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RESUMO

Apresentamos neste trabatho um estudo sobre o fendmeno da depressdo alastrante na
retina /n vitro de pintainho. O enfoque experimental investiga a relacdo espago-temporal entre
dois dos concomitantes das ondas de depressdo alastrante: a alteracdo lenta de potencial e o
sinal intrinseco Optico. Além disso, avalia-se o efeito de manipulacdes farmaco-quimicas sobre
estes dois concomitantes. Do ponto de vista tedrico, propomos duas formas matematicas
diversas de interpretar a depressdo alastrante, uma delas baseada na teoria de autdmatos
celulares e a outra em equagdes de reagdo-difusio. Implementamos dois modelos computacio-
nais a partir destas interpretagGes, e discutimos sua aplicabilidade e seu poder de simulagdo do

fendmeno biologico.

ABSTRACT

This work presents an investigation of the phenomenon of the spreading depression in
the in vitro chicken retina. The experimental approach deals with the space-time relationship
between two of the spreading depression wave concomitants: the slow shift potential and the
intrinsic optical signal. Chemical manipulations on the perfusing solution are performed and
their effect on the two concomitants analyzed, Under the theoretical point of view, we propose
two different mathematical interpretations to describe the spreading depression. One of them is
based on the theory of cellular automata, and the other on the reaction-diffusion equations. We
implement two computational models and discuss their applicability and their capacity to

simulate the biological phenomenon.
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Introducéo

Existirmos: a que sera que se destina?
(Caetano Veloso. em “Capuing )

Ondas de depressdo alastrante (DA) vém sendo estudadas na retina ha quase quarenta
anos. Entretanto, uma descrigfo detalhada da relagdo espago-temporal entre o sinal eletro-
fisiologico classico (queda no potencial extra-celular) e a mudanca das propriedades opticas do
tecido (sinal intrinseco Optico) ainda faltava na literatura. A explicacio para esta auséncia ¢
simples: a introdu¢do da video-microscopia e do processamento digital da imagem na
depressdo alastrante da retina ¢ bem recente. O primeiro laboratério dedicado ao
processamento de mmagem funcional neste modelo experimental foi inaugurado em 1993. na

Universidade de Hohenheim (Alemanha).

A primeira parte deste trabalho relata os resultados de EXperimentos que examinam as
relagBes entre 0s sinais opticos e eletro-fisioldgicos adquiridos simultaneamente e a resposta de
ambos a diversas manipulagdes da solucdo de perfusdo. Na segunda parte do trabalho um
modelo mecanicistico para explicar a génese e propagacdo destas ondas é testado através da

proposta e implementagdo de dois modelos computacionais.

Quanto a organizagio do texto, o capitulo 1 resume a evolugdo historica da pesquisa das

ondas de DA e descreve os fendmenos concomitantes a passagem da onda.

Os dois enfoques tedricos sio apresentados no capitulo 2. Um deles baseia-se na
descrigdo da propagacdo da onda pela retina utilizando a teoria dos automatos celulares, e por
isso pode ser considerado como do tipo analitico (fop-down). O segundo modelo, chamado de
sintético (bottom-up), baseia-se na elaboragdio de uma interpretacio do fendmeno como
resultado da excitabilidade do meio, e engloba a proposta de fungdes para o modelamento de

mecanismos celulares e de membrana.

O capitulo 3 expde os procedimentos experimentais adotados, incluindo a descricdo da
prepara¢do biologica e os recursos computacionais utilizados no processamento de imagens e
na implementagdo dos modelos. Além disso, esclarece os meétodos estatisticos aplicados na

analise dos resultados.




O capitulo 4 ¢ dedicado a apresentagdo detalhada dos resultados experimentais e
computacionais obtidos. No capitulo 5 discutimos os resultados apresentados no capitulo
anterior, comparando-os com dados da literatura e analisando alguns aspectos relevantes para
a explicagdo do fendmeno da DA da maneira proposta no capitulo 1. Além disso relacionamos
alguns dos resultados computacionais com resultados experimentais. Mostramos também a
importancia dos dois modelos sob o ponto de vista de reprodugdo da forma geométrica e dos
processos intrinsecos a ocorréncia das ondas de DA, além da previsio de comportamentos a

partir de condigdes de contorno ou situagdes ainda nio testadas experimentalmente.

O capitulo 6 ¢ reservado as conclusdes e ao levantamento de questdes relevantes a
compreensdo do fendmeno da DA enquanto resultado de interagdes eletro-quimicas. Neste

capitulo propomos também um elenco de sugestGes para trabalhos futuros.

Esta disserta¢do inclui ainda quatro apéndices com listagens de programas, estruturas
moleculares de alguns produtos farmaco-quimicos utilizados, e tabelas e graficos relativos ao

tratamento estatistico que fundamenta os resultados apresentados.

Com relagio ao estilo, a bibliografia e as citagdes seguem as normas da ABNT (NBR
10520/1988). Optamos, contrariamente a nossa pretensdo inicial, por manter certos termos em
inglés, tais como fop-down, boftom-up off-sei, buffer, setup, pixel, gap-junctions, etc. por

acreditarmos que estas expressdes ja possuem um significado técnico preciso.




1. Depressio alastrante: conceituacio e revisfio bibliogrifica

Neste capitulo apresentamos o historico da depressdo alastrante (DA). incluindo a sua
relagdo com a sindrome da enxaqueca classica e a descricio dos varios fendmenos
concomitantes a ela. Discutimos também a sua comparacdo com sistemas em quimica, fisica e

biologia que apresentam comportamentos semefhantes i DA.

1.1. Historico e descricio do fendémeno

Em 1931, o psicologo e anatomista K.S. Lashley publica um estudo sobre o cortex visual
tentando mostrar a nogdo de descentralizacio da fungdo cerebral, contraria a localizacdo
anatomica absoluta, que era a idéia predominante na época. O modelo de mntegragdo cortical
proposto apresenta, como propriedade emergente, ondas de excitacio através de todo o tecido
estudado (Lashley, 1931). Dez anos depois, tendo crises de enxaqueca praticamente todos os
dias, Lashley publica um estudo do seu proprio caso de enxaqueca, ou, mais especificamente,
de um dos sinais da sindrome da enxaqueca classica, os escotomas visuais viajantes (Lashley,
1941), que usualmente ocorrem na fase inicial do ataque, ¢ precedem a dor de cabecga
propriamente dita (Sacks, 1992). A figura 1.1 mostra a evolucdo dos escotomas na forma vista
por Lashley, que associou o seu britho a fase de excitacio e a cegueira transiente apds a
passagem do escotoma a uma fase de inibicdo total. Fazendo a proje¢do retinotopica no cortex

visual primario, a velocidade encontrada por ele foi de 3 mm/min,
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Figura .1 - Aev ofugao dos escotomas cintilantes no tempo. desenhados por Lashley (1941). As
marcas "X indicam o ponto de fixagio. Os nimeros sdo dados em minutos.




Sem conhecimento dos trabathos de Lashley, o estudante de doutorado Aristides Ledo,
ao fazer experimentos sobre a propagagio da atividade epiléptica em coelhos, verifica a
depressdo da atividade elétrica espontinea do cortex. Utilizando varios eletrodos, mede a
velocidade com que tal depressio se espalha pelo tecido cerebral, obtendo o valor de
3mm/min. Em 1944 Ledo escreve sobre o fendmeno eletrofisiologico descoberto, e o chama de
depressdo alastrante (DA) cortical. As suas principais caracteristicas eram, entdio, a alteracdo
lenta do potencial DC cortical durante a passagem da onda e a simultinea depressio reversivel

das oscilagdes de voltagem espontaneas do tecido cortical {Ledo, 1944a e b).

Em 1958 as descrigdes dos escotomas viajantes de Lashley sdo associadas ao fendmeno
da DA, por Milner (1958). Uma das hipoteses mais elegantes a respeito da significincia da DA
foi proposta por Bure§ (Bures et al., 1984), em 1984. Admitindo a relagdo entre a DA e a
enxaqueca. ele afirma que a ocorréncia das ondas é o resuitado da excessiva densidade de
neurdnios, ou seja, na espécie humana ha uma densidade de células tdo alta que eventualmente
acontece uma volta ao estado inicial no sistema. Apesar de até hoje haver controvérsias sobre a
associagdo entre a aura visual da enxaqueca e a depressdo alastrante, medidas eletroencefalo-
graficas de potencial (na faixa de 1 a 3Hz) em pacientes durante a fase dos escotomas mostram

a existéncia de ondas do tipo da DA (Sacks, 1992).

