler (Press et al., 1992), com passo de integracao igual a 10~ s, para resol-
ver as equacoes diferenciais ordinéarias. Para as equagoes diferenciais parciais, empregou-
se o método de diferencas finitas, calculando-se gradientes e laplacianos sobre a malha

tridimensional correspondente & rede de compartimentos. Os calculos foram feitos em
computadores com processadores Intel Quad Core Xeon E5430 (2.66 GHz, 2x6 MB Ca-
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Tabela 3.3: Parametros relacionados aos cotransportes, trocadores e bomba-Na™t /K™

Parametro Referéncia
o JK, 0,012 )
K3, 34,7 mM (1)
K% 0,094 mM (1)
Kiyva 0,856 mM (1)
Ki 4,83 1mM (1)
K'y7p 0,155 mM (1)
KYpp 5 mM (1)
Qkcc 4,21x1073ymol /s.cm?  (2)
Q%’gc 5,35x10~4pmol/s.cm?  (2)
Kl rcc 7,34 mM (2)
Kt koo 92,02 mM (2)
K% xec 7,34 mM (2)
KOCZ,KCC 92,02 mM (2)
K9 o 2,30 mM (2)
K& % oo 0,10 mM (2)
K39t 500 mM (2)
K%/ 200 mM (2)
Qnkce 4,72x10~3 pymol /s.cm?  (2)
Q%?CC 2,80x10~2pmol/s.cm?  (2)
Kna,nKCC 70 mM (2)
KK,NKCC 2,3 mM (2)
KCZ,NKCC 25 mM (2)
QN 1,09x10~4pmol/s.cm?  (3)
*%Z}’H 7,94x10~*pmol/s.cm?  (3)
K Natroc 10 mM (3)
K%tﬁtrac 13 mM (3)
KK’,H 800 mM (3)
K%' 300 mM (3)
Qucos.cl 9,81x10~°ymol /s.cm?  (3)
Q%?O?’Cl 3,38x10~4pmol /s.cm?  (3)
Kettroc 6 mM (3)
Kégliiroc 071 mM (3)

(1) Parametros relativos & bomba-Na™ /KT, ajustados segundo os procedimentos descritos em (Almeida
et al., 2008; Rodrigues, 2003).

(2) Parametros ajustados para reproduzir os dados experimentais em: (Payne, 1997) (cotrasporte KCC),
(Tas et al., 1987) (cotransporte NKCC).

(3) Os parametros dos trocadores Nat /Ht e C1~ /HCO3, em neurénios e glias, foram ajustados para
reproducio das concentragoes de equilibrio no repouso. As constantes de equilibrio do trocador Na™ /HT,

relacionadas ao transporte de K™, K g e K%“}I foram ajustadas para controlar o acimulo desse ion no
ME (Almeida et al., 2008; Rodrigues, 2003).

che, 1333 MHz F'SB), com memoria de 32GB (8x4 GB), sob a plataforma GNU/LINUX.
Para simular 1000 s de atidades, em uma rede contendo 125 compartimentos, com um
tnico plano representando a perfusio, foram gastos cerca de trés horas (nao utilizamos
processamento em paralelo).

A figura 4.6 fornece um esquema da ordem de realizagao dos calculos durante a simula-
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¢ao. Seis sdo os estagios, ou etapas, principais. Na etapa (1) sdo carregados os parametros
de inicializacao descritos na tabela 3.5, correspondentes ao estado de repouso do tecido.
Nesta etapa a [K*], vale 4 mM. Além disso, sdo também carregadas as constantes do
modelo (tabelas 3.1- 3.4). Em seguida, inicia-se a estrutura de repetigao para a evolugao
temporal do sistema. A cada ciclo de 10™* s, as variaveis dinamicas do modelo sdo atuali-
zadas. Em um tempo igual a 0,1 ms, modifica-se a [K*], para o valor 8 mM, para indugao
das atividades epileptiformes. Na etapa (2) sao calculados os fluxos i6nicos devidos aos
mecanismos de transporte nas gliais, para atualizacao das Cls gliais, bem como das Cls
extracelulares. No estagio seguinte (etapa 3), determinam-se os fluxos idnicos pelos canais,
bomba, cotrasportadores e trocadores neuronais. Nesta etapa sao calculados os potenciais
transmembranicos, as ClIs neuronais e extracelulares. A proxima etapa (etapa 4) traz os
calculos dos volumes celulares. Na sequéncia, etapa 5, resolvem-se as correntes pelas GJs
e as Cls intracelulares modificadas pela acao desse mecanismo. Posteriormente, na etapa
6, calculam-se as concentragoes idnicas extracelulares modificadas pela eletrodifusao ex-
tracelular. Finalmente, as concentracoes extracelulares sao corrigidas para satisfazer as

condicoes de contorno impostas pela simulacao da perfusao.

Tabela 3.4: Demais parametros do modelo AENS

Parametro Referéncia
Do vaz Fluxo de vazamento de Na™ -3,95x10~% mmol/s.cm® (1)
Pk vaz Fluxo de vazamento de KT -3,0x10~® mmol/s.cm? (1)
Pt vaz Fluxo de vazamento de C1~ -1,39x10~7 mmol/s.cm? (1)
glia Fluxo de vazamento de Na™ glial -2,43x10~ "mmol/s.cm?® (1)
%fzaz Fluxo de vazamento de K+ glial -2,43x10~"mmol/s.cm?® (1)
% Fluxo de vazamento de C1~ glial -2,23x10~" mmol/s.cm? (1)
T Medida da resistividade do tecido 6,25x1072 mV.s/mM (2)
€ Condutancia do ME 7,3x107% mA /mV.m? (3)
v Taxa de variagao do volume neuronal 4,5 x10717 cm? /s (4)
n’ Fragao de solutos impermeantes no MI ~ 9,01x107° mmol (5)
ng Fracdo de solutos impermeantes no ME ~ 3,15x10~ ! mmol (4)

(1) Parametros ajustados para manter a estabilidade do repouso, antes da perfusao com alta [K*],.

(2) Parametro 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 h4a uma indugéo em
torno de 50% das amplitudes dos population spikes.

(4) Ajustado para reproduzir os potenciais extracelulares observados durante experimentos realizados no
LANEC.

(5) Parametro ajustado para manter o volume celular constante durante o repouso.
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(1) Inicializacdo
(2) Glias
(3) Neurdnios ‘
(4) Volumes
celulares
(3) Gap junctions
(6) Eletrodifusao
extracelular
(7 Condigoes de contorno

(solugao de perfusio)

Figura 3.8: Esquema representando a ordem de execucao dos calculos na simulacdo do modelo
AENS.
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Tabela 3.5: Parametros de inicializacao

Parametro de inicializagao Referéncia
[Nat]|, Concentragao extracelular de Nat 131 mM (1)
K], Concentragao extracelular de K™ 4 mM (1)
[Cl ], Concentragao extracelular de C1~ 130 mM (1)
[Na™t]; Concentragao intracelular de Na®™ 10 mM (1)
[KT]; Concentragao intracelular de Kt 130 mM (1)
[C17]; Concentragao intracelular de C1I~ 9 mM (1)
[Nat); giia Concentragao glial de Na™ 10 mM (1)
[K* )i gtia Concentracao glial de KT 130 mM (1)
[C1l™]i glia Concentragao glial de C1~ 9 mM (1)
Vi Potencial de repouso neuronal -69 mV (1)
Vi, glia Potencial de repouso glial -79 mV (1)
Volin neur Volume neuronal 4,19x10712 dm?3 (1)
Volin, glia Volume glial 4,19x107 13 dm?® (1)
Voleztra Volume do ME 3,15x10712 dm3 (1)
m Ativagao (Na™ transiente) 0,03 (2)
h Inativagao (Na™ transiente) 0,1 (2)
w Ativagao (Na™ persistente) 3,0x10~4 (2)
n Ativagao (KT retificador tardio) 0,78 (2)
a Ativagao (K* do tipo A) 0,1 (2)
b Inativagao (K™ do tipo A) 0,8 (2)

(1) Parametros ajustados de acordo com os dados experimentais em (Almeida et al., 2004; Kager et al.,
2002; Xiong e Stringer, 2001).
(2) Valores correspondentes as condigoes de repouso.



Capitulo 4

Sincronizacao

Neste capitulo fazemos uma breve introducao a teoria da sincronizacao de osciladores
acoplados, com referéncia as técnicas para extracao de fases e medida de correlacoes

temporais entre fases.

4.1 Sincronizacao

Sincronizagao é o ajuste dos ritmos de osciladores devido & sua interacao (Pikovsky
et al., 2001). Este fenomeno, fregiientemente observado na natureza, envolve objetos
ou sistemas acoplados que exibem comportamento periédico auto-sustentado. O acopla-
mento, cuja intensidade deve preservar a independéncia dos osciladores, faz surgir relagoes
entre suas freqiiéncias e fases. Se o acoplamento for bidirecional, falamos de sincronizacao
mutua. Se unidirecional, esperamos a sincronizacao por forca externa, onde o oscilador
agente ajusta o ritmo do oscilador resposta. Neste tltimo caso, o fendmeno se distingue
da ressonancia, na qual o oscilador resposta nao é auto-sustentado e, portanto, tem o
ritmo induzido pelo agente.

Usualmente, distinguem-se quatro tipos de sincronizacao a depender de como se esta-
belece o ajuste de ritmos: sincronizacao completa, sincronizagao com atraso, sincronizacao
generalizada e sincronizagio de fase (Pikovsky et al., 2001).

Na sincronizacdo completa, a interagao entre dois osciladores idénticos (mesma dina-
mica e igual conjunto de parametros) faz com que seus estados coincidam. Tal coincidéncia

é preservada no tempo:

tlim |z(t) —g(t)] =0 (4.1)
T e g sao os vetores de estado dos osciladores x e y, respectivamente.

Uma particularidade do tipo anterior é a sincronizagao com atraso, na qual existe um

deslocamento temporal entre os estados dos osciladores:
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T(t+71) =791 (4.2)

No limite em que 7 — 0 o regime transita para sincroniza¢ao completa.
Um caso que abrange os tipos anteriores é o da sincronizagao generalizada. Nela ha o
surgimento de uma relacao funcional entre os estados dos dois sistemas, nao necessaria-

mente idénticos:

T(t+7) = Fly(t)] (4.3)

Este tipo de sincronizacao é comumente observado quando o acoplamento é unidirecional
(interacdo do tipo mestre-escravo) (Pikovsky et al., 1997).

Na sincronizacao de fase ha o estabelecimento de uma relagao temporal entre as fa-
ses dos osciladores, expressa pela condi¢ao de travamento (ou bloqueio) de fases —phase

locking. Nesta condicao, a diferenca entre muiltiplos inteiros das fases é limitada:

tlim |mep,(t) — np,(t)] < const (4.4)

m e n sao inteiros e as variaveis ¢ denotam fases. Neste caso a sincronizacao é do tipom :
n (para cada m ciclos do oscilador x observamos n ciclos do oscilador y). Outra condigao

é a de arrastamento de freqiiéncias (frequency entrainment):

mlwy) = n(w,) (45)

E importante salientar que tais condicoes sio efetivas quando a diferenca entre freqiién-
cias é pequena. Também as amplitudes dos osciladores podem permanecer completamente
independentes. Caso contrario, uma transicao para sincronizacao com atraso se estabe-
lece (Pikovsky et al., 2001; Rosenblum et al., 2001).

A sincronizacao de fase foi primeiramente observada por Christian Huygens ao des-
crever o comportamento sincrono de relogios de péndulo em interagao fraca. No entanto,
o estudo sistematico deste fenémeno comecou somente na década de 20, com os expe-
rimentos de Appleton e Van der Pol em geradores elétricos. Ha mais de uma década,
estendeu-se o conceito a osciladores nao-lineares e cadticos (Rosenblum e Pikovsky, 1996).
Atualmente tem sido vastamente aplicado a andlise de séries temporais biologicas, parti-
cularmente de sinais neurais (Mormann et al., 2000; Rosenblum et al., 2001; Tass et al.,
1998).