Também em 1958, quando a DA ja havia sido verificada em varias outras espécies
animais (Ledo, 1947 e Marshall, 1950), o0 mesmo fendmeno ¢ identificado na retina, parte mais
acessivel da matéria cinzenta central dos vertebrados (Gouras, 1958), e desde entdo tem sido
estudada em retinas de anfibios, mamiferos, aves e peixes (Hanawa et al 1967, Hanawa et al.,
1968 e Tomita, 1984). A figura 1.2 apresenta seis fotos da retina de pintinho vista de cima,
sendo que na primeira nota-se o ponto de estimulagdo quase no centro. Nos quadros seguintes
a onda optica, chamada de sinal optico intrinseco (10S), se propaga através de todo o tecido.
Na ultima foto a retina esta novamente no estado quiescente. O sinal Optico também pode ser
observado em outras areas da matéria cinzenta, mas com magnitude muito menor. O interesse
na retina como modelo experimental pode ser explicado pela facilidade de visualizagio da
propagacdo da onda. Este modelo foi desenvolvido principalmente por Martins-Ferreira
(Castro e Martins-Ferreira, 1970, Martins-F erreira, 1983, doCarmo e Martins-F erreira, 1984),
que em 1974 propde a onda circulante, um tipo de preparagdo em que se tem um anel de retina

atraves do qual uma onda pode propagar por varias horas (Martins-Ferreira et al., 1974). Um




outro tipo de onda observada na retina € a espiral (figura 1.3), que foi obtida por Bures

(Gorelova e Bures, 1983) a partir de uma previsio da teoria de ondas em meio excitavel,

Figura 1.2 - A onda de depressdo alastrante na retina de pintinho - sinal intrinseco optico (108).
Modificado de doCarmo (1992).

¥

Figura 1.3 - A onda espiral na retina, de Dahlem (1994),

Na década de 70, com a utilizagio de eletrodos sensiveis a ions, sio investigados outros
tipos de alteragdes concomitantes as ondas de DA, além do I0S e da onda lenta de potencial
(Vyskocil et al., 1972, Nicholson e Kraig, 1981, Purves, 1981). Além disso, sio feitas medidas
Intra-celulares também durante a ocorréncia da DA (Sugaya et al., 1975). Em 1994 a técnica

de patch-clamp ¢ utilizada para o estudo da DA (Hanke et al, 1993).

1.2. Fendmenos concomitantes
A retina dos vertebrados constitui um tecido transparente (Moses, 1981), onde os
movimentos ionicos que ocorrem durante a passagem da onda tém como uma das
conseqiiéncias a alteragdo do volume relativo entre os espacos extra-celular e intra-celulares
das populagdes de neurdnios e células de Maller, fazendo com que a luz seja refletida, e a onda

seja vista como mostra a figura 1.2. As retinas de galinha sio mais adequadas como modelo




experimental para o estudo da depressio alastrante devido a sua avascularidade, facilitando a
manutencao quando isoladas (in vitro). Nas figuras 1.5 e 1.6 sdo mostrados o perfil da onda
de potancial e movimentagdo idnica entre os espagos intra e extra-celular associados a

depressao alastrante.
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Figura 1.4 - As camadas da retina. medificado de Ruch-Patton {1965).

A estrutura laminar das varias camadas da retina, comum a todas as especies (Dowling
1987). simplifica a analise dos fendmenos que ocorrem durante a DA. Em particular, na
camada plexiforme interna (IPL) encontram-se apenas terminacdes sinapticas e processos das
células de Miiller. A figura 1.4 apresenta esquematicamente um corte transversal da retina,
onde se pode observar a denominacio das camadas e os tipos de células presentes em cada
uma delas. A cada uma destas camadas pode-se associar um sinal eletro-fisiologico durante a
propagacao das ondas de DA. como mostra o perfil da figura 1.5. As maiores amplitudes
obtidas sdo da ordem de 20mV, e correspondem  IPL. Nesta camada sio feitas também as

medidas das alteragdes 1dnicas, como se observa na figura 1.6.
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Figura 1.6 - Medidas das alteragdes idnicas durante a DA, no meio extra-celular (IPL). de
Martins-Ferreira e doCarmo (1987).

A DA pode ser explicada como uma seqiiéncia de eventos metabdlicos e eletro-
fisiologicos que interagem de forma complexa, localmente, disparando o comportamento
global medido em qualquer parte da matéria cinzenta central. A nivel celular, inimeros
fendmenos ocorrem de forma concomitante durante a DA (Bure§ et al., 1984, Gardner-

Medwin, 1983). Ndo ha, até hoje, um mapeamento exato sobre o que acontece na propagagio




da onda, mas sim uma “proto-teoria”, que mostramos esquematicamente na figura 1.7 e
descrevemos a seguir. De forma simplificada, pode-se dizer que o aumento da concentracdo de
potassio no meio extra-celular acima de um nivel maximo (chamado de ceiling level),
usualmente estimado em 10mM, acelera o processo de liberagio de transmissores e saida de
potassio dos terminais sinapticos. Primeiramente temos entdo a entrada de sodio nos terminais
sindpticos, dando inicio a um processo auto-catalitico de liberaciio de potassio, através do
aumento da condutdncia dos canais de potassio. Dependendo da magnitude do processo, as
celulas gliais (de Muller), vistas aqui como controladoras e reservatorio de potassio
(Grossman, 1977), ndo conseguem manter (através da aceleragio das bombas de Na-K) a
diferenca de concentracdo de K™ entre os meios intra e extra-celular, e também sio
despolarizadas, aumentando o processo de feedback positivo iniciado nos terminais sinapticos.
Através da glia ¢ feita a limpeza do excesso de K™ do meio extra-celular. como mostra a figura
1.8. Neste caso, o humor vitreo desempenha o papel de maior importincia como potencial
sorvedouro de K. Ha ainda, no meio extra-celular, difusio de potéassio, também promovendo
o alastramento da onda. A partir dai o rearranjo de outros ions (como Na“, CI, Ca™" e agua)
ocorre entre os dois espagos, considerando-se a necessidade do equilibrio osmético e a

manutengdo da eletroneutralidade do meio.

Aumento da [K*] extra-celular

4

Despolarizacio neural.

i

¥

Aumento da permeabilidade da membrana a cations.

L

A entrada de Na" é seguida pela saida de K* através dos terminais
sinapticos (feedback positivo)..

Entrada de Cl nos terminais sindpticos. A pressdo osmdtica faz com
que entre agua, inchando as ceiu las. A retina reflete a tuz.

As células gliais limpam o meio. extra ceiu!ar retirando K* da regiao
com [K*] alta e passando as regides com [K*] normal (buffer espacial),

Figura 1.7- Seqiiéncia de eventos durante a propagacio da DA.
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Tem-se estudado tradicionalmente as alteragbes das concentragdes dos ions potassio,
calcio, sodio, cloro e o pH no meio extra-celular, como as apresentadas acima (Castro e
Martins-Ferreira, 1970, doCarmo e Martins-Ferreira, 1984, Martins-Ferreira e doCarmo, 1987,
Bures, 1993 ¢ Chebabo et. al., 1993), além da varia¢do lenta da diferenca de potencial e das
mudangas na refratividade de luz no tecido (sinal 10S classico). Experimentos mais complexos,
com a aquisi¢do do sinal optico em duas faixas de freqiiéncia (vermelha e azul) e a medida de
calcio intra-celular através da medida de fluorescéncia extrinseca também sdo possiveis na
retina {Fernandes de Lima et al., 1994), mostrando as possibilidades de avalia¢do do fendmeno

e da sua comparacdo com outros modelos experimentais ja estudados.

1.3. Sistemas relacionados

Com o objetivo de estudar teoricamente o fendmeno da DA, alguns tipos de associagdes
tém sido feitas, e diversos modelos propostos, adotando-se niveis diferentes de analise (Haken,
1977). Dependendo da imterpretacio dada ao fendmeno, pode-se mseri-lo em classes de
sistemas diferentes. Por exemplo, a reacio quimica de Belousov-Zhabotinsky (BZ), descoberta
em 1952 (Zaikin e Zhabotinsky, 1970 e Becker, 1977), apresenta semelhanca geométrica com
a DA, como se pode observar pela figura 1.9; porém, mais importante que isso € que tanto o
processo de auto-catalise (fundamental para a ocorréncia das oscilagbes) quanto as fases

exibidas pelo sistema BZ, que sfo: [1] quiescente, [2] excitado e {3] refratario, podem ser




igualmente evidenciadas na DA. Isso torna os dois sistemas bastante proximos em termos da
descricio macroscopica e das suas principais caracteristicas enquanto meios excitaveis
susceptiveis a propaga¢iio de ondas. Os modelos empregados em sistemas de equagles de
reacio-difusdo (Prigogine e Stengers, 1984, Ross et al., 1988 e Scott, 1987) sfo também
possiveis descrigdes para a DA. Dentre os sistemas comumente modelados desta forma,
podemos citar: padrdes de excitacdo e relaxamento no musculo cardiaco dos mamiferos
(Winfree, 1994), as ondas de célcio em ovos de Xenopus (Jouaville et al, 1995) e a maior
parte dos sistemas presa-predador (Haken, 1977 e Murray, 1989). A agregacdo da ameba
Dictyostelium discoideum, que ocorre quando ha falta de alimento no meio, gerando padrdes
geométricos em espiral parecidos com a DA, também pode ser citada como um sistema do
mesmo tipo. Em Fisica, podemos citar a instabilidade de Bénard (ou de Taylor), em que,
dependendo do nimero de Rayleigh (se o gradiente de temperatura ¢ suficientemente alto)
para uma camada de fluido que é aquecida por baixo, o fluido apresenta um movimento

macroscopico e forma padrdes espaciais estruturados e bem ordenados.

Figura 1.9- A reacio de Belousov-Zhabotinsky.

Em muitos dos sistemas, os padrdes geométricos formados siio estaticos (Agladze et al,,
1994), e modelados com a aplicagio direta das equagdes de reagdo-difusdo na forma proposta
inicialmente por Fick (Murray, 1989). Contudo, tratamos de estruturas que se desenvolvem
(algumas continua e espontaneamente} no tempo e no espago, € torna-se relevante o seu
estudo dindmico, a analise dos processos por que passa o sistema durante a propagacdo das
ondas (Field e Noyes, 74a e b). Em particular, na DA duas caracteristicas fundamentais devem
ser levadas em conta: o feedback positivo e um processo de transporte, e ambas devem ser
descritas, neste caso, segundo os processos, a nivel celular, dos quais sdo conseqliéncia. Além

disso, como se trata de um fendmeno geral, que ocorre na matéria cinzenta, ndo se pode
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condicionar as ondas a caracteristicas que sejam especificas da retina, por exemplo, e que nao
estejam presentes em outras partes da matéria cinzenta. Ha também condi¢des de contorno,
que se referem a velocidade do estimulo apiicado (no caso do potassio). ao sistema em que se
trabaiha (por exemplo, a solugdo fisiologica, velocidade de perfusio), temperatura, bordas da

retina, etc,
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2. Modelos analiticos e sintéticos

A partir da descrigio do fendmeno da depressdo alastrante a nivel macroscopico, ¢
possivel empregar um modelo bastante simples, baseado em autématos celulares (Toffoli e
Margolus, 1988 ¢ Ermentrout, 1993), com regras que determinam o comportamento de cada
elemento do sistema a partir do estado de seus vizinhos. Este modelo pode ser considerado
como um modo analitico (fop-down) de interpretar o fendmeno da DA Por outro lado,
partmdo dos processos inerentes a este fendmeno, como a dindmica de canais e bombas
presentes na membrana celular, e descrevendo os mecanismos relevantes para a ocorréncia de
ondas em melos excitaveis, ¢ possivel modelar este fendmeno de forma sintética (bottom-up).

A seguir descrevemos estes dots modelos, apontando suas principais caracteristicas.

2.1. Automates celulares: enfoque analitico
Em 1970, na coluna Mathematical Games da revista Scientific American, Martin Gardner
publica um artigo sobre o jogo Life (Gardner, 1970), relatando idéias do matematico inglés
John Conway, que propunha uma forma simples para modelar caracteristicas vitais, colocando
regras que determinassem o nascimento, sobrevivéncia e morte de uma populagio. Ele partiu

dos seguintes axiomas:

® Nio deveria haver um padrio para o qual ha uma prova simples de que a populacdo

pode crescer sem limite.
e Deveria haver padrdes inicials que aparentemente crescem sem limite.

® Deveria haver padrdes iniciais simples, que crescem ¢ mudam por um periodo

consideravel de tempo antes de chegar a um fim, que pode ser de trés maneiras:
1. chegando a uma configuracdo estavel que ndo muda depois disso.

2. entrando numa fase oscilatoria onde dois ou mais periodos se repetem

indefinidamente.
3. desaparecendo completamente.

As regras, portanto, devem ser tais que o comportamento da populagio seja

imprevisivel. As regras inicialmente propostas sio:
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I nascimento - cada célula vazia adjacente a exatamente trés outras celulas ¢ uma
célula que nascera na proxima geragdo, na qual uma marca € colocada na proxima

geragio, passando a ser denominada célula marcada.

II. sobrevivéncia - toda célula marcada com duas ou trés células adjacentes marcadas

sobrevive para a proxima geragio.

[II. morte - toda célula marcada com quatro ou mais vizinhos marcados morre de
superpopulacio. Toda célula marcada que tenha um ou nenhum vizinho marcado

morre de 1solamento.

Com estas regras, um papel quadriculado, uma configuragdo inicial de células vivas (ja
com montador inicializado) e muita paciéncia (sem usar computador), Gardner verificou os
trés tipos de comportamentos anteriormente previstos. Em outras palavras, o jogo € uma
seqiéncia de mapas que descreve mudangas dindmicas a partir de uma distribuicdo
populacional inicial, relacionando assim movimento no espago ¢ no tempo. O mesmo
procedimento poderia ser usado para muitos outros sistemas, como de fato aconteceu.
Generalizando os requisitos e as regras, ou seja, mudando as condi¢des de contorno que
faziam com que o jogo se chamasse “vida” (/ife), mas mantendo a idéia de que cada célula de
um conjunto segue determinadas regras, que ditam o seu estado na geragdo seguinte, 0 Jogo se
transformou nos autémates celulares (Gardner, 1971, Greenberg e Hastings, 1978 e

Greenberg et al., 1978, Toffoli e Margolus, 1988).

Nos altimos dez anos, bastante atencio tem sido dada aos autdomatos celulares (CA's) a
nivel tedrico e pratico. Do ponto de vista tedrico, ha diversos tipos de classificagdes
(Gutowitz, 1990 e Boccara et al., 1991), andlise de complexidade de calculo (Gutowitz, 1991)
e propostas de novos modelos (Haeseler et al., 1995). Em termos de modelos, os CA’s sdo
utilizados para simular fendmenos tdo variados quanto a oxida¢io do monoxido de carbono
catalisada por cristais de paladio (Gerhardt e Schuster, 1989 e Richard et al., 1990), trilhas de
formigas e sinais quimicos (ferormdnios) deixados por elas (Ermentrout. e Edelstein-Keshet,

1993),

Os CA’s sio tradicionalmente classificados em /lattice gas, de solidificagio e
deterministicos ou Eulerianos, de acordo com as aplica¢des e formas de implementacdo a que
se refiram. Em qualquer um deles, entretanto, os métodos para a derivagdo do modelo sio a

traducio do fendmeno observado em regras empiricas simples, ignorando qualquer analogia
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com um possivel modelo matematico (Miller, 1988). ou a discretizacdo do modelo

matematico, reduzindo-o de forma a obter um autémata ( Barklev, 1991).

As principais vantagens dos CA's sio a simplicidade de implementacio e a visualizagdo
durante as simulacdes (Krinskv e Efimov. 1992 e Krinsky et al, 1992) Além disso. a
capacidade de apresentar comportamentos globais a partir de interagdes locais entre seus
elementos € um fator relevante na sua escolha para o modelamento de sistemas dinamicos
complexos (Victor, 1990 e Reggia e Montgomery, 1996). Contudo, se € necessario obter
dados quantitativos, isto €, se o nivel de comparagio com o sistema real deve chegar a
detalhes, a capacidade computacional requerida nas simulacdes é muito alta, e nesse caso sio

mais indicados modelos do tipo bortom-up.