Para caracterizar sincronizacao de fase duas abordagens sao possiveis. Na primeira,
reduz-se a complexidade de um oscilador auto-sustentado a uma dinamica de fases, per-
mitindo prever os estados de sincronizacao do conjunto acoplado. Esse caminho se faz
possivel quando se conhecem as equacoes que descrevem a evolucao dos osciladores. Além

disso, aqui o conceito de reposta de fase a uma perturbagao externa é fundamental (Izhi-
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kevich, 2007).

A segunda abordagem tem sido bastante aplicada a séries temporais cuja dindmica
é desconhecida, particularmente a dados experimentais (Quiroga et al., 2002; Quyen
et al., 2001). Aplica-se ainda, quando o grau de complexidade das equagoes de evolugao
torna proibitivo o uso da reducao a uma dinamica de fases. Nesta abordagem as fases
sao extraidas usando técnicas de andlise de sinais. Depois sao aplicados indices para

quantificar o nivel de sincronizacao.

4.1.1 Sincronizacao de bursts

O bursting é largamente observado no sistema nervoso central (Izhikevich, 2007; Purves
et al., 2004). Neurdnios disparam potenciais de agao isolados ou em bursts a depender de
suas caracteristicas endogenas ou da natureza de um estimulo. Todo bursting ¢ formado
por uma seqiiéncia de potenciais de acao seguidos por um periodo quiescente ou de siléncio.
E um padrao de oscilacio que exibe duas escalas de tempo originadas por correntes rapidas
moduladas por fluxos iénicos lentos (Izhikevich, 2007).

Héa dois regimes de sincronizac¢ao associados a esse padrao oscilatorio (figura 4.1): sin-
cronizagao entre spikes e entre as modulacoes lentas do burst(sincronizacao entre bursts).
Ainda existe um terceiro regime de sincronizacao simultanea entre potenciais de agao e

entre bursts.

~4— -

| — - o
- ‘ ol ‘ B Jl“t) L\_,f-

Ld_d_______—

sincronizagio de spikes sincronizagdo de bursts

Figura 4.1: Regimes de sincronizacao associados ao bursting (modificado de (Izhikevich, 2007)).

As técnicas de reducdo a uma dinamica de fases podem ser aplicadas ao bursting
quando os acoplamentos ocorrem pelas variaveis relativas a uma tnica escala de tempo.
Quando isto acontece, podemos eliminar as varidaveis de uma dada escala, aplicando os
métodos anteriores a dinamica restante (Izhikevich, 2007).

No caso do modelo de atividades epileptiformes, os acoplamentos combinam varidveis
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rapidas e lentas por relagdes nao-lineares (capitulo 3) e ndo é possivel desacoplar as escalas
de tempo para aplicar as técnicas de reducao.

4.2 Extracao de fases

A fase ¢y de um oscilador auto-sustentado, cujo movimento é uniforme, tem a seguinte
definicao: é um ponto sobre a trajetoéria fechada no espaco de fases, a qual possui um

Gnico centro de rotagao. A equacao a seguir governa sua evolugao temporal:

dipo
dt

wo = 27 /Ty e Ty é o periodo da oscilagdo. Ela corresponde & variavel cujas perturbagoes

= wy (4.6)

nao decaem e também ndo crescem (Izhikevich, 2007; Pikovsky et al., 2001; Rosenblum
et al., 2001). Se o movimento oscilatorio é nao-uniforme, podemos usar os cruzamentos
com uma secao de Poincaré para definir a fase. Entre dois cruzamentos com o mesmo
plano ela cresce uniformemente no intervalo |0, 27r]. No entanto, se o movimento for
complexo, ainda podemos definir fase, sob algumas restri¢oes.

A primeira solucao é representar a evolucao temporal por uma funcao no plano com-
plexo, por meio da transformada de Hilbert, que veremos a seguir. Além disso, esta
solucao ¢ satisfeita, sem ambigiiidades, se a série temporal possui componentes espectrais
principais numa faixa de freqiiéncias estreita. Caso contrario, se aplicarmos a transfor-
mada de Hilbert a série temporal, no plano complexo veremos vérios centros de rotacao
sobrepostos (figura 4.2). Logo, nao poderemos definir fases sem ambigiiidades (Chavez
et al., 2006; Vakman e Vainshtein, 1977). Para eliminar esse problema, utilizamos proce-
dimentos de filtragem. No caso de um sinal multiespectral e nao estacionario a solugao é
aplicar um filtro de resposta unitaria e que nao altere as fases para selecionar a faixa de

interesse.

4.2.1 Eventos de referéncia

Algumas séries temporais podem ser caracterizadas pela presenca de eventos de refe-
réncia. Neste caso podemos determinar as fases associando os tempos t, (n= 1, 2, ...) a
cada evento. O intervalo de tempo entre t, e t, 1 corresponde a um acréscimo de um
ciclo a fase. Para tempos arbitrarios expressamos a fase por meio de uma funcao linear
do tempo. Cada ciclo completo produz um acréscimo de 27w (Rosenblum et al., 2001):

o(t) = 2mn + QWi, th <t <tpi (4.7)
nt1 — tn

Quando a série temporal contém varios componentes de freqiiéncia, é preciso selecionar

os eventos de referéncia para cada faixa.
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4.2.2 Transformada de Hilbert

A extracao de fases pela transformada de Hilbert baseia-se na técnica do sinal analitico,
largamente utilizada em processamento de sinais (Rosenblum e Kurths, 1998). Considere

um sinal continuo real, s(t). O sinal analitico é construido por meio da definicdo:

v(t) = s(t) + iu(t) = A (1) ® (4.8)

u(t) é a transformada de Hilbert do sinal:

u(t) = H(t) = “pv. /_ T )y, (4.9)

s ot —T
na qual p.v. significa valor principal de Cauchy. Note que a equagao (4.9) é a convolugao
do sinal original com a fungao 1/7t. A transformada de Hilbert produz um deslocamento
de fase de —7/2 para cada componente espectral de u(t). Na prética, o procedimento
consiste na construcao de um sinal complexo, o qual permite uma definicao univoca de
amplitude e fase:

i H{s(t)}
g (t) = arctanW (4.10)
Como exemplo, considere a funcao f(t)=cos(wt), w constante. A transformada de
Hilbert desta funcao é: H {f(t)} = cos(wt —7/2) = sen(wt). Na figura 4.3 ilustra-se esta
funcao e sua transformada, bem como a trajetéria no plano complexo, fazendo-se o gréfico
de f(t) contra H {f(t)}.
Aplicando o teorema da convolucdo da transformada de Fourier & transformada de

Hilbert, obtemos uma forma, via FFT, cujo calculo ¢ acelerado (Oppenheim et al., 1999):

H{s(t)} = Fl{F{%}F{S(t)}} = F~{—isgn(w)F{s(t)}} (4.11)

4.2.3 Transformada de continua de ondaleta

A técnica da transformada continua de ondaleta requer o calculo dos coeficientes da
seguinte transformacao sobre uma série temporal s(t) (Addison et al., 2002; Torrence e
Compo, 1998):

T(a,b) = /_ h qo%djg(t— D)t (4.12)

Os fatores a e b denotam escala e translacao temporal, respectivamente. As funcoes
1), sdo copias de uma funcao-prototipo: a ondaleta-mae, ¥(t). O subscrito ‘a’ significa
que a fungdo é uma versao dilatada ou comprimida de ¥(t) a depender da escala (a < 1

implica dilatacdo e a > 1 compressao - figura 4.4). Aplicar a equacao (4.12) a funcao s(t),
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Figura 4.2: Funcao s(t) = cos(wt) + cos(3wt)+ cos(bwt) (a) e trajetorias no plano complexo
obtidas com o célculo da transformada de Hilbert (b,c). Observe os multiplos centros de rotacao
em (b), o que torna a defini¢ao de fase nao univoca. Em (c) filtramos o sinal, isolando uma das
freqiiéncias, restando um tnico centro de rotacdo. Neste caso o conceito de fase ndo é ambiguo.
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Figura 4.3: (a) Funcdo cos(wt) (linha cheia) e sua transformada de Hilbert (linha tracejada).
(b) A trajetoria no plano complexo.
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equivale a realizar um ntimero de varreduras sobre todos os pontos compondo a série. O
total de varreduras ¢ igual a quantidade de escalas (ou freqiiéncias) que se deseja analisar.
Note que escalas sao equivalentes a freqiiéncias. Um procedimento para determinar

essa relagao é calcular o valor de ‘a’ que maximiza a fungao (Torrence e Compo, 1998):

T(a,b)| = | / ewkt%wz:(t b (4.13)

1 a=5.0

Re[¥(x)]
Re[¥(x)]

Im[¥(x)]
Im[¥(x)]
=
—

&
2

Figura 4.4: Dilatacao e compressao das partes real e imaginaria de uma ondaleta-mae, a funcgao
de Morlet (¥). (esquerda: a = 0,5; direita: a = 5,0).

Para o calculo de fase a ondaleta-mae é uma funcao complexa que deve obedecer a
algumas restri¢oes, as condi¢oes de admissibilidade (Addison et al., 2002). Sendo assim

podemos escrever:
T(a,b) = ATei#: (4.14)

Im{T(a,b)}
Re{T(a,b)}

Uma ondaleta bastante utilizada é uma versao da fungao completa de Morlet (Addison
et al., 2002):

¢ (t) = arctan

S

(4.15)
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1
7r1/4<

U(t) = ot — = 13/20%) o= t7/20 (4.16)

onde fo é a freqiiéncia central (em Hz) e o fornece a largura de banda ou resolugdo

temporal da transformada. O fator de correcio e=*"/27"

¢ para garantir a condicao de ad-
missibilidade F{¢}(w=0) = 0. Usando o conceito de nimero de oscilagoes significativas
pode-se substituir a representacao em escala (uma grandeza adimensional) pela represen-
tagao em freqiiéncia, evitando o uso da equagao (4.12). No caso da fun¢ao completa de
Morlet, a resolugdo da eq.(4.13) implica resolver uma equagao transcendente.

Por convencao, uma oscilacao é considerada significativa se sua amplitude vale mais
do que 1% da amplitude em t = 0. Seja n. o nimero de oscilagoes significativas. Entao é

possivel demonstrar a relagao (Kraskov, 2004):

N,
o= 4.17
6 417
Substituindo-a na equagao (4.15) obtemos:

]_ ; 2 2 2

— ifot _ o=a/2y,—(fot)?/2a
Y(fot) = m(e R I (4.18)

na qual a=n./6. Esta nova fun¢do ¢ uma versao escalada da ondaleta-mae:
\Ij t) _ 1 ( it _ —0(2/2 —t2/2a2 (4 19)
( = m € € )6 .

Os coeficientes da transformada de ondaleta sao obtidos usando um algoritmo de
transformada rapida de Fourier. Basta observar que a equagao (4.12) pode ser reescrita

como uma integral de convolucao. Assim, pelo teorema da convolucao:

T(fo,b) = F{F{\/forb (fot) } F{s(t)}} (4.20)

Existe uma relacao estreita entre as transformadas de Hilbert e de ondaleta: de fato,
a ultima equivale & primeira apos se aplicar um filtro passa-faixa ao sinal (Kraskov, 2004;
Quiroga et al., 2002).