2.2, Meios excitaveis: enfoque sintético
Outro enfoque possivel na analise da DA ¢ considerar especies quimicas difundindo num
meic ndo homogéneo, em que ocorre ainda o Jeedback positivo. Ha que se considerar
influéneias como a do transporte ativo ¢ passivo de fons através da membrana celular. Note
que este enfoque sugere um modelo para o qual sdo necessarios dados quantitativos, mas que ¢é

adequado para avaliacio dinimica dos diversos fendmenos concomitantes durante a DA,

Este modelo, baseado em equacdes de reacdo-difusdo, € comumente utilizado em
sistemas quimicos (Kapral, 1995 e Dellnitz et al , 1995) e parte de premissas basicas sobre o
sistema a ser modelado. isto é. requer o conhecimento quantitativo de parametros relevantes
nas interagSes locais. O paradigma da influéncia mutua entre elementos do sistema, gerando
comportamentos giobais interpretados como auto-organizados € freqiientemente mencionado
como imprescindivel neste tipo de modelamento (Murray, 1989, Jouaville et al., 1995 e
Meinhardt, 1995). Um dos primeiros artigos adotando este enfoque foi publicado em 1952,
por Turing (Turing, 1952}, e apresenta um modelo baseado em mteragdes de espécies quimicas
para caracterizar a morfogénese. O modelo é generalizavel para qualquer sistema em que se
tenha a descricio da dindmica de cada um dos elementos e em que se tenha informacio sobre a
sua interagdo com outros elementos. Nas Gltimas décadas, a grande maioria dos modelos
utilizando equacdes de reagdo-difusdo tem sido desenvolvida para sistemas quimicos e

biologicos.

i4




Considerando meios excitaveis com capacidade de exibigdo de ondas. alguns dos
modelos mais conhecidos sio: FitzHugh-Nagumo (Nagumo et al,, 1962), Oregonator (Field e
Novyes, 1972) e Brusselator (Prigogine ¢ Stengers, 1984). O fendmeno da DA apresenta os
mesmos tipos de comportamento e processos similares a sistemas (como BZ) cujos modelos

mais estudados sio estes trés. Por isso justifica-se a utilizagdo deste enfoque para a DA

Apresentamos a seguir uma deducdo informal da equacio generalizada da difusdo, feita a

partir de uma versio apresentada em (Hoppensteadt e Peskin, 1992, cap.4).

Considere uma seqiiéncia de arvores (alinhadas), numeradas de acordo com a sequéncia

dos nimeros inteiros, como ilustrado abaixo (figura 2.1). Algumas estfio infestadas com

insetos. De acordo com o numero de insetos e seu comportamento sdo formuladas regras.
tempo n=(}
insetos

<;<p g>g>”“§>

Figura 2.1- Seqtiéncia de arvores infestadas com insetos, representadas no instante n=0.

Seja ainda Um.n a propor¢do da populagio total de insetos que estd na arvore m na
amostra de tempo n. Os insetos sio contados em intervalos de tempo fixos. Em cada mtervalo,
um inseto se move para a arvore mais proxima a esquerda com probabilidade q ou para a
direita com probabilidade g, ou fica na mesma arvore com probabilidade 1-2q (onde q <2). A
probabilidade q mede a mobilidade dos insetos. A populagdo de insetos ¢ considerada

constante. A distribuicdio de insetos na arvore m no momento n+1 € dada por:
[-]m.nf!: (f“Zfl) [jmﬁ © q'((}m-i,n (-frm*!,n) (1)

Este modelo tipo passeio aleatério pode ser generalizado para o caso continuo, fazendo
x variar no intervalo [-1.1], sendo x a localizacio da m-ésima arvore. Adotando 6x e 6t no
sentido usual, de um intervalo (de espago ou de tempo) suficientemente pequeno, buscamos

uma funcio continua por partes tal que

wm ox, 1 ot} =U, , (2)
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Substituindo (2) em (1), temos:
ulx, 1+ ot)={1- Zqyutx,r) — g fufx-ox.1) - ulx-6x,1)] “(3)
e, portanto.

UL St - ufe ) = g & x fule= ) ulx-6ct) - Zulcd)]
ot 5 Fx

E, como proposto por Einstein (Einstein, 1956). considerando-se 8x e &t proximos de

zero de forma a fazer ¢ 6 “x '8t = D constante, tem-se -

onde D ¢é chamada difusividade.

Agora consideremos a equacdo de conservagdo geral, em que a taxa de variagio de uma
determinada substancia (ou populagdo, ou matéria) num volume (}) é igual ao fluxo liquido

atraves da superficie (5) que engloba F mais o que é criado dentro de . Assim.
gj.ll(x,f)dvszjd_g —+ jf(;{’x’z)d‘_}
¥ 5 ¥

onde J ¢ o fluxo da substdncia considerada e 7 ¢ a fonte da substancia. Aplicando o
teorema da divergéncia 4 integral de superficie, e assumindo u(x,#) continua, temos:

J‘é H(Y ’)d1~mjv Jdv+ ff(uvr)

i

jlwwv J=flu, YI)M’&“

ot

i

A equagdo de conservagio para u €, portanto:

Gulx.1)

-~ ==V S+ f(u,x,1)

Admitindo que o processo através do qual se da o fluxo (/) é a difusido classica, temos

que J=-DVu (lel de Fick). Assim,

culx.1) V(- D)+ fu.x.1)

Ef

e, como /) € constante,
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f_if%ﬂ = DV’zu+f(u,x,t)

A partir da equagio acima (chamada de equagdo de reagdo-difusdo). que deve ser
aplicada tanto no meio extra guanto intra-celular, dividinde o termo da difusdo em varios
fatores (um para cada ion), e ainda associando ffux.y) a mudancas de condutdncia,
dependéncia da temperatura ¢ estimulos externos, torna-se possivel um modelo apropriado
para a DA (Tuckwell e Miura, 1978). Destacamos que qualquer modelo que se faga pode ser

sempre adaptado, de acordo com os resultados que apresentar ou atraves da comparagdo com

experimentos.

Para a simulagio dos mecanismos celulares considerados no modelo baseado nas
equagdes de reacio-difusdo € necessaria a sua descrido matematica, como apresentamos a

seguir.

Dada a dificuldade de obtencio de dados quantitativos a respeito da composi¢do idnica e
de alteracdes a nivel celular durante a propagag¢do da onda, e levando em consideragio que a
DA ocorre em qualquer parte da matéria cinzenta, isto ¢, as condi¢des para a DA devem ser as
mais gerais possiveis, optou-se por desenvolver 0 modelo a partir de fungdes que descrevam o
comportamento de cada elemento incluido (Tuckwell, 1988). Sempre que possivel foram
utilizadas equagdes tradicionais, como por exemplo a equagio de Nernst para o potencial de
equilibrio idnico, ou a de GHK (Goldman-Hodgkin-Katz) para o potenciai de membrana.
Passamos a discussio de tais funcdes. Quando o estudo preliminar indica que uma fungio varia
pouco em relagio a uma determinada variavel, esta passa a ser considerada constante no valor

de repouso do sistema (ou seja, em algum ponto de equilibrio estavel).

Neste modelo o potencial de repouso da glia (Vg) segue o potencial de equilibrio do

potassio, que ¢ dado pela equacido de Nernst:

K
Vy=358log w———-—[ Je

(€],

onde [K]ec e [Klic sdo, respectivamente, as concentragdes de potassio nos meios extra e
intra-celular, e que, a partir daqui, representaremes simplesmente por Kec e Kic. Os valores de

repouso destas variaveis sio: Kec = 4mM e Kic = 140mM (aproximadamente), e Vg ¢ dada em
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miliVolts (mV). A funcio é mostada na figura 2.2 a seguir, para Kic de 100 a 180 e Kec de | a

60 (mM).