Para extracao de fases de um padrao oscilatorio como o bursting é preciso cautela
quanto a escolha da ondaleta-mae. Por exemplo, para ajustar o parametro «, pode-se
usar n. = 1 para examinar todo o espectro da série temporal, significando que as fungoes-
prototipo possuem apenas uma oscilacao signficativa, cuja forma é mais adequada & anélise
de potenciais de acdao. O aumento do niimero de oscilagoes significativas ainda nao produz
uma fun¢ao adequada a analise das oscilagbes em baixa freqiiéncia do bursting (figura 4.5).
Este pé o ponto fraco da escolha da funcao completa de Morlet como ondaleta-mae: a
pouca precisao para anélise de bursts. Na figura 4.5 a forma dessas oscilacoes em baixa
freqiiéncia se ajustaria melhor a fungoes do tipo onda-quadrada. Portanto, os resultados

podem se tornar mais precisos com a escolha de outra ondaleta-mae para analise em baixa



Capitulo 4. Sincronizacao 54

freqiiéncia.
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Figura 4.5: Oscilagoes do modelo AENS (esquerda) e formas da fungdo completa de Morlet
(direita). (a) Oscilagoes lentas do burst e fungao de Morlet com n. = 6. (b) Potenciais de acao
e funcao de Morlet com n, = 1.

4.3 Quantificando sincronizacgao

As grandezas a seguir quantificam o nivel de sincronizacao em um sistema.

4.3.1 Medidas classicas de correlacao temporal

Uma medida classica de sincronizacao é a funcao correlagao cruzada normalizada no

dominio do tempo (Quiroga et al., 2002; Quyen et al., 2001). Ela infere o grau de
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correlacdo entre duas séries temporais em funcao da defasagem temporal 7. No caso

discreto:

N—T1 _ _
1 3771—&-‘1'_3j Yn — Y
>0
c(r) =4 7 ( . )( 7 )’T— (4.21)

Onde Z e ¥ denotam médias e o0,,0, sao as variancias. A normalizacao assegura que
Coy(T) € [-1,1] , ou seja este indice varia entre -1 (anti-sincronizagdo completa) e 1 (sin-
cronizagdo completa). Valores proximos de zero significam independéncia entre séries
temporais. A correlacdo cruzada normalizada é um indice simétrico: ¢, ,(7) = ¢,.(7).
Além disso, ele nao permite separar os efeitos de amplitudes e fases nas inter-relacoes entre
sinais (Quyen et al., 2001). Por isso, esse tipo de analise complementa uma investigagao
de sincronizacao de fase.

Outras duas medidas tradicionalmente usadas sao a correlacao cruzada quando a de-

fasagem ¢ nula, ¢, ,(0) e o valor maximo da correlagao cruzada (Quiroga et al., 2002):

Crmaz = mTaX{|cxy(7') '} (4.22)

Usa-se a primeira medida para investigar sincronizacao completa ou sincronizagao de fase
1:1, pois neste caso procuramos as condicoes que induzem a uma defasagem temporal

nula. A segunda medida permite investigar condi¢oes mais gerais de sincronizacao.

4.3.2 Coeréncia de fase média

A coeréncia de fase média (CFM) fornece uma medida do espalhamento das diferencas

de fase no circulo unitario no plano complexo (Mormann et al., 2000):

(rym) n,m
Tnm = |<€<Pa;,y (t)>|> SO;(E,@} )(t) = n%:(t) - mSDy(t) (423)

(), indica média temporal e o™ () é a fase relativa quando ha sincronizacdo do tipo
n:m (investigamos apenas o caso n=m=1; neste caso Y, = v). O indice é restrito ao in-
tervalo [0,1]. Se a relagao temporal entre as fases de cada oscilador é estavel, entao a CFM
tem valor proximo a um. Caso contrario, se as fases se mantém independentes, a CFM
tende a ser nula. Na figura 4.6 ilustramos o comportamento das fases na evolugao para
um regime de sincronizacao. Nesta ilustracao usamos o recurso da observacao estrobosco-
pica (Pikovsky et al., 2001). Cada ponto no circulo unitario representa um valor de fase
observado em instantes de tempo distintos enquanto o valor da fase do segundo oscilador
se mantém fixo. A CFM é representada pelo vetor que aponta para a fase relativa e cujo
modulo cresce na medida em que o par evolui para o regime de sincronizacao. Quando

esse regime é alcancado os pontos se tornam concentrados. Observando a distribuigao
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das fases relativas, quando nao ha sincronizacao do par de osciladores a distribuicao é

uniforme. Quando h4 sinvronizacao a distribui¢io se torna concentrada (figura 4.7).

t6
t1

t2 t6
t5s

t3 t4
t3
t2

tS
t3

A B C

Figura 4.6: Representacao no circulo unitario das fases do primeiro oscilador (pontos em verme-
lho) em varios instantes de tempo, mantendo-se a fase do segundo oscilador fixa. Representa-se a
CFM vetor no centro do circulo. Quando o par entra em um regime de sincronizacao, as fases do
primeiro oscilador tendem a se concentrar. Isto significa que se estabeleceu uma relacao temporal
estavel entre as fases de cada oscilador (adaptado de (Pikovsky et al., 2001; Rosenblum et al.,
2001)).

L1 : : .10 —
0.05 - 1 005 - |
-t O T -1 0 T
(a) (b)

Figura 4.7: Distribuicao da fase relativa de um par de osciladores em um regime nao sincro-
nizado (a) e de sincronizac¢ao (b). Em (a) a distribui¢do da fase relativa é uniforme. Quando o
par entra em um regime de sincronizac¢ao a distribuicao é concentrada.

Comparada as medidas classicas de correlacao temporal, a CFM permite analisar sin-
cronizacao nas diferentes escalas de tempo presentes no bursting separadamente, além de
considerar somente variacoes temporais, ao invés de variacoes nas amplitudes das osci-
lagoes. Isto é particularmente 1til para andlise de sincronizagao em osciladores caoticos.

Neste caso podem se estabelecer regimes de sincronizagao quando as amplitudes dos os-



Capitulo 4. Sincronizacao b7

ciladores permanecem completamente independentes (Rosenblum e Pikovsky, 1996).

4.3.3 Outras medidas de sincronizacao: entropia de Shannon e

informacgao mitua

Os indices baseados na teoria de informacao tém sido utilizados para analisar distri-
buicbes de probabilidade de sistemas nao-lineares. A entropia de Shannon, ou entropia de
informacao ¢ uma medida do grau de incerteza associada a uma variavel aleatoria (Cover
e Thomas, 2006). Considere a fase de um dado oscilador como uma varidvel aleatoria
discreta X que pode assumir um valor dentro do conjunto {y,} com probabilidade p,. A

entropia de Shannon associada & essa variavel é:

H=- prlnpx (4.24)

cuja unidade de medida é “nats” (as unidades de medida sao “dits” para logyo e “bits” para
logs). Desejamos quantificar o grau de incerteza relacionado a fase relativa, (eq.(4.23),

quando n=m=1). Para isso usamos o indice normalizado:

H
Hmaz

Onde H é a entropia de Shannon da distribuicao p,, H,,.. é o seu valor maximo e 7

n=1- (4.25)

pertence ao intervalo [0,1]. Se o par de osciladores em observacao nao estiver sincronizado,
a distribuigdo das fases relativas tendera a uniformidade (figura 4.7). Neste caso, o grau
de incerteza a ela associado serd maximo (H=H,,,,) e, portanto, n tendera a zero. Caso
contrario, n tenderd a um. Note que o indice fornece uma medida da prevaléncia da
sincronizacao de fase 1:1. Para sincronizacoes do tipo n:m adotamos um segundo indice
baseado na informagao mutua média. Ela determina o grau de interdependéncia entre duas
distribui¢oes de probabilidade, ou seja, permite quantificar a informacao sobre a primeira
variavel quando se conhece a informagao sobre a segunda variavel (Cover e Thomas, 2006).

Sejam duas varidveis aleatorias discretas X e Y (ou fases ¢, e ¢,) as quais podem
assumir valores dos conjuntos x e y com probabilidades p, e p,, respectivamente e pro-
babilidade conjunta p,,. H(X), H(Y) e H(X,Y) sdo as entropias de Shannon e entropia

conjunta. A informacao mutua entre as duas variaveis é:

I(X,Y) =) puyln (M> — H(X) +H(Y) - H(X,Y) (4.26)
- PzPy

Para variaveis independentes, H(X,Y) = H(X) + H(Y) e [(X,Y)=0. Normalizando a

informagao mitua pelos valores maximos das entropias de Shannon obtemos o indice MI

(do inglés mutual information):
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2I(X,Y)
HY HY

max max

MI = (4.27)

onde H e HY _ denotam as entropias méaximas relacionadas as variaveis (ou fases) X e
Y. A informagao mitua pertence ao intervalo [0,1], sendo que os extremos MI — 0 e MI —
1 implicam distribui¢des independentes das fases (ndo ha sincronizagao) ou dependentes

(sincronizacdo), respectivamente (Quyen et al., 2001).

4.4 Aplicacao

Como aplicacao da analise de sincronizacao de fase pelo uso da CFM construimos uma
rede quadrada formada por nove neurdnios conectados por GJs utilizando condigoes de
contorno periodicas (figura 4.8). Cada neurdnio i (i=1,..,N) exibe bursting (figura 4.9),

cuja dinamica é descrita pelo modelo Iy p+Ix+1x ) (Izhikevich, 2007):

ai 9
o— | —o—|—o
Fgi— — Vo
ggi ggj
o— | —e ®
<
— — —4
ggi
ggi ggj
o | —eo—] —o

Figura 4.8: Representagdo da rede de neurdnios do modelo Ingp+Ix+1g(ar) conectados por
gap junctions representadas pelos resistores.

dv;
O_Z:]Z_ ‘/;_E - a ooi‘/;_Ea
pn g L) = gNaMoo,i Na) (4.28)

— gxni(Vi — Ex) — guna,i(Vi — Ex) + Iay

dn; . (Moo,i (Vi) — n4)
dt Tn

(4.29)

dnari (noo,nr,i (Vi) — mni) (4.30)
dt T™ '
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nas quais C = 1,0 uF/cm? E; = 80 mV, Ey, = 60 mV, Ex = 90 mV. As condutancias
valem g; = 8 mS/cm?, gy, = 20 mS/cm?, gx = 9 mS/cm? e gy = 5 mS/cm?. As
correntes I; sao uniformemente distribuidas no intervalo [5,0; 6,0] pA/cm?. As constantes
de tempos sao iguais a 7, = 0,152 ms e 75y = 20 ms. As varidveis de ativacao estacionérias

sao expressas por funcoes do tipo:

1
eXp((‘/l);Q = Vi) /ky)

na qual X=Mooi; Noo,i € Noo,ari- Vi = =20 mV, V{j= V’f}fz 20 mV, ky, =15 e ky =
k

x(V;) = (4.31)

neonrs— 9+ A corrente de acoplamento por GJs ¢ dada por:

lay = 94;(Vi = Vj) (4.32)

onde g,; é a condutancia em mS/cm?, a qual representa o parametro de acoplamento.
Os potenciais transmembranicos, para N=9, estao representados na figura 4.9,na qual
g,,=0 e 2,0 mS/cm?, este dltimo valor induzindo sincronizagio completa (figura 4.9).
Filtramos os potenciais transmembranicos usando um filtro passa-baixa com freqiiéncia
de corte de 0,1Hz para isolar as oscilagoes lentas e um filtro passa-faixa centrado em
1,0 Hz (com largura + 0,1 Hz) para separar os potenciais de a¢do (figura 4.10). Depois
calculamos as fases usando a transformada de Hilbert (figura 4.11). Representamos as
fases no plano complexo para verificar que as freqiiéncias de corte escolhidas originam
trajetorias fechadas com centros de rotacdo bem definidos (figura 4.12). Calculadas as
fases, determinamos a CFM entre um par de neurdnios tipico da rede para alguns valores
de gg;, resultando em um aumento da sincroniza¢ao em todas as faixas de freqiiéncias

para acoplamentos crescentes (figura 4.13).
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Figura 4.10: Espectro de poténcias dos potenciais de membrana do modelo para trés valores
da condutancia das gap junctions ( g,;=0,0 (A); 0,4(B) e 1,0 (C) em mS/cm?).
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Figura 4.11: Fases extraidas dos potenciais transmembranicos apos filtragem e uso da trans-
formada de Hilbert. Em (a) e (b) aplicamos um filtro passa-baixa com freqiiéncia de corte em
0,1 Hz. Em (c) e (d) utilizamos um filtro passa-faixa centrado em 1,0 Hz (com largura £ 0,1
Hz). A esquerda gg;=0 e a direita, gg;=2,0 mS/cm?.
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Figura 4.12: Fases representadas no plano complexo correspondentes as oscilacoes lentas (a) e
rapidas (b).
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ggj(mSlcmZ)
Figura 4.13: CFM em funcdo da constante de acoplamento por GJs. A curva em vermelho

ilustra o crescimento dos niveis de sincronizacao entre oscilagoes lentas e a curva em preto entre
potenciais de acao.
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Gap Junctions

E usual considerar, em investigagoes tedricas e experimentais, que GJs atuam como
resistores 6hmicos (Kepler et al., 1990; Perez-Velazquez et al., 2001; Postnov et al., 2006;
Sherman e Rinzel, 1991, 1992).Tal aproximagao é pertinente quando as variagoes das Cls
sao despreziveis. Neste caso, demonstra-se que a corrente originada de um processo eletro-
difusivo, descrita pela equagao de Nernst-Planck, reduz-se a uma corrente 6hmica (Hille,
2001; Jackson, 2006). Entretanto, durante crises epilépticas as variagoes de CI tanto no MI
quanto no ME sdo intensas (figura 5.1). Ha resultados experimentais corroborando uma
grande elevacao de [K*], (Frohlich et al., 2008a), cloreto (Almeida et al., 2008; Dzhala
et al., 2005; Fukuda, 2005; Koninck, 2007) e de calcio intracelulares (Somjen, 2004)).
Contudo, varios resultados apontam para alteracoes no funcionamento de transportado-
res ionicos, como a Nat/K*-ATPase e os cotransportes cation-cloreto, assim como de
canais i6nicos, contribuindo para o aumento das CIs (Clapcote et al., 2009; Dzhala et al.,
2005). Desta forma, uma questao posta é de que forma as correntes via GJs e, conseqiien-
temente, as propriedades decorrentes desse acoplamento, sao afetados pelas alteracoes das
CIs, nos meios intracelular e extracelular.

No modelo AENS, o acimulo de potéssio extracelular desencadeia atividades epilep-
tiformes. Tal evento atua sobre os mecanismos transportadores resultando na mudanca
das CIs dos demais fons. Sendo assim, examinamos os mecanismos moduladores da [K*],,
como a variagao da eletrodifusao extracelular e alteracao do nimero de unidades funcionais
na rede tridimensional. No primeiro caso, a eletrodifusao é modificada pela tortuosidade,
topico discutido nos capitulos 2 e 3. Um aumento de tortuosidade restringe a eletrodifu-
sdo, elevando [K™|, nas vizinhancas de um dado neurénio. No segundo caso, o nimero
de unidades funcionais controla a quantidade de K* enviada ao ME devido aos bursts
epileptiformes.

A constante do acoplamento eletrotonico, kg7, um parametro adimensional, multiplica
igualmente todas as permeabilidades ionicas nas GJs. Variamos kg de 0 a 2,0 com inter-

valo de 0,25. Para kgy = 1,0, as permeabilidades fisiologicas de Nat, KT e Cl~ possuem



Capitulo 5. Gap Junctions 65

valores fisiologicos, a saber 6,73x107% cm /s, 9,92x1078 cm /s e 1,84x1078 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 fisiologica do ME no intervalo 1,4 < A < 24
(Hrabitova e Nicholson, 2007; Sykova, 2004; Sykova e Nicholson, 2008). No entanto, utili-
zamos valores uma faixa nao tabelada experimentalmente, entre 2,4 e 4,0, para investigar
uma situacao de impedimento severo a eletrodifusao. Deste modo, estudamos A = 1,6;
2,0; 3,0 e 4,0.

Variamos o total de unidades funcionais na rede (denominado N) alterando o nimero
de compartimentos nas direcoes x, y e z. As redes possuem 27, 45 e 125 unidades fun-
cionais. Se N — 27, temos N, — N, = N, — 3. Para N — 45, N, = N, = 3e N, = 5.
Finalmente, N = 125 implica N, = N, = N, = 5.

No tecido real, nao existem neuronios, em uma dada estrutura, com propriedades e
comportamentos dinamicos individuais idénticos. Para representar a aleatoriedade intrin-
seca ao tecido, adicionamos contribuicoes randomicas as variaveis de inicializacao das Cls
e ao potencial de repouso, os quais variam na faixa £+ 20% com relacdo aos valores da
tabela 3.3 (capitulo 3). Também estabelecemos variacoes aleatorias sobre as permeabi-
lidades méximas de canais idnicos (£5%). Essas permeabilidades ionicas influenciam os
tempos de disparo e freqiiéncias de PAs (além disso, regulam a excitabilidade neuronal e
concentragoes extracelulares de potassio e cloreto). Aplicamos esse procedimento ao valor
da permeabilidade do fon ficticio AT produzido pelo trabalho liquido da Na™ /KT-ATPase,
que atua como um controle sobre a atividade da bomba Na®™/K*. Como resultado, as

freqiiéncias e amplitudes de PAs e oscilagoes lentas nos bursts sao variaveis.

5.1 Correntes do acoplamento por gap junctions

Comparamos as correntes pelas GJs calculadas utilizando a equacao de GHK e a lei
de Ohm. Tal comparacao evidencia a importancia da inclusdao, no modelo AENS, de uma
corrente eletrotonica dependente das CIs. A equagdo GHK (eq.(3.5), pagina 33) pode ser
substituida pela lei de Ohm apenas quando as diferencas entre as Cls intracelulares de
neuronios conectados forem despreziveis. Isto é o caso no modelo, para uma faixa bastante
restrita de parametros de acoplamento, total de unidades funcionais e tortuosidades. A
figura 5.2, traz as correntes por GJs, assim como os PTs, para marcar os instantes de
transicao das fases ativas para as silenciosas. Utilizamos um filtro passa-baixa sobre todas
as correntes para remover as variagoes rapidas durante PAs. As simulag¢oes mostram que
as correntes se igualam quando kg; > 1,25, A > 3,0 (N = 45; figura 5.2(f)).
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Figura 5.1: Variagoes das Cls intra e extracelulares do ions s6dio, potéssio e cloreto, no mo-
delo AENS, em uma unidade funcional no centro da rede com N = 125. Fixamos o valor do
acoplamento por GJs, kgy = 1,25 a tortuosidade do extracelular em 1,6. As condi¢des iniciais
para essas variaveis sao (em mM): [Na®]; = 10 ; [Nat], = 131; [K*|; = 130; [K*], = 4,0; [C17;
=9,0; [C17], = 130.

5.2 Padroes de disparo

Simulamos PTs e potenciais extracelulares, densidades de corrente e concentracoes
por um tempo igual a 1000 s, usando um passo de tempo At igual a 1,0 ms (capitulo
3). Primeiramente, estudamos mudangas nos padroes de disparo usando uma inspegao
qualitativa da forma e freqiiéncia de PTs. Na figura 5.3 observamos PTs de um neuroénio
tipico da rede com N = 45 unidades funcionais para dois valores de tortuosidade (A =
1,6 e 4,0) e os acoplamentos kgy = 0; 1,25 e 2,0. Mais especificamente, ilustramos um
periodo do burst (figuras 5.3(a), 5.3(b)), nos quais os PAs caminham sobre uma linha
de base despolarizada. Na figura 5.3(c) detalhamos o inicio da fase ativa do segundo
burst da figura 5.3(a). Existe a tendéncia ao aumento da duracdo da fase ativa quando
elevamos os valores de A e de kgy. Os bursts trazem amplitudes varidveis que tendem
a decrescer no inicio da fase ativa, especialmente para valores elevados de tortuosidade.
Nas figuras 5.3(a), 5.3(b), para kg; = 2,0, 0o aumento de A de 1,6 para 4,0 provoca uma
reducao de cerca de 76% nas amplitudes dos PAs. O efeito é maior aumentando-se N. Na
figura 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 A = 1,6 para 4,0,

o decréscimo de amplitude ¢ tao intenso que as amplitudes reduzidas nao ultrapassam
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Figura 5.2: PTs, correntes pelas GJS descritas pela equacao de GHK e Lei de Ohm (linhas
tracejadas e grossas). N =45, kgy = 0,25 (preto); 0,50 (vermelho); 1,25(azul), A = 1,6 (esquerda)
and 3,0 (direita). As correntes sao iguais se kgy > 1,25 e A > 3,0 (f).
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2,0mV (figura 5.4(b), A = 4,0 e kgy = 2,0).

5.2.1 Periodos do burst e freqiiéncias dos potenciais de acao

Definimos o periodo de um burst como a soma entre as duracoes das fases ativa e
silenciosa. Usando um limiar sobre os PTs, calculamos o periodo médio de um burst, pois
para cada série temporal de PTs, ha varios bursts. Aplicando o mesmo limiar, estimamos
a freqiiéncia média de PAs em um burst. Tomamos oito amostras de PTs gerados sob
condicoes aleatorias para fazer uma segunda média de tais quantidades, expressas como
<média> =+ erro padrao, onde as chaves indicam média sobre desordem. Referimo-nos,
portanto, ao simbolo <TY,.s;> para denominar o periodo médio de um burst calculado
sobre a desordem. A meédia sobre desordem das freqiiéncias de PAs por burst ganha o
simbolo <fgpige>.

Para verificar claramente o efeito do acoplamento por GJs sobre as freqiiéncias, esco-
lhemos, aleatoriamente, neurénios situados nas fronteiras com a solucao de perfusao e no
centro da rede (pares ndo sao adjacentes). Calculamos <T > € <fopipe> para N — 45 ¢
A= 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0 (figura 5.5). Nao observamos diferencas qualitativas significativas
quando mudamos a posicao do ponto de observagao na rede. Ha crescimento de <T'j,>
com o aumento da tortuosidade e um ponto de minimo em torno do valor kg; = 0,25
(figuras 5.5(a), 5.5(c), 5.5(d)). O valor mais elevado de <Ty,.s>, para kgy = 2,0 e A
= 4,0, mede 331 £ 18 s. As curvas de <f,;;.> apresentam pontos de maximo que se
deslocam mudando-se a tortuosidade (figuras 5.5(b), 5.5(d), 5.5(f)).

Modificando o tamanho da rede, mantendo-se a tortuosidade fixa, observamos um
padrao semelhante ao da figura 5.5. Escolhemos, desta vez, o neurénio central (mais
uma vez nao ha diferengas qualitativas alterando-se o ponto de observacao na rede). Na
figura 5.6, A = 2,0 e N = 27, 45 e 125. As curvas de <Ty,.> (figura 5.6(a)) apresentam
minimo em kg ; = 0,25, sendo a curva correspondente a N = 125 a que possui os periodos
mais largos; além disso, a trajetéria nao se cruza com as demais, as quais se interceptam
no intervalo kgy< 1,0. As curvas de <f,;.> apresentam maximos em kg; — 0,75, para N
=27 e 45. Em N = 125, o ponto de maximo se desloca na direcao crescente da constante
de acoplamento (figura 5.6(b)).