Figura 2.2 - Potencial de membrana na glia,

Para os terminais sindpticos, a equacio proposta em (Tuckwell et al, 1981) é uma

simplifica¢do da equacio de GHK:

Pk Kec + R‘\"a Nvaec + PCICZI'C)
[)kK;C + R’\-’a ‘/Vaic + PC’IC ec

onde P; indica a permeabilidade da membrana aquele ion (i) especifico, e Vs ¢ dada em
mV. Na equagao simplificada, apenas o potassio € considerado, apos uma analise numérica da
influéncia da alteracio da permeabilidade da membrana aos outros ions {Na e Cl}. Sublinhamos
que na despolarizacdo ha uma grande variagio nas permeabilidades a todos os ions, em
momentos diferentes, gerando os fluxos de corrente individuais que podem levar, por exemplo,

a propagacdo do potencial de acio. A equagdo proposta em (Tuckwell e Miura, 1978) &

K, + QJ

V._=58lo
Is g( [(ic 4 40

cujo grafico € apresentado a SeguIr:
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Figura 2.3 - Potencial de membrana nos terminais sindpticos

Simplificaremos ainda mais a fun¢do Vs, observando que uma grande excursdo em Kic

ndo significa uma variagdo muito alta em V. Assim, admitindo Kic = 140 (mM), temos:

K, +9

V=58 log 180

e o grafico €:

Figura 2.4 - Potencial de membrana nos terminais sindpticos em funcdo de Kec.

De acordo com a seqiiéncia de eventos proposta para a DA (ver capitulo 1), apesar da
importancia dos ions calcio, sodio e cloro, simplificamos o modelo considerando apenas a
dindmica de bombas (de sddio-potassio) e canais para o potédssio (tanto na glia quanto nos
terminais sinapticos). O interesse principal € representar os dois mecanismos identificados na
DA, a saber: o feedback positivo e o buffer espacial. Admite-se ainda a difuso, mas apenas no

meio extra-celular. Alguns autores preconizam a necessidade da difusdo dentro das células
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ghais. Mostraremos que este mecanismo nio ¢ essencial & ocorréncia de ondas na matéria

cinzenta.

Nos terminais sinapticos, as bombas de sodio-potassio sdo aceleradas pelo aumento e
potassio no extra-celular ¢ pelo aumento de sédio no intra-celular. Portanto, a derivada da

concentragdo de Kic ¢ fungdo da aceleracio das bombas:
°cK,.
E&“x/‘ (Kec 2 Naic)

que pode ser aproximada por (segundo Tuckwell {1980)):

AK. 130-(X,. - Na,,.)

ic

ot K, -Na,+15-K,, +4- Na,,

e o grafico é:

Figura 2.5 - Dinimica de bombas nos terminais sindpticos

Novamente, observando a pequena influéncia de Na;, simplificamos para:

OKie _5g5, 780K,
ot 225K, +60

cujo grafico esta a seguir:
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Figura 2.6 - Dindmica de bombas nos terminais sindpticos como fungio de Kec.
Em geral, os canais de potdssio apresentam o seguinte comportamento:

;@%Mg.log(ﬁﬂﬁg.bg(&ﬁg
ot K K, +40

ic

que significa que, quanto maior o gradiente eletro-quimico do potassto, mais potassio sai

da célula considerada. O grafico de fungfio acima €

Figura 2.7 - Dindmica de canais de potdssio nos terminais sindpticos.

Entretanto, € necessario agora incluir o mecanismo {observado na DA) do feedback
positivo. Sabe-se que, dependendo da velocidade de aumento da concentragdo de potassio no
meio extra-celular, a entrada de potassio pelas bombas ndo € suficiente para superar a saida
pelos canais, devido a um aumento brusco da condutdncia ao potassio na membrana. Para

simular este efeito, propomos o seguinte comportamento: {admitindo Kic = 140mM)
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Figura 2.8 - Dindmica de canais de potassio nos terminais sinapticos. incluindo o mecanismo de
auto-catdlise,

Na figura acima, no eixo das ordenadas representa a velocidade de saida de potassio dos

terminais sinapticos. A figura se refere 3 seguinte equagio:

K K K, +9
© =1 -58-1o 1458 log —< 7| 429 (0,4 -tgh(X,. —10)+2
ot g(mo) Og{ ESOJ (04 teh(K, )+2)

Para a analise da fungfio acima, apresentamos a seguir os graficos relativos aos canais e
bombas de potdssio nos terminais sinapticos sobrepostos. Note que no caso das bombas
modelamos a velocidade de entrada de potassio, enquanto que para os canais tratamos da

saida de potassio. Para a obtengdo do fluxo liquido de potassio pela membrana faz-se entdo a

subtragdo de uma fungio pela outra.

canais

bombas

/\J e 2n - o Za

Figura 2.9 - Relagio entre as dindmicas de bomba ¢ canal nos terminais sindpticos.

Observa-se, na figura anterior, que para niveis de Kec entre 4 e 10mM (aproximadamen-
te), tem-se a entrada de potassio nas células maior do que a saida, mas acima de 10mM a
derivada da fun¢io para os canais aumenta, ¢ hd uma saida de potissio que nio ¢

contrabalanceada pelas bombas. Os terminais sinapticos recuperam os niveis de repouso de

22




potassio apenas ap0s a volta do nivel extra-celular de potassio a valores abaixo de 10mM (o

que ¢ feito pela glia e pela difuséo extra-celular).

No caso da glia, as dinimicas de bombas e canais de potassio sio simuladas da forma

COmMoQO seguel

bombas de potassio:

Figura 2.10 - Bombas de potdssio na gha.

K K
canais de potassio: g Kec =0,8-0,58- 10g(——"-€-—) — log(w‘?ﬁ]
ot K. K.

ic wr

onde Kecr = 4mM e Kicr = 140mM (valores de repouso destas variaveis).

Figura 2.11 - Canais de potdssio na glia.

Novamente temos as bombas e canais sendo descritos pela entrada e saida de potassio,

respectivamente.
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O mecanismo de buffer espacial ¢ incluido no modelo atraves da configuracio espacial
adotada para cada célula de Miiller, que possui de 9 a 15 processos celulares, e admitindo as

duas equagdes anteriores para cada processo.
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1. Materiais e Métodos

Neste capitulo apresentamos a descrigdo das preparagoes biologicas feitas e dos recursos

computacionais utilizados na analise estatistica dos dados e na implementac3o dos modelos.

1.1. Preparacdes biolégicas e registros

O modelo experimental utilizado fol a retina de pintainho. Estima-se que aproximada-

mente 150 animais tenham sido usados, incluidos aqui os necessarios para o aprendizado das

técnicas de dissecacdo e preparagio. A seguir descrevem-se tais técnicas, 08 equipamentos €

produtos quimicos utilizados e os métodos de registro eletro-fisiologico.

1.1.1. Animais

Pintainhos de ambos os sexos sio adquiridos no seu primeiro dia de vida, mantidos &

temperatura ambiente entre 20 e 30°, numa area de 10m” (para 10 a 15 animais}), ¢

alimentados diariamente com ragio e agua. Sdo utilizados animais em idade entre 6 e 14 dias

de vida.

1.1.2. Equipamentos e produtos quimicos

Os materiais e equipamentos listados a seguir foram utilizados na montagem dos

experimentos:

Banho:

Binocular:

Bomba de infusio:
Cémera;

Conversor A/D:

Filtro:

Tluminador:
Lamina (bisturi):
Manipulador:
Micro-computador:
Microfone:

Placas de Petri:
Pré-amphificador:

Puxador de micro-pipetas:

Kldttermanm

Leica, aumentos de 6,3; 10; 16; 25; 40

Spetec, tipo Perimax 12. (até¢ Sml/min)

Hitachi Denshi Ltda., KP-140E/K, CCTV camera, 12V ¢
300mA

Advantech, PC-LabCard PCL-812PG

A/D de 12 bits, 16 canais, input ranges de +/-5V a

+- 03125V, 30kHz (max.)