Concluindo, a variacao do acoplamento por GJs modifica as freqiiéncias médias de
bursts e PAs. Tratando-se do periodo médio de bursts, ha o crescimento monotdnico com
ka7, modulado pela tortuosidade. Um aumento gradual de A, produz elevagao também
gradual dos periodos médios. As freqiiéncias dos PAs apresentam pontos de maximo, os
quais variam a depender do valor da tortuosidade. Uma visao mais clara dessas tendéncias
é ilustrada pelas figuras 5.7 e 5.8. Nessas figuras representamos <'T4,.;> no espaco de
parametros formado por kg e A, utilizando uma escala de cinzas. O periodo médio de

um burst possui valores superiores em intervalos de kg; que diminuem quando elevamos
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Figura 5.3: P'Ts de um neurdnio tipico da rede com N = 45 unidades funcionais e trés valores
do acoplamento por GJs: kgy = 0; 1,25; 2,0. O conjunto de condigoes aleatorias sobre condicgoes
iniciais e permeabilidades ¢ o mesmo em (a)-(c). Os gréaficos ilustram um periodo do bursting
com destaque para a fase ativa. Observa-se uma tendéncia ao aumento da duracao da fase ativa
elevando-se o valor de kg ou da tortuosidade de 1,6 (a) para 4,0(b). Em (c) o detalhe do inicio
de uma, fase ativa mostra uma seqiiéncia de PAs caminhando sobre a linha de base despolarizada
(A=1,6 e kgs = 1,25).
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Figura 5.4: Bursts nos P'Ts de um neurénio tipico da rede com N = 125 unidades funcionais para
kgs =0;1,25;20e A = 1,6 (a) e 4,0 (b). Utilizamos o mesmo conjunto de condigdes aleatorias
sobre condigoes iniciais e permeabilidades da figura 5.1. Observa-se, como na figura 5.3, uma
tendéncia ao aumento da duracao da fase ativa elevando-se kgy. A reducdo da amplitude dos
PAs, no inicio do burst, torna-se dramatica com o crescimento da tortuosidade (b). Em (c) temos
um detalhamento do inicio da fase ativa para kgy; = 2,0 e A = 4,0. As amplitudes reduzidas nao
ultrapassam 2,0 mV.
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Figura 5.5: <Tyys> € <fopipe> (N = 45) em funcio do acoplamento por GJs do neurénio
central (A B) e dois outros escolhidos aleatoriamente, proximos as fronteiras com a solucao de
perfusdo (c),(d) e interface gés-liquido (e),(f). Fixamos as tortuosidades em A = 1,6 (circulos);
2,0 (diamantes); 3,0 (triangulos) e 4,0 (quadrados). Em (a),(c) e (e) ndo observamos diferencas
qualitativas entre <T'pyps>; 08 periodos crescem com os valores de kgy e de A. H4 pontos de
minimo em torno do valor kgy = 0,25. Nos graficos de <fgi.>, (b), (d) e (f), observamos um
maximo na freqiiéncia que se desloca com o valor de tortuosidade e difere a depender da posicao
do neurdnio na rede. Nao ha diferencas qualitativas significativas. As grandezas sdo expressas

como <média> =+ erro padrdao. Em algumas curvas as barras de erro sao menores do que os
simbolos.
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o total de unidades funcionais (figura 5.7). Esta regiao, de valores elevados de <T s>,
corresponde a tortuosidades maiores do que 3,0. Para N = 27 e 45, as frequéncias de
disparo de PAs exibem valores superiores nas regioes 0,25 < kgy < 1,25 e A < 2,5. Para
N = 125, ha uma segunda regido, no mesmo intervalo de kg e A > 3,5. A primeira regiao

se reduz, abarcando o intervalo A < 2,0 (figura 5.8).
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Figura 5.6: <Tjyys> (a) € <fgpipe> (b) versus kg para A = 2,0 e trés tamanhos de rede (N
= 27 (circulos), 45 (tridngulos), 125 (quadrados)). As curvas sdo qualitativamente semelhantes
aos graficos da figura 5.5.

A dinamica das correntes de sédio afeta a transicao entre as fases ativa e silenciosa
do bursting, e, portanto, controla a sua duracao (veja capitulo 3, se¢do 3.3). Observamos
mudancas nessa dinamica alterando a forca de acoplamento por GJs e a tortuosidade. Na
figura 5.9, mostram-se as densidades dos fluxos de s6dio, pelos canais i6nicos dependentes
de voltagem e pela bomba-Na®™ /KT do neurénio central. A figura permite localizar os
instantes de tempo nos quais os fluxos de Na™ se interceptam marcando as transigoes de
uma fase ativa para uma fase silenciosa.

Densidades de fluxo positivas indicam saida de s6dio do MI para o ME (como os fluxos
pela bomba-Na®™ /KT). Para construir a figura, invertemos o sinal do fluxo pelos canais,
para permitir o cruzamento dessas curvas com as curvas dos fluxos de saida de s6dio pela
Na®™ /KT-ATPase. Além disso, usamos um filtro passa-baixa para eliminar as variagoes
rapidas dos fluxos durante PAs, melhorando a visualizacao. Cada par de densidades de
fluxo tem uma mesma cor indicando um valor distinto de kgy. Todas as curvas foram
deslocadas para que se iniciassem no mesmo instante de tempo, possibilitando melhor
visualizagao das diferengas em amplitude e duracdo. Os cruzamentos entre os fluxos (cir-
culos vermelhos) marcam uma transi¢do para a fase silenciosa, cada qual correspondente a

um valor distinto de k. Esses pontos sao unidos por linhas de tendéncia (em vermelho).
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Figura 5.7: Representagdo em escala de cinzas das modificagoes de <T'pyrst> no espaco de
parametros formado por kg e A. <Tpyrst> assume os valores mais elevados nas regioes A > 3,0
ekgys > 0,25 (N =27), kgy > 0,5 (N =45) e kgy > 1,0 (N = 125).
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Figura 5.8: Representacao em escala de cinzas das modificagdes de <fgp;.> no espago de
parametros formado por kgy e A\. Para N = 27 e 45, <fy,;;.> exibem valores mais elevados nas
regioes 0,25 < kgy < 1,25 e A < 2,5. Para N = 125, a regido é menor (A < 2,0) e ha uma segunda

regiao, tendo o mesmo intervalo de kgy e A > 3,5.
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No intervalo 0 < kg; < 0,1 (figuras 5.9(a) e 5.9(b)) o crescimento de kg se associa ao
decréscimo do instante de tempo de cruzamento entre fluxos. Isto indica uma reducao do
periodo médio do burst naquele intervalo.

O menor tempo de transicao ocorre quando kgy = 0,1. O aumento da tortuosidade de
2,0 para 3,0 estende a duracao dos bursts e os pontos de transicao com menores valores de
kg se localizam no intervalo 20 s < t < 30 s (figura 5.9(b); para A = 2,0 o intervalo é de
5s <t < 17s, figura 5.9(a)). Além disso, o aumento de A torna os pontos de transi¢ao no
intervalo 0 < kg < 0,25 mais proximos, o que corresponde a uma variacao suavizada de
<Tyurst>- A figura 5.9 fornece uma pista para interpretar o comportamento das curvas de
periodos e freqiiéncias. Deste modo, nao pretendemos estabelecer uma correspondéncia
direta entre as figuras 5.5, 5.6, 5.9, ja que as primeiras ilustram médias sobre varios bursts
numa série temporal e sobre diversas configuracoes aleatorias, enquanto que a figura 5.9
representa o comportamento de uma tnica amostra escolhida aleatoriamente.

As mudancas nas freqiiéncias médias de PAs podem ser entendidas observando-se
as alteracoes dos tempos de disparo de spikes em um par de neurdnios acoplados (fi-
guras 5.10). No par desacoplado,ndo ha dependéncias entre os tempos de disparo (fi-
gura 5.10(a)). Com o acoplamento, os disparos do primeiro neurénio, mais despolarizado
(figura 5.10(b), em preto) induzem a despolarizagido do segundo (figura 5.10(b) em verme-
lho). Acoplamentos mais intensos convertem as despolarizagoes de pequenas amplitudes
em PAs (figuras 5.10(c) e 5.10(d)). Os spikes transmitidos, denominados prepotenciais
rapidos (Perez-Velazquez et al., 1994) elevam o ntimero de PAs em um dado burst e,
portanto, alteram a freqiiéncia de disparos dentro de um burst. Acoplamentos mais inten-
sos, além de modificarem as freqiiéncias dos PAs em um burst, sincronizam os disparos

(figuras 5.10(e) e 5.10(f)).

5.3 Sincronizacao

Para estudar a sincronizacao de fase entre spikes, realizamos extracoes de fases via
transformada de Hilbert, a qual requer a aplicacao de um filtro sobre as séries temporais,
conforme discutido no capitulo 4. Para determinar o contetido de freqiiéncias nas séries
temporais usamos o espectro de poténcias e obtivemos duas faixas: para oscilagoes rapidas
(PAs) 52 + 2 Hz e para oscilagoes lentas (envoltorias dos bursts) freqiiéncias abaixo de 1 Hz
(figura 5.11). Tais faixas sdo observadas em todos os PTs simulados; além disso, satisfazem
ao critério de fase de banda estreita (Chavez et al., 2006). Fizemos o grafico da série
temporal de um PT contra a sua transformada de Hilbert para mostrar que nao ha centros
de rotacao bem definidos se a série nao é filtrada (figura 5.12). Aplicando o filtro passa-
baixa ou passa-faixa os centros de rotagao se tornam definidos. Nas figuras 5.12(b), 5.12(e)
é possivel definir um centro de rotacao tinico. Todavia, as formas das trajetérias nao

correspondem as curvas fechadas simples como nas figuras 5.12(c), 5.12(f). Isto acontece
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Figura 5.9: Cruzamento das densidades de fluxos de Na™ pelos canais i6nicos dependentes de
voltagem (linhas solidas) e a bomba-Na™ /K™ (linhas tracejadas) do neuronio central (N = 45).
Cada cruzamento marca uma transicdo para o periodo silencioso, correspondente a um valor de
kgs. Os cruzamentos sdo unidos por uma linha de tendéncia (em vermelho). Em (a) A = 2,0 e
em (b) A = 3,0.
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Figura 5.10: Mudancas no tempo de disparo de PAs em um par tipico de neurénios acoplados
(N =45 A=16¢ekgs =0 (a); 0,25 (b); 0,50 (c); 0,75 (d); 1,25 (e) e 2,0 (f)). O aumento
gradual da forca de acoplamento por GJs primeiro induz despolarizagtes de pequenas amplitudes,
no neurdnio menos despolarizado (em vermelho); segundo, induz o disparo de PAs e terceiro,
estabelece sincronizacdo entre PAs. O aumento do ntimero de spikes em um burst do segundo
neurénio provoca a variagdo de <fyire>. As escalas verticais sdo as mesmas em todas as figuras.
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porque a freqiiéncia de corte 1 Hz engloba freqiiéncias abaixo deste valor. Desta forma,
para uma anélise mais rigorosa deve-se escolher uma freqiiéncia de corte menor para filtrar
as oscilacoes lentas.

Apo6s a remocao das médias das séries temporais, o filtro digital utilizado é do tipo
resposta de impulso finita de ordem N-1 o qual nao distorce as fases (Oppenheim et al.,
1999). O célculo da transformada de Hilbert usa uma integracao de uma funcdo da série
temporal sobre um intervalo de tempo infinito. J& que as séries temporais neste estudo
sao finitas, seus valores de fase, no inicio e fim da série temporal sao espurios. Desta
forma, descartamos 10% dos valores instantaneos das fases, correspondentes ao inicio e
fim das séries temporais, para calcular a CFM. Para atender a aleatoriedade imposta
a rede, calculamos a média da CFM sobre oito amostras de configuracoes aleatorias e
a expressamos como <média> + erro padrao, onde as chaves denotam média sobre a
desordem. Se as fases foram extraidas a partir do filtro passa-baixa (faixa), referimo-nos
a CFM em baixa (alta) freqiiéncia.

O aumento da forca de kg tende a igualar as formas de spikes (figura 5.10) e bursts,
portanto induzindo a sincronizacao completa de amplitudes e tempos de disparos. Anali-
samos a sincronizacao examinando o comportamento da CFM em alta e baixa freqiiéncia
(figuras 5.13, 5.14). Usando N = 45, A = 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0, escolhemos pares de neurdnios
acoplados em algumas posicoes distintas na rede: um par no centro e outro em um plano
de fronteira com a solucao de perfusdo, nao adjacentes. A CFM em baixa freqiiéncia
(figuras 5.13(a) e 5.13(b)) acusa niveis de sincroniza¢ao maiores do que 0,8 ¢ 0,5 para os
pares central e de fronteira, respectivamente (kg; = 0). O aumento de A induz cresci-
mento da CFM, mas se kgy; > 1,0 a diferenca entre os valores da CFM para tortuosidades
distintas ¢ menor do que 5%. Os graficos da CFM em alta freqiiéncia (figuras 5.13(c)
e 5.13(d)) mostram sincroniza¢ao aumentada para todo A, nao havendo diferencas quali-
tativas importantes entre os pares do centro e da fronteira. Para kg; > 1,0 os valores da
CFM em alta freqiiéncia crescem nesta ordem: A = 1,6; 4,0; 2,0 e 3,0 em ambos os pares,
sendo a faixa de variacao da CFM maior para A > 3,0. A CFM em baixa frequéncia do
par na fronteira, figura 5.13(b) exibe valores inferiores aos do par central (figura 5.13(a)),
especialmente se A\ = 1,6. Os efeitos de borda, i.e., a proximidade da solucao de perfusao,
é um fator de reducao da sincronizacao em baixa frequéncia, pois o potassio da solucao
de banho favorece a heterogeneidade neuronal.

Na figura 5.14, ilustra-se o que acontece & CFM (no par central) modificando o tama-
nho da rede. Quanto maior N, maior o valor da CFM em todas as faixas de freqiiéncia
estudadas (tais graficos sdo qualitativamente similares as curvas da figura 5.13). O indice
de baixa freqiiéncia (figura 5.14(a)) exibe um nivel basal, i.e. kg; = 0, acima de 0,8 para
todos os valores de N. Nas figuras 5.14(a), 5.14(b) mostra-se o crescimento monotonico
da sincronizacao com k¢, no intervalo das barras de erro.

Inspecionamos os potenciais de campo extracelulares simulados (PCEs), medidos no
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Figura 5.11: Espectro de poténcias dos PTs simulados (
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Figura 5.12: Representagao no plano complexo do PT de um neurdnio tipico. Em (a)-(c) N
=45e X =20. Em (d)-(f) N=125e A = 1,6. (a) e (d) ilustram cerca de trés ciclos do PT
nao filtrado. (b) e (e) trazem também trés ciclos nos quais aplicamos o filtro passa-baixa do tipo
FIR com preservacao das fases e corte em 1 Hz. Em (c) e (f) uma seqiiéncia de PAs em um burst
foi tratada usando o filtro passa-faixa do mesmo tipo centrado em 52 4+ 2 Hz. Aplicando o filtro
passa-baixa ou passa-faixa os centros de rotacao se tornam definidos.
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Figura 5.13: CFM do par central (esquerda) e par na fronteira (direita). As tortuosidades tém
os valores A = 1,6 (circulos); 2,0 (diamantes); 3,0 (tridngulos); 4,0 (quadrados) e N = 45.(a) e
(b) CFM em baixa freqiiéncia.(c) e (d) CFM em alta freqiiéncia. Em algumas curvas as barras
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Figura 5.14: CFM do par central calculado para trés tamanhos de rede: N = 27 (circulos),
45 (triangulos), 125 (quadrado) e A = 2,0. (a) CFM em baixa freqiiéncia. (b) CFM em alta
freqiiéncia.

compartimento central (N = 45 e A\ = 1,6; figura 5.15) para determinar correlagoes com a
atividade intracelular sincronizada detectada pela CFM em alta freqiiéncia (figuras 5.13(b)
e 5.14(b)). O célculo do PCE é detalhado no capitulo 3. A presenca de population spikes é
uma evidéncia para descargas de potencias de agao sincronizadas originarias de um grupo
de neuronios. Quando a interagdo por GJs é nula (figura 5.15(a), acima), ha variagoes
rapidas do PCE superimpostas ao decaimento da linha de base (nivel DC), as quais nao
podem ser consideradas population spikes, pois suas amplitudes sao menores do que 0,5
mV. O aumento da forca de acoplamento alarga a duracao do burst. Population spikes
com amplitudes maiores do que 0,5 mV sao observadas se kg; = 2,0. Com este valor de
interagdo os PAs e population spikes disparam em sincronia (figura 5.15(b)), em acordo
com os resultados das figuras 5.13(b) e 5.14(b).

Representamos as CFMs em baixa e alta frequéncia no espaco de parametros formado
por kgs e A, mais uma vez utilizando uma escala de cinzas. Essas figuras fornecem uma
visao clarificada das alteragdes de sincronizagao com tais parametros. A CFM em baixa
frequéncia exibe valores elevados em quase todo o espaco de parametros, exceto para k¢ s
< 0,25 (N = 27 e 45). Para N = 125 essa tendéncia se altera, destacando-se duas regioes
onde a CFM é superior (figura 5.16). As regides correspondentes aos valores mais elevados
da CFM em alta frequéncia tendem a se concentrar quando aumentamos o tamanho da
rede (N = 27 e 45). Para N = 27, essa regiao abrange o intervalo A > 2,0 e kgy > 1,25.
Para N = 45 a regiao se reduz ao intervalo 2,0 < A < 3,5 e kgy > 1,5. Finalmente, N =
125 exibe um padrao diferente dos anteriores, no qual se destacam duas regides onde a

sincronizacao é maior no intervalo kg; > 1,0 (figura 5.17).
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Figura 5.15: Simulacao dos PCEs, medidos no compartimento central, para N = 45 e A = 1,6.
Em (a) de cima para baixo: kgy = 0; 1,25; 2,0.(b) PAs (acima) e population spikes (abaixo).
kay = 2,0.

5.4 Discussao

5.4.1 O acoplamento por GJs afeta a duracao de um burst

O crescimento da corrente por GJs, sob variacoes de tortuosidade, modula a freqiiéncia
média dos bursts (<Tpurs>) (figuras 5.3- 5.6). Além disso, sincroniza os disparos neuro-
nais (figuras 5.13, 5.14), recrutando, progressivamente, um namero crescente de células
a exibir bursting. Como resultado, K* extracelular se acumula, devido aos disparos de
PAs. Tal acimulo favorece o reforco da despolarizacao celular. Como conseqiiéncia deste
laco de despolarizacgao positiva (Frohlich et al., 2008a), o influxo de s6dio pelos canais se
intensifica, superando o efluxo devido & Na™ /K*-ATPase, estendendo a duragdo da fase
ativa. A duracao da fase silenciosa também cresce, pois a bomba requer um tempo maior
para retornar ao nivel de atividade antes do inicio de uma nova salva de disparos. Na
figura 5.9, pontos de cruzamento entre os fluxos de s6dio, os quais indicam o fim e inicio

do periodo ictal, deslocam-se acompanhando o crescimento de kg;. Para kgy entre 0 e
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Figura 5.16: Representacdo da CFM em baixa frequéncia no espago de parametros formado
por kgy e A. A CFM em baixa frequéncia exibe valores elevados em quase todo o espaco de
parametros, exceto para kgy < 0,25 (N = 27 e 45). Para N = 125, ha duas regioes onde a CFM

é superior.
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Figura 5.17: CFM em alta frequéncia representada no espaco de parametros formado por kg s
e X.As regides correspondentes aos valores mais elevados da CFM em alta frequéncia tendem a
se concentrar quando aumentamos o tamanho da rede, para N = 27 e 45. A figura 5.17(c), na
qual N = 125, o padrao difere dos anteriores, destacando-se duas regioes onde a sincronizagao €

maior no intervalo kgy > 1,0.
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0,1 <Tpurst> decresce. O periodo do burst cresce com o aumento da interacao por GJs,
em concordancia com estudos teéricos anteriores. Tais estudos apontam para o reforco
de um mecanismo inibitério ou hiperpolarizador, o qual finaliza a fase ativa, devido a
sincronizacao neuronal proporcionada pelas GJs. Um exemplo é o estudo de Sherman e
Rinzel (Sherman e Rinzel, 1992) de um modelo simples de neurdnios acoplados por GJs,
os quais exibem disparos continuados de PAs ou bursting.

As mudancas do periodo do burst associadas & mudanca de )\ sao provocadas pela
alteracao do actmulo de K extracelular no espaco intersticial. O crescimento dea tor-
tuosidade reduz a eletrodifusao, elevando K], localmente e promovendo a elevagao de
excitabilidade descrita anteriormente. Nas figuras 5.5(a), 5.5(c) e 5.5(e) fazendo A\ = 4,0
h& um crescimento importante da [K*],, o qual produz bursts com duragdo maior. Um
numero maior de unidades funcionais também afeta os padroes de disparo e sincronizacao
de modo similar a um aumento de tortuosidade (figuras 5.6(a) e 5.14(a)). Isto acontece
porque um nimero superior de neurdonios pode lancar uma quantidade maior de potassio
no espaco extracelular, devido as atividades intensas, induzindo o crescimento local da
[K*],. Outro mecanismo importante, que promove a variacao de < Ty, >, se relaciona
ao crescimento do volume celular. A intensificacao do acoplamento por GJs tende a au-
mentar as concentragoes intracelulares de sodio e de cloreto. Esses dois fons atuam sobre
as pressoes osmoticas que conduzem ao inchaco celular seguida de encolhimento do es-
pago extracelular (Somjen, 2004). Esse fenomeno favorece o crescimento extra da [K*|,,

refor¢ando, deste modo, o laco de despolarizagao positiva (Frohlich et al., 2008a,b).

5.4.2 Modificagcoes das freqiiéncias de disparo de potenciais de
acao

O acoplamento por GJs também afeta as freqiiéncias de disparo de PAs. Nas figu-
ras 5.5(b), 5.5(d), 5.5(f), 5.6(b) hd um aumento de sincronizagao, que por sua vez estimula
os disparos neuronais pela despolarizagao induzida pelo aumento da [K*],. Além disso,
observando um tipico par de neurénios acoplados como na figura 5.10, o efeito sincroniza-
dor do acoplamento provoca a chegada de um estimulo despolarizador ao neurénio mais
hiperpolarizado, induzindo disparos quando o acoplamento tem intensidade aumentada.
Conseqiientemente, a freqiiéncia de disparo de spikes, na célula menos excitada, tende
a crescer. Entretanto, a freqiiéncia de disparos, apos atingir um ponto de méaximo, de-
cresce. Isto pode ser entendido pensando-se nos efeitos da freqiiéncia de disparos de PAs
sobre a sincronizagao. O decaimento de <fg,,> é, possivelmente, uma conseqiiéncia do
estabelecimento de um regime de sincronizagao estavel, nao necessariamente o regime do
tipo acoplamento de fase 1:1 (capitulo 4; (Pikovsky et al., 2001), devido as proprieda-
des celulares intrinsecas. Tal questao necessita ser investigada, também para esclarecer a

importancia das correntes celulares que definem o modo de disparo de PAs.
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O trabalho tedrico de Chow e Koppel (2000) (Chow e Koppel, 2000) fornece uma evi-
déncia para os efeitos de um regime de sincronizacao estavel sobre freqiiéncias de disparo
de PAs. Analisando diversos modelos de neuronios, que exibem disparos de PAs continu-
ados e acoplados por sinapses elétricas, eles sugerem que freqiiéncia afeta sincronizacao;
especificamente, que um aumento de freqiiéncia pode desestabilizar um regime de fase aco-
plada 1:1, dependendo das caracteristicas da morfologia do PA. Encontramos o mesmo
fenomeno no trabalho de Pfeuty e outros (2003) (Pfeuty et al., 2003), os quais simularam
redes de neurénios conectados por GJs e investigaram a influéncia das correntes i6nicas in-
trinsecas sobre os regimes de sincronizagdo. Além desses autores, Kepler e outros (Kepler
et al., 1990) também investigaram o papel das propriedades celulares, especificamente
das correntes intrinsecas sobre a sincronizagao. Eles demonstraram que a variacao de
freqiiéncias causada pelo acoplamento eletrotonico é originaria do balanco entre correntes
de entrada e saida. Um neurdnio que possua uma corrente de entrada total dominando
o periodo de um PA acoplada a outro neurdnio hiperpolarizado recebe uma corrente de
saida. O resultado é um decréscimo da freqiiéncia no primeiro neurénio. Mudancas da
freqiiéncia 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 dependéncia de caracteristicas
celulares é destacada.