GEPA. Minchen, tipo Geh. AO11-N1/5

Schott, tipo KL 1500 {eletronico)

Bahya, tamanho 26

Bachofer, Reutlingen, controlado por motor-de-passo
PC-4806

MDE, DM-202

Fluncon, volume aproximado de 8ml, didmetro de 3.5cm
WP-1, FD 223

David Kopf M750
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Termometro digital: Summit - TA-1, saidas nas faixas de 200mV e 2V, 1°/mV
Tubos de vidro: WP-1. Didmetro de Imm, com filamento
Video cassete: Panasonic, NV 600

O setup € composto basicamente de uma gaiola de Faraday (de aproximadamente 1m’)
montada sobre uma placa de cimento, que por sua vez ¢ apoiada sobre quatro bolas de ténis,
com a finalidade de amortecer vibragdes. O microscopio binocular é posicionado sobre a
preparacdo, a cimera ¢ acoplada a uma de suas lentes e conectada ao video-cassete. O micro-
manipulador ¢ colocado dentro da gaiola. O baldo volumétrico contendo a solucio de perfusio
€ imerso no banho com temperatura controlada, e a solugiio chega a preparacio impulsionada
pela bomba de infusdo. Além deste controle, ha ainda uma placa de aluminio sob a placa de
Petri (com a preparacdo), em que se mantém a temperatura constante no caso de perfusio
parada. No raque, tem-se entdo a fonte que controla a tensdo na placa de aluminio {cuja area ¢

de 200cm?), o ajuste de o ~set, o tiltro, o video-cassete, o pré-amplificador e o osciloscopio.
J f p P

Os produtos quimicos testados sdo diluidos na solugdo de Ringer e perfundidos na
mesma velocidade utilizada para a aquisicdo das ondas controle. Com exceciio do propranclol,
que foi obtido como doagdo da Wyeth, todos os outros produtos, inclusive aqueles necessarios
a preparacdo da solugdo de Ringer (ver item 3.1.5), sdo das marcas Merck ou Sigma. A
molaridade final da solugdo ou a percentagem em volume ¢ apresentada na lista a seguir, que
contém as drogas utilizadas nos experimentos:

¢ Cloreto de bario (BaCl:) a 4mM (peso especifico de 244 28g/mol). A solucio ¢ passada por
filtro de 0.45uM. e a concentragao final fica por volta de 500 uM.

» Cloreto de sodio (NaCl) a 140mM (58,44g/mol)
e Sodio-barbital, a 500uM (206,18 g/mol)

o Glicerol. a 5%, 7,5% e 10%

¢ Propanol, a 5%

¢ Propranolol, a 500uM (295,15 g/mol)

3.1.3. Registro eletro-fisiologico
O registro eletro-fisiologico ¢ feito com os micro-eletrodos comumente usados nas
medidas de potencial extra-celular, a sua ponta tem um didmetro por volta de 10um, e
resistencia de 10ML). Tais eletrodos sdo feitos com um puxador digital, e preenchidos, pelo

metodo de back-filling, com uma solugdo de KCI a 0,1M (Purves, 1981, cap. 2). Para a
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conexdo com a micro-probe ligada ao pré-amplificador utilizou-se uma peller com contato de

ouro, ¢ como referéncia foi usado um tio de prata cloretado.

Um esquema geral do sefup € mostrado na figura 3.1, Atraves de um filtro passa-baixa
regulado para uma freqiiéncia de corte de 20Hz (-3 dB). corta-se o ruido no sinal original, e
mantém-se a parte que interessa, ja que esta ocorre numa freqiéncia abaxo de 10Hz. Além
disso. multiplica-se o sinal 200 vezes, ligando em série o filtro de 20Hz, que também amplifica
10 vezes, € um controlador de off-set, que multiplica por 20 a sua entrada. O controle de off-
set ¢ necessario para manter o sinal dentro do intervalo de tensdo lido pela placa conversora
A/D, que é de -5 a +5V. O nivel real de ruido é de 100pV, sendo que as amplitudes do sinal de
interesse sao da ordem de 10mV. A aquisicio € feita com freqiiéncia de amostragem de 20Hz,
e todo o sinal adquirido é gravado em formato binario. em micro-computador, para analise

posterior (ver item 3.2).

video caseste

IO CSpl

pré.amphficador

amplific ador e
L controle de off-set
5
=" placa A/D ( )
tetina
filtro — i
l micro (EC - 436) tuotutor 2
osciloscdpio

Figura 3.1 - Esquema geral do setup bisico usado nos experimentos

3.1.4. Registro dptico

O sinal Optico ¢ gravado em video no sistema PAL-G (alem3o), com uma cdmera
(imagem em preto-e-branco) acoplada ao microscopio. As imagens em video sdo posterior-

mente digitalizadas e analisadas (ver item 3.2). Durante a gravagio do sinal optico, € possivel
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tambem a gravagdo de sons, através de um microfone comum. Como para o inicio da aquisi¢io
do sinal elétrico pressiona-se a barra de espago, o sincronismo temporal entre os dois sinais ¢

facilmente obtido.

3.1.5. Procedimentos
Com relagdo a preparacdo biologica, os pintainhos sio decapitados e seus olhos

dissecados imediatamente (Martins-Ferreira et al., 1974, Fernandes de Lima et al 1997y, A
camara anterior € cortada no equador ¢ o humor vitreo removido. A cimara posterior é imersa
em solugdo de Ringer, contendo NaCl a 100mM, KCl a 6mM, MgCl a ImM, NaH,PO, a
ImM, NaHCO; a 30mM, glicose a 30mM, Tris a 5SmM e CaCl, a ImM. O pH ¢ ajustado em

7.4 através da adicdo de HCI concentrado (solugio padrio).

Uma das retinas ¢ colada no fundo de uma placa de Petri, e a taxa de perfusdo ¢ mantida
a 4ml/min. A temperatura da solu¢do € mantida entre 28 e 30°. As ondas sdo elicitadas quimica
{com KCI a 100mM) ou mecanicamente (com a ponta de um eletrodo), a intervalos de tempo
acima de 10 minutos, sempre o mais longe possivel da micro-pipeta, para evitar possiveis

influéncias do estimulo no registro eletro-fisioldgico.

Com duas lampadas acesas sobre a preparagio, o micro-eletrodo é posicionado sobre a
superficie, apenas tocando a retina. Abaixa-se o eletrodo (usando o micro-manipulador) até
que as duas sombras dele se toquem. Apds 10 minutos faz-se a primeira elicitagdo. Todas as
medidas eletro-fisiologicas sdo feitas na IPL. posicionando-se o micro-eletrodo. apos o toque
na retina, pelo ponto de maior diferenca de potencial elétrico durante a passagem da onda. O
local que apresenta a maior alteragdo de campo elétrico durante a DA é a IPL, como mostrado

no capitulo 1.

Apos a estabilizagdo da linha de base, fazem-se pelo menos duas aquisicdes de ondas
controle, enquanto a retina é perfundida com Ringer, e entio ela passa a ser tratada com uma
das substéncias quimicas listadas no item 3.1.2. Depois que o volume da placa de Petri é
trocado duas vezes, retomam-se as elicitacdes, e outras ondas sio adquiridas (em geral 2 ou
3). A perfusdo ¢ feita novamente com a solugiio de Ringer padrdo, com o objetivo de se obter

a recuperagio do tecido.
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3.2. Recursos computacionais

3.2.1. Analise de dados
Foram gravadas trés fitas de video (12 horas), com mais de 250 ondas no total. Para

cada onda gravada em video ha um perfil elétrico correspondente, gravado em micro-compu-

iador.

Para a visualizacio e medidas no sinal elétrico foi utilizado o pacote alemio
SIGNALYS, devido a facilidade na importacdo e conversido de arquivos binarios. Os seguintes

parametros foram extraidos de cada onda:

tempo de subida da onda - ts;

*

tempo de descida - td (desde o pico da onda até a repolarizagdo),

amplitude, que neste caso € a diferenga de potencial associada ao intervalo ts;
e valor e o instante em que ocorre o pico da derivada do sinal elétrico (Pder).

Havendo undershoots na onda de potencial, tem-se ainda o instante em que ocorrem €
sua amplitude. Todas as ondas foram analisadas. A figura 3.2 a seguir apresenta um exemplo
das medidas feitas, com as siglas utilizadas acima. Neste grafico, o tempo de subida ¢ de 7
segundos (ou seja, de 13,5 a 20,5 seg), o de descida 35,5 seg ¢ a amplitude € de 18,6mV. A
derivada ocorre a 17 segundos, e tem um pico de 14.4 mV/seg. A partir destes dados sdo
calculados ainda o tempo de duragdo total (ts + td), o intervalo entre o pico da derivada e o

pico da onda, e entre o inicio da onda ¢ o pico da derivada.

Quadros referentes a algumas das ondas, escolhidas segundo o contraste e posiciona-
mento do micro-eletrodo, sdo digitalizados com o sistema Sprynt da SYNOPTICS, com
aquisicio de quadros em tempo real, placa de processamento 1-860 ligada a um PC-486 e
monitor “true color”. O processamento das imagens € feito com o software SEMPERGP,
também da SYNOPTICS. Como este sistema permite o desenvolvimento de programas, e
como todas as ondas devem ser analisadas da mesma forma, o programa do apéndice 1 foi

feito para automatizar o processamento descrito a seguir.

A cada onda, adquirem-se os quadros referentes aos instantes obtidos a partir do sinal

eletro-fisiologico, a saber:

1 - inicio da aquisi¢io feita pela placa A/D;
2 - inicio da subida da onda elétrica;
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- pico da derivada do sinal elétrico;
- pico da onda;
- fim do sinal elétrico,

LW VR SN V]

No smal optico, conforme ja mencionado, temos o som da tecla que dispara a aquisi¢do
do sinal eletro-fisiologico, e zerando-se o relogio do video tém-se os mesmos instantes do sinal

elétrico na onda optica.

Em alguns experimentos, como na aplicaciio de propanol, por exemplo, o sinal optico €
muito fraco, e outros tipos de processamento foram feitos, como a subtracio de quadros
consecutivos, para que a onda ficasse visivel. Com este protocolo de aquisi¢do do sinal Optico
¢ possivel obter ainda a velocidade da onda analisada, pois com o aumento de 16 vezes no
microscopio, 150 pixels na imagem digitalizada correspondem a !mm na retina, e o tempo €
marcado de acordo com o sinal elétrico. Qutra forma de medir a velocidade é manualmente,
com um crondmetro, durante a edi¢do do registro da onda em video atraveés de um monitor
com a tela marcada no tamanho relativo da retina. Comparando as velocidades obtidas nos

dois métodos, a diferenca é quase nula.
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Figura 3.2 - Exemplo de onda com as medidas feitas na andlise do sinal elétrico.




Na primeira aquisigio, a ponta do micro-eletrodo é localizada com a ajuda de um
mapeamento dos tons de cinza originais para 128 niveis. Este passo € relevante na medida em
que determina o tamanho da area de sensibilidade do micro-eletrodo, além de delimitar a faixa
da imagem que nos interessa. Em todas as figuras adquiridas. marca-se a frente de onda, e a
partir dai mede-se a distancia (em pixels ¢ em milimetros) da ponta da micro-pipeta a onda, ¢
corta-se uma faixa englobando as duas. Faz-se entdo a densitometria desta faixa, através da
média vertical de toda a sua largura, e obtém-se assim o perfil optico da onda, que ¢ mapeado
para 256 niveis de cinza, e gravado em arquivo texto. Um exemplo de faixa e do perfil de
brilhdncia obtido estdo na figura 3.3. Aqui, a ponta do micro-eletrodo esta posicionada no
pixel 298, e ¢ marcada tanto na faixa quanto no grafico. Este perfil foi obtido 33 segundos
depois do inicio da gravagdo do sinal elétrico, quando a onda ja havia passado pelo micro-

eletrodo (ela se dirige para a direita).

250 v

200 +

i

150 -

%

100 -

b

50 4

33 seg

351 4+

e pig3EY

Figura 3.3 - Exemplo de obtengdo do perfil optico de uma onda (nivel 0
corresponde & cor preta. e 255 4 branca).

As faixas relativas a imagens de uma mesma onda sdo transportadas para uma so figura.
Nos experimentos em que o sinal optico é fraco, este procedimento ndo ¢ seguido, mas

imagens inteiras sdo gravadas, em geral mapeadas para o aumento do contraste.

Para a edi¢fio das ondas (perfil elétrico e optico) utiliza-se 0 software EXCEL 5.0 ou 0
MATLAB. O pacote SEMPERGP exporta imagens em padrdo proprio, que nao é reconhecido
pelos softwares usuais para Windows (PaintBrush, PaintShopPro, CorelDraw, etc). Por 1sso,
utiliza-se o freeware TNIMAGE, que possibilita a leitura de qualquer imagem da qual se saiba

apenas o tamanho em pixels.

31




A partir do TNIMAGE, exporta-se a imagem de forma que seja reconhecida por outros

pacotes (com extensdo pex, gif ou tif)’.

Para a analise estatistica foram utilizados os softwares MINITAB e EXCEL 5.0. Foram
aplicados os testes usuais de varidncia (ANOVA) e avaliados os coeficientes de correlagio
entre todas as variaveis medidas, para cada conjunto de experimentos. Foi utilizada a
distribuicdo 7 de Student para todas as analises, porque na grande maioria dos conjuntos
experimentais o numero de amostras ¢ menor do que onze. Além disso, admitiu-se o intervalo

de confianga de 95%. A formula para a média, neste caso, € a usual, e para o desvio (sd,) é:

sd . : N .
sd, =1, o5 7: . onde sd € o desvio padrio calculado para a amostra de tamanho », e #5055 é 0
n

valor critico de ¢ para »#-/ graus de liberdade com p < 0,05, Para a avaliacio do efeito de
drogas, os dados foram normalizados em termos de percentagem dos valores das ondas

controle de cada experimento.

3.2.2. Implementacio dos modelos
Para mostrar a viabilidade dos modelos propostos, foi feita a implementacdo dos dois

modelos ja mencionados, sendo que aquele baseado em autdmatos celulares foi desenvolvido
no software MATHEMATICA (versio 2.2), pois este pacote possui fungdes de manipulagiio
de matrizes e animacdo de imagens que facilitam a programagdo no caso do autémato celular’.
Para o modelo feito a partir da equagio de reagdo-difusdo e dos processos celulares admitidos
como validos para a DA, utilizou-se a linguagem C (Turbo C 2.0), devido a grande quantidade

de calculos intermediarios necessaria.

A validagdo dos modelos foi feita através da analise da comparacio qualitativa com o
sistema biologico. Isto significa que foram testadas, durante as simulacdes, condi¢des
experimentais cujos resultados sdo conhecidos, e avaliados os efeitos obtidos nos dois
programas. Com o modelo baseados em autdmatos celulares, os comportamentos testados
foram a onda solitdria, a colisio entre ondas (elicitadas em extremidades opostas), a

propagacdo em torno de barreiras e a ocorréncia de espirais. Na equagio de reagio-difusio foi

" A resolugio obtida pelo sofiware utilizado na edi¢fio ¢ pior do que a do TNIMAGE. e por isso notam-s¢ mais
detalhes no perfil do que na faixa (como se pode observar na figura 3.3).

* O MATHEMATICA ¢ um produto da Wolfram Research Inc.. que perience a Stephen Wolfram. um dos mais
ativos pesquisadores na drea de awtdmatos celulares.




também testada a onda solitaria, além da altera¢do do valor da constante de difusividade extra-
celular para o potassio e a inibicio dos canais ¢ bombas de potassio da glia, simulando
manipulacdes experimentais (farmacolégicas ou fisico-quimicas) feitas através da perfusdo.
Depois da validagdo foram feitas alteragoes nos modelos de forma a verificar outros

comportamentos de conjunto.

A representaciio grafica nos dois modelos foi feita inicialmente em matrizes cujos valores
numeéricos sio convertidos em cores. No modelo baseado em autdomatos celulares, todos os
comportamentos podem ser identificados utilizando-se niveis de cinza, que representam o
estado da célula. No modelo feito a partir das equagdes de reagdo-difusdo, algumas das
simulacdes sdo apresentadas em matrizes coloridas, mas muitas delas foram avaliadas pelos
valores numéricos da concentragdo de potassio ou do potencial de membrana na glia ou
terminais sinapticos. Sendo assim, neste tipo de resultado os valores numéricos sdo exportados
para um arquivo de dados (.dat) e posteriormente analisados com o sofiware EXCEL 5.0 ou
GraphPadPrism 2.0.
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4. Resultados experimentais e computacionais

Neste item apresentamos os resultados experimentais e aqueles obtidos com os modelos
propostos. Para melhor clareza, os resultados das analises estatisticas (tabelas e alguns

graficos) s@o mostradas no apéndice 2. Todos os resultados obtidos sdo descritos a seguir.