Nas figuras 5.5(b), 5.5(d), 5.5(f) e 5.6(b), alteragoes da tortuosidade e do tamanho
da rede deslocam o ponto de méaximo de <fy,;.>, também alterando o seu intervalo
de variacdo (menor quando A ou N sdo maiores). Outro mecanismo que pode reduzir
a freqiiéncia de spikes é o bloqueio por despolarizacdo (Bikson et al., 2003), devido ao
excesso de [KT],, o qual diminui o nimero de PAs por burst. Tal mecanismo aparece
quando despolarizacoes muito intensas inativam os canais para s6dio dependentes de
voltagem. Deste modo, a célula se torna inexcitavel, pois o limiar para disparo de PAs
cresce (Somjen, 2004). O bloqueio por despolarizacdo pode ser visto nas figuras 5.4(b)
e 5.4(c), nas quais os PTs simulados para A\ = 4,0 e kg; = 2,0 mostram amplitudes

reduzidas em mais de 96% no inicio do burst.

5.4.3 Sincronizacao

Diversos trabalhos relatam sincronizacao devido ao acoplamento eletrotonico (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 héa sincronizacao entre PAs e bursts simulados devida a interacao por GJs
(figuras 5.13, 5.14). Os PCEs exibem population spikes e ha atividade em compasso entre
disparos no intra e extracelular (figura 5.15), reflexo das descargas de PAs da populagao

em um mesmo ritmo. Todavia, ja que investigacoes anteriores nao modelam a corrente por



Capitulo 5. Gap Junctions 88

(GJs sob intensa variagao das Cls, eles podem nao oferecer explicacoes precisas sobre como
alteragoes, por exemplo, da [K™],, afetam a sincronizagdo. A CFM em baixa freqiiéncia
(figuras 5.13(a), 5.13(b) e 5.14(a)) indica sincronizac¢ao quando o acoplamento é nulo, mais
intenso no par central, para tortuosidades e tamanhos de rede maiores. Nesta situacao, o
acumulo de potassio intersticial se intensifica. Além disso, [KT], elevadas tendem a homo-
geneizar a atividade neuronal, reduzindo as diferencas 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 regiao de espago extracelular em uma dada
unidade funcional. Igualar as concentragoes nessas regides tende a tornar as descargas
celulares semelhantes. Por outro lado, a proximidade da solucao de perfusao tem efeito
dessincronizador, porque remove K+ extracelular favorecendo a heterogeneidade neuro-
nal. Entretanto, alta [K*], parece ter menor importantancia para a sincronizagao entre
spikes, pois ha diferencas minimas entre a CFM em alta freqiiéncia com o incremento de
A, com a modifica¢do da posi¢ao do par (figuras 5.13(c) e 5.13(d)) e também alterando-se
N (figura 5.14(b)).
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Concentracoes 16nicas extracelulares

No modelo AENS, a remoc¢ao do acoplamento por GJs torna possivel investigar os
efeitos isolados da variagdo das Cls extracelulares, especialmente [K*]o sobre padroes de
disparo e sincronizagao. Tal variacao é ajustada pela tortuosidade, que altera a eletrodi-
fusao no meio extracelular, ou pelo tamanho da rede de compartimentos, a qual modifica
a quantidade de potassio lancada ao extracelular devido as atividades neuronais. Anali-
samos valores da tortuosidade fisiologica do ME no intervalo 1,4 < A < 2,4 ( (Hrabitova
e Nicholson, 2007; Sykova, 2004; Sykova e Nicholson, 2008)) e incluimos o intervalo 2,4
< A < 4,0 para analisar uma reducao entre 83% e 99% do coeficiente de difusao livre.
Mantivemos os tamanhos de rede investigados no capitulo anterior (N = 27, 45 e 125).
Além disso, reduzimos o intervalo de variacao da componente aleatoria das variaveis de
inicializagdo das Cls e do potencial de repouso para + 5% (capitulo 5). Isto evita o dis-
paro de seqiiéncias ininterruptas de potenciais de acao, em detrimento do bursting. As
variacoes aleatorias das permeabilidades maximas de canais i6nicos e do fon A" originéario

do trabalho liquido da Na®™/K*-ATPase permanecem com o intervalo igual a £+ 5%.

6.1 Padroes de disparo

Na auséncia do acoplamento por GJs, a modificacao da eletrodifusao modulada pela
tortuosidade altera freqiiéncias e amplitudes de bursts e PAs. Na figura 6.1, PTs simu-
lados para os trés tamanhos de rede e A = 1,6; 2,4; 4,0 trazem uma variacao do periodo
completo do burst. H4 um aumento da duragao da fase ativa com a elevacao da tortuo-
sidade, exceto se N = 125. As amplitudes dos PAs tendem a se reduzir com \ crescente
especialmente no inicio da fase ativa do burst. Tal fendémeno é similar ao descrito no capi-
tulo 5. Note que a reducao é maior se A = 4,0; particularmente, se N = 125 hé interrupcao
do disparo de PAs (veja o detalhamento da figura 6.1(d)), uma evidéncia de bloqueio por
despolarizacao (Bikson et al., 2003).

Utilizamos os métodos descritos no capitulo 5 para calcular o periodo médio do burst
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sobre oito amostras de configuragoes aleatérias, o que define a varidvel <Ty,,.>. Fizemos
o mesmo para calcular a freqiiéncia média de disparos de PAs, <f,,,.>. A figura 6.2 traz
os graficos dessas grandezas em funcao da tortuosidade para N = 27, 45 e 125. Esco-
lhemos o neurénio central e dois outros situados na fronteira com os planos de perfusao
e com a interface gas-liquido, escolhidos aleatoriamente. Os graficos mostram o cresci-
mento monotonico de periodos e freqiiéncias quando se diminui a eletrodifusao, em todo
o intervalo de tortuosidade, com excecao do neurdnio central (figuras 6.2(a) e 6.2(b)).
Neste caso, para N = 125 e A > 3,0, h4 um decréscimo de <Tyy,.5;> (que corresponde ao
comportamento do PT da figura 6.1(c)). Também <fy,;.> decai se A > 2,4. O intervalo
de crescimento de < Ty > € <fgpike>, no neurdnio central, corresponde & faixa de valores
medidos, ou fisiologicos, da tortuosidade (Sykova e Nicholson, 2008).

Para observar os efeitos da variacao de tortuosidade sobre tal dinamica, fizemos o
grafico das densidades de fluxo de sodio via canais ionicos e via Nat/KT-ATPase do
neuronio central, seguindo os procedimentos do capitulo 5, se¢ao 5.2.1 (figura 6.3). Cada
par de curvas, com uma mesma cor, foi simulada usando um dos seguintes valores de
tortuosidade A = 1,5; 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0. Os pontos de cruzamento, marcados por circulos,
indicam a transicao para um periodo silencioso e sao unidos pela linha de tendéncia em
vermelho. Observe o crescimento monotonico da duracao da fase ativa com o aumento de
tortuosidade nas figuras 6.3(a) e 6.3(b). As amplitudes maximas das densidades de fluxo
da bomba-Na®™ /KT tendem a crescer, exceto quando N = 125, onde ha uma reducao se A
> 2,0. As amplitudes méaximas das densidades pelos canais decrescem com A\ para N =
45 e 125. Neste tultimo caso, a reducao é significativa para A > 2,0.

No capitulo anterior, vimos que o acimulo de potassio extracelular é determinante
para a modulacao da freqiiéncia média dos bursts. Este comportamento persiste quando
anulamos a interagao por GJs. A figura 6.4 traz cinco periodos das variacoes temporais de
[K*], no neur6nio central, para os trés tamanhos de rede e valores de tortuosidade. Mais
uma vez utilizamos um filtro passa-baixa para remover as oscilacoes rapidas, as quais
prejudicariam a visualizacao. Também deslocamos as trajetorias para terem inicio no
mesmo instante de tempo, permitindo melhor comparacao entre periodos e amplitudes.
O aumento de N tende a alargar os ciclos, além de aumentar as amplitudes méaximas, as
quais variam entre 11 e 14,5 mM (A = 1,6), entre 13 e 15,5 mM (XA = 2,0) e entre 16
e 21 mM (A = 4,0). Entretanto, para A = 4,0 e N = 125, o periodo é menor do que
para os demais valores de N e, durante a fase ativa as oscilagoes se tornam mais rapidas
(figura 6.4(c)).

Em resumo, a interacao mediada pelas alteracoes das Cls extracelulares modifica os
padroes de disparo do bursting, ou seja suas amplitudes e frequéncias. Para melhor
visualizacao dessas modificacoes, recorremos a representacao das variacoes de <Tp.g>
e <fspire> no espaco de pardmetros formado por A e N. Na figura 6.5(a) observamos o

crescimento do periodo médio do burst quando aumentamos a tortuosidade. A frequéncia
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Figura 6.1: PTs de neurénios tipicos modificados pela tortuosidade e tamanho da rede (um
ciclo completo). A = 1,6; 2,0 e 4,0 e N = 27 (a), 45 (b) e 125 (¢), (d). Em (d), no detalhamento
do infcio da fase ativa do terceiro burst de (¢) — da esquerda para a direita — observamos a
interrupcao do disparo de PAs.
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Figura 6.2: <Tyy.> e <fspie> variam com N e A. Escolhemos trés neuronios, o primeiro no
centro (a), (b) e os demais em localizacoes aleatorias proximas aos planos de fronteira com a
perfusdo (c), (d) e com a interface gas-liquido (e),(f). N = 27 (circulos), N = 45 (triangulos), N
= 125 (quadrados). As curvas apontam crescimento monotonico de <Tpyps> € <fgpipe>, exceto
no centro da rede, onde ha um decaimento para A > 3,0 e N = 125 em <Tpume> € A > 24
em <fge>. As grandezas sdo expressas como <média> + erro padrdo. As barras de erro sao
menores do que os simbolos.
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Figura 6.3: Cruzamento das densidades de fluxo de sodio via canais i6nicos (linhas cheias) e
Nat/KT-ATPase (linhas tracejadas) no neurdnio central. N = 27 (a), 45 (b), 125 (¢). Os pares
de curvas, com a mesma cor, correspondem aos valores de A = 1,5; 1,6; 2,0; 3,0 e 4,0. Os pontos
de cruzamento (circulos vermelhos) sdo unidos por uma linha de tendéncia (em vermelho).
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Figura 6.4: Concentragoes extracelulares de potéssio do neurénio central em funcao do tempo
para N = 27 (preto), 45 (azul), 125 (vermelho). A = 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 regiao onde <fy,;.> ¢ maxima pertence ao intervalo 2,0 <

A < 3,5eN > 70 (figura 6.5(b)).

6.2 Sincronizacao

Caracterizamos a sincronizacao entre PTs utilizando os procedimentos descritos no
capitulo 5 (filtragem dos PTs e descarte de 10% das fases no inicio e fim dessas series
temporais). Utilizamos, como freqiiéncias de corte, os valores 1 Hz (para bursts) e 52 £+ 2
Hz (para PAs), pois observamos tais freqiiéncias nos espectros de poténcias obtidos para
todas as tortuosidades e tamanhos de rede simulados (figura 6.6). Obtivemos a CFM
em alta e baixa freqiiéncia em funcao da tortuosidade e para N = 27, 45 e 125 unidades
funcionais. Mais uma vez, para verificar diferencas com relacao a localizacao na rede,
selecionamos pares de neurdnios no centro e nas fronteiras (figura 6.7). Os valores da
CFM em baixa freqiiéncia sao superiores a 0,85 para todos os Ns (figuras 6.7(a) e 6.7(c)).
O par no centro da rede apresenta sincronizacoes superiores as do par na fronteira. As
curvas também apontam para o crescimento da sincronizacao no intervalo A < 2,0, com
decaimento pronunciando no par da fronteira. A queda de sincronizagao no par central é
maior para N = 125 (e A > 2,0). Note que o crescimento da CFM acontece em um intervalo
de tortuosidade igual a 1,4 < A< 2,4, equivalente ao que consta da literatura como
intervalo fisiologico (Sykova e Nicholson, 2008). A CFM em alta freqiiéncia (figuras 6.7(b)
e 6.7(d)) apresenta-se com valores inferiores a 0,20 em todos os pares, indicando baixa
sincronizacao entre PAs. Dessas curvas nao se pode inferir um padrao regular de variagao
da CFM com o tamanho da rede. No par central observamos uma tendéncia de crescimento
da CFM com a tortuosidade, contrariamente as curvas da CFM do par da fronteira, as
quais decaem com o aumento de A.

Tal evidéncia de que o acimulo de potéssio extracelular é insuficiente para sincronizar
efetivamente PAs é corroborada pelas figuras 6.8 e 6.9. Na figura 6.8, ilustramos a evolucao
temporal de um par de neurdnios primeiros vizinhos, escolhido aleatoriamente, da rede N
=125, sendo A = 1,6; 2,0 e 4,0. O neurdnio mais despolarizado (em preto nas figuras 6.8(a)
e 6.8(b)) ndo induz despolarizacdes no seu vizinho para qualquer valor de N. Os tempos
de disparos nao se mostram em compasso e também nao podemos inferir mudancas na
freqiiéncia de disparos. Além disso, na figura 6.9, os PCEs (medidos no compartimento
central da rede) nao exibem population spikes e, portanto, ndo ha indicagdo de disparo
sincrono de PAs da populacao de neuronios.

No espaco de parametros, formado por A e N, a CFM em baixa frequéncia se mostra
elevada em quase toda a regiao, ao contrario da CFM em alta frequéncia, que exibe valores
abaixo de 10% também em quase toda a regiao (figura 6.10). Isto indica que as variag¢oes

das ClIs extracelulares pouco alteram os padroes de sincronizacao, seja nao modificando os
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Figura 6.5: Representacao de <Tpyrsi> (6.5(a)) e <fspine> ( 6.5(b)) no espaco de parametros
formado por A e N.
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Figura 6.7: CFM versus A para trés tamanhos de rede: N = 27 (circulos), 45 (tridngulos) e
125 (quadrados). Os graficos (a) e (b) correspondem a um par situado no centro da rede; (c) e
(d) representam um par proximo a um plano de fronteira. A CFM em baixa freqiiéncia acusa
valores acima de 90% em (a) e (c), mas ha uma tendéncia de queda para A > 2,0. A CFM
em alta freqiiéncia indica sincronizacio baixa entre PAs e crescimento da sincronizacio com a
tortuosidade no par central.
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Figura 6.8: Potenciais de ac¢do no inicio da fase ativa do burst de um par acoplado localizado
no centro da rede (N = 125) para A = 1,6 (a); 2,0 (b) e 4,0 (c). O aumento da tortuosidade, sem
a presenca de acoplamento eletrotéonico ndo é suficiente para induzir despolarizacoes de baixa
amplitude no neurdnio mais hiperpolarizado ((a) e (b) em vermelho e preto em (c)); além disso,
nao ha sincronizagao de PAs (veja figura 5.10,pagina 77).
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Figura 6.9: Simulagdo dos potenciais de campo extracelulares, medidos no compartimento
central, para A = 1,6 e N = 27 (acima), 45 (meio), 125 (abaixo).

valores elevados (acima de 90%) da CFM em baixa frequéncia ou as baixas sincronizagoes

entre os PAs.

6.3 Discussao

6.3.1 Actmulo de potassio extracelular influencia padroes de dis-

paro

A variacao da tortuosidade e do niimero de unidades funcionais altera as concentragoes
de todos os fons incorporados ao modelo: Nat, Cl~ ¢ K. No entanto, a modificacao de
[K*], a qual controla diretamente a excitabilidade neuronal e atua sobre as concentragoes
intracelulares dos demais fons, é determinante para alterar os padroes de disparo. Um
aumento de tortuosidade, reduzindo a eletrodifusao e elevando o actimulo de Kto nas
vizinhangas de um dado neur6nio, tende a aumentar < Ty, > (figuras 6.1, 6.2(a), 6.2(c)
e 6.2(e)). Todavia, no centro da rede, um crescimento superior de [K*], causado pelo
aumento de N (figura 6.2(a)) reduz o periodo médio do burst no intervalo A > 3,0. <fypi.>
(figuras 6.2(b), 6.2(d) e 6.2(f)) apresenta dindmica similar: cresce com a tortuosidade e
se reduz se N > 27 e A > 3,0 no centro da rede.

No capitulo 5, 0 aumento de N eleva a quantidade de KT lancada ao ME devido aos
disparos em um nimero maior de neurénios. Isto leva a situacao da figura 6.4(c), na qual
ha picos de [K*], em torno de 21 mM no centro da rede N = 125 e A = 4,0 (lembrando
que [K*], valia 8 mM no inicio da simulacdo). O acumulo excessivo de K} pode levar
ao bloqueio por despolarizagdo (Bikson et al., 2003; Cressman Jr. et al., 2009; Kager

et al., 2007; Somjen, 2004) responsavel por reduzir a excitabilidade, levando & interrupgao
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do disparo de PAs. Por sua vez, isto leva a diminuicao de <Tpyrg>e de <fgpie>, pois
um neurénio menos excitavel tendera a disparar um ntmero menor de spikes durante
a fase ativa. As diferencas de <Tyyp> e <fg4.> com a posicao na rede se devem a
proximidade da solucao de perfusao, a qual funciona como mecanismo de remocao de
fons das vizinhancas de um neuréonio. No centro da rede, onde tal proximidade é menor,
o acimulo de potéassio é facilitado e neste ponto o bloqueio por despolarizagao tende a
ser mais intenso. Note que, neste caso, o impedimento a excitabilidade leva ao influxo
menor de sodio pelos canais ionicos (figura 6.3(c)). Ainda nesta figura, a reducao da

excitabilidade leva a uma redugao do periodo de [K*],.

6.3.2 Sincronizagao

O acimulo de K" também altera padrdes de sincronizacao, especialmente a sincroni-
zacao entre bursts. A CFM em baixa freqiiéncia apresenta valores acima de 0,85 e cresce
no intervalo A < 2.0 para todos os Ns estudados (figuras 6.7(a) e 6.7(c)). Deste modo, o
aumento de [KT], causado pela reducio da eletrodifusao pode sincronizar bursts, sendo
esse efeito maior no centro da rede, se A < 2.0 (figura 6.7(a)). No entanto, o actmulo
mais intenso de KI', devido a um aumento de tortuosidade ou do ntimero de unidades
funcionais, reduz a CFM. Além disso, no par da fronteira, o decréscimo da CFM em
baixa freqiiéncia para A > 2.0 é mais evidente. Esses fenomenos se associam: 1) desaco-
plamento provocado pelo impedimento severo a eletrodifusao; 2) proximidade da solugao
de perfusao que aumenta diferencas entre tempos de disparo e amplitudes.

Outro efeito do desacoplamento pelo crescimento de A, que reduz a sincronizacao, é
atenuar a excitabilidade e reduzir <Tp,.q> e <fspire>, pelo decréscimo da taxa de au-
mento de [KT],, abaixo do limiar para bloqueio por despolarizacdo. A CFM em alta
freqiiéncia traz valores inferiores a 0,20, indicando baixa sincronizagao entre PAs (tam-
bém confirmada pelos resultados das figuras 6.8 e 6.9). Acoplamentos pela eletrodifusao
acontecem numa escala de tempo (segundos) trés ordens de grandeza superior a de um
PA. Deste modo, os valores nao nulos, mas baixos, da CFM devem ser provocados pela
homogeneizacao dos disparos neuronais (devida ao acimulo de K. Note a tendéncia ao
aumento da CFM em alta freqiiéncia no par do centro da rede (figura 6.7(b)).

Alguns autores investigaram o efeito do potéssio extracelular sobre sincronizacao e dis-
paros, sem a presenca das demais interagoes celulares. Park e outros (Park et al., 2008)
trabalharam na hipotese de que a difusao de K modifica sincronizacao e padroes de dis-
paros. No seu estudo computacional, uma rede bi-dimensional de neurénios piramidais do
CA1 é acoplada apenas pela difusao de KT pelo ME. Eles observaram que o acoplamento
estabelece o padrao periddico de disparos e que um decréscimo em sincronizacao se as-
socia ao impedimento da difusdo. Além desses autores, Stokes e Rinzel (Stokes e Rinzel,

1993) estudaram um modelo para bursting em células 5 do pancreas, incorporando uma
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estrutura tridimensional com difusdo de K como mecanismo acoplador, sem a presenca
de sinapses elétricas ou quimicas. Eles mostraram que a difusao de K* pode sincronizar

bursts numa relacao temporal do tipo 1:1.



Capitulo 7

Conclusoes e Perspectivas

Nesta tese investigamos a influéncia de acoplamentos nao-sinépticos sobre os padroes
de disparo e sincronizacao 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 variagdo das Cls extracelulares, principalmente [K*],, sobre a interagao por
GJs. Para modular o acoplamento por GGJs 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 interacao
neuronal pelas Cls extracelulares. Apesar das AEs simuladas serem geradas na camada
granular do GD, os fendmenos basicos por tras dos resultados podem ser aplicados para
outras regioes hipocampais.

As simulacoes demonstram que o acoplamento por GJs é modulado pela variacao das
CIs no meio extracelular. Observamos diferencas nas freqiiéncias 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 nao havia sido feito um estudo dos efeitos do actimulo de Cls sobre esse acopla-
mento. Isto enfatiza a importancia da regulacao 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 nao-sinapticos.

Uma questao levantada pelas andlises e que necessita de maiores esclarecimentos é a
reducao de <fy,;.> com o aumento do acoplamento por GJs, sobre a qual h4 evidéncias
relacionando-a a estabilidade de estados sincronizados, discutida no capitulo 5. Além
dessa questao, é necessario comparar os nossos resultados com dados experimentais, pois
a previsao de fenomenos experimentais é um dos objetivos da modelagem computacio-
nal. Esses experimentos incluiriam o registro intracelular de um conjunto de neuronios,
com a modulacao farmacologica das GJs. A tortuosidade se altera a depender da regiao
estudada e das modificacoes dos volumes celulares. Deste modo, para simular as altera-

coes de tortuosidade, a sugestao é investigar outras regioes hipocampais bem como impor
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condicoes para variagao dos volumes celulares. Um exemplo ¢ alterar a osmolaridade da
solucao de perfusao. Ainda, para um estudo completo sobre a influéncia de acoplamentos
nao sinapticos é preciso incluir uma anéalise dos efeitos de campo modulado pelas demais
interacoes nao-sinapticas.

O modelo também incorpora um sistema de recaptacao glial. Varios estudos apontam
para uma falha nesse sistema, como causa para o desequilibrio homeostatico representado
pelo acamulo de [K*],. Esta é uma questao relevante para entender a génese das atividades
nao-sinapticas.

O uso de um modelo computacional detalhado ¢ uma ferramenta poderosa para fazer
previsoes, talvez revelando mecanismos e efeitos importantes para o entendimento de
processos celulares e suas disfuncoes, como na epilepsia. Neste contexto, as contribuicoes

desta tese incluem:

e Previsao dos efeitos de um aumento de [K*|, sobre a interagao por GJs, incluindo
alteracoes das amplitudes e frequéncias de disparo, bem como sobre a sincronizagao

entre pares de neuronios.

e Exploracao dos efeitos de um parametro geométrico do ME, a tortuosidade, atuando

como controle de [K*],.

e Previsao sobre de que forma o acoplamento via concentragoes idnicas extracelulares

alteram, mais uma vez, os disparos e sincronizacao entre neurdnios.
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