4.1. Resultados Experimentais
De acordo com o protocolo descrito no capitulo anterior, apenas as ondas que se
enquadram nos pardmetros mencionados (com relagdo a temperatura, taxa de perfusio, tempo

de descanso, etc) sdo consideradas validas, e incluidas nos resultados apresentados aqui.

Nas ondas controle, a amplitude média das 51 ondas analisadas ¢ 19 + 1 mV (p<0.,05), e
a velocidade encontrada ¢ de 3,4 + 0,2 mm/min (p<0,05). Estes dois resultados estio de
acordo com valores mencionados na literatura, que sio 20mV para a amplitude e 3mm/min
para a velocidade (Martins-Ferreira, 1983). Qutros pardmetros também medidos sio: a
duragdo da onda eletro-fisiologica, em segundos (ver figura 3.2), de 47 + 15. o tempo entre o
pico da derivada e o pico da onda elétrica, de 3,2 + 0,9 seg, ¢ o valor médio do pico da
derivada do sinal elétrico. de 17 + 8 mV/seg. A figura 4.1 apresenta as relagdes entre
amplitude e valor de pico da derivada, cujo coeficiente de correlacdo linear ¢ de 85%, apesar
da dispersdo. A relagdo entre velocidade e amplitude é mostrada na parte b da mesma figura.
Dividindo as ondas controle em quatro classes, com relacio a velocidade, nota-se o aumento

da amplitude proporcionalmente ao aumento de velocidade. mesmo considerando os desvios.

Como a analise dos resultados ¢ feita pela comparagio entre diversas retinas, nio basta
garantir 0 mesmo protocolo em todos os experimentos, é necessario mostrar que
estatisticamente € licito comparar retinas diferentes, Para isso, utilizamos a analise de varidncia
(ANOVA) de dois fatores. A ANOVA rejeita os dados quando consideram-se retinas com
numero de ondas muito diferentes entre si. Assim, como é razoavel admitir a influéncia do
tempo de forma similar em todas as experiéncias, obtém-se resultados satisfatorios com a
ANOVA aplicada a subconjuntos de trés, quatro ou cinco retinas que apresentem numero de
ondas aproximadamente igual. No apéndice 2 (tabela A2.1) mostramos a tabela completa dos
valores do pico da derivada da onda de potencial referentes as ondas controle de trés

experimentos. Para oo = 0,05 (valor usual), obtemos F = 0,57 entre colunas, muito abaixo do




Feiico (3,74). € podemos entdo comparar as retinas entre st. Aplicamos a ANOVA as ondas
controle pelo maior nimero de dados disponiveis, e pela natureza dos experimentos realizados
(em todos os grupos experimentais foram obtidas ondas controle). Além disso, foi escolhido o
parametro “pico da derivada do sinal eletrofisiologico” porque este ¢ um fator numérico
retirado diretamente do calculo feito pelo software, além de apresentar os maiores desvios
dentre os dados adquiridos (ver tabela 4.1). Nio se trata aqui de generalizar a possibilidade de
comparagio entre retinas, mas sim de fundamentar os resultados analisados no decorrer deste

capitulo.
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Figura 4.1 - Relages entre amplitude, derivada ¢ velocidade.

Conforme anteriormente descrito, o método para determinar a posi¢io da ponta do

micro-eletrodo € visual, ou seja, a cada experimento marca-se, na imagem ja processada da




onda, o local aproximado da ponta. [sso significa que eventualmente ndo se obtém a posigiio
exata da ponta da micro-pipeta. Mesmo assim, apos diversas aquisicdes de imagens e
comparagdes com os perfis eletro-fisioldgicos verifica-se que, para todas as ondas (controle e
sob o efeito de drogas), no momento em que ocorre ¢ pico da derivada do sinal elétrico a onda
optica esta localizada exatamente na ponta da micro-pipeta. Na figura 4.2, relativa ao
experimento com propranolol, tal fato pode ser claramente observado (nos instantes 11,1 e
15,7, respectivamente), pois neste exemplo a ponta do eletrodo aparece nas faixas mostradas.
Ressaltamos que os instantes de tempo referentes ao pico da derivada sdo obtidos a partir do
perfil eletro-fisiologico. Nos perfis Opticos das figuras 4.19 e 4.20 observa-se a mesma relacio
espago-temporal. Vale ainda notar que este tipo de comparacdo sO € possivel devido a

aquisic3o dos dois sinais sincronamente.

Outro resultado comum a todos os experimentos, obtido pela comparagio da evolucio
temporal dos dois sinais, € que a onda elétrica ¢ detectada pelo eletrodo antes que o sinal
optico o atinja, como atestam quaisquer dos perfis de brilhdncia mostrados nas paginas
seguintes. Isto decorre do fato de o eletrodo ter sensibilidade espacial para uma grande regifio
a sua volta, enquanto que no caso do sinal Optico a retina pode ser interpretada como
contendo eletrodos Opticos, cada um de alcance espacial infinitesimal, de forma que indique
apenas as altera¢des de refratividade da luz nele proprio. Assim, antes de o sinal dptico atingir
o eletrodo. este ja indica alteragBes no nivel de tensdo do meio extra-celular. Este resultado
corrobora a hipotese da sensibilidade espacial esférica para o micro-eletrodo. Além disso,
quando a frente da onda optica sat da regido visivel do quadro, na grande maioria das vezes o

sinal elétrico ainda ndo voltou a linha de base.

Apesar de todos os pardmetros mencionados acima terem sido medidos nos
experimentos com a aplicacio de drogas. devido ao seu alto desvio dentro de cada grupo
experimental ndo ¢ possivel fazer uma andlise estatistica adequada. Além disso, estes
pardmetros ndo sio comumente medidos, e por isso ndo dispomos de valores comparativos a
partir de dados da literatura. Apresentamos no apéndice (tabela A2.2) uma tabela com as
médias normalizadas e respectivos desvios de todos os dados analisados. Nos graficos do
apéndice 2 (figuras A2.1 a A2.9) apresentamos alguns dos conjuntos de dados da tabela A2.2
combinados entre si, com seus respectivos coeficientes de correlagio e retas que aproximam

uma relacdo linear entre eles. Foram escolhidos os pardmetros que apresentam maiores
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coeficientes de correlacdo. Contudo, ainda observa-se a alta dispersdo nos graficos, o que ¢

previsivel pelos resultados da ANOVA quando aplicada a todas as retinas.

{a) (b)

Figura 4.2 - Faixas retiradas do sinal intrinseco dptico. Niimeros em segundos. A marca 3
esquerda indica 0.3mm. (a) Onda controle. Dados relativos ao perfil elétrico: inicio da aquisicio
(0), inicio da subida do sinal elétrico (7.5), pico da derivada (11.1), pico da onda (14.5). A 25
seg: onda optica atinge o fim da regido visivel. (b) Onda sob o efeito de propranoclol. g 500uM.
Os nameros correspondem aos mesmos eventos descritos na parte (a).

Um resumo dos resultados considerados mais relevantes estd na tabela 4.1 a seguir, em
que se tem a amplitude, pico da derivada e velocidade normalizadas para cada conjunto de
experimentos. Reiteramos que os dois primeiros conjuntos de dados sdo retirados do sinal
eletro-fisiologico, enquanto a velocidade é medida pelo sinal 6ptico. Estes dados sio

comentados nos itens seguintes,
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Produto n Amplitude Derivada Velocidade
% controle | 95% | % controle | 95% | % controle | 95%
Barbittrico 7 i1l 28 146 80 118 32
Bario i0o 39 i1 31 17 68 19
Glicerol 11 45 15 67 42 - -
Propanol 12 39 16 40 20 92 I
Propranolol 10 48 22 38 19 33 19
Cloreto de Sodio 4 40 10 23 6 66 6

Tabela 4.1- Resumo dos resulftados experimentais. A amplitude e derivada se referem ao perfil
eletro-fisiologico, ¢ a velocidade foi medida no sinal dptico (veja texto acima). Os desvios sdo
dados para um intervalo de confianca de 95% (p<0.03)

4.1.1. Barbitirico
Aqui utilizamos o sodio-barbital, cuja estrutura molecular encontra-se na figura A2.10

(no apéndice 2). O mesmo barbiturico ja foi usado anteriormente (Wiedemann, 1995), onde a
sua influéncia sobre a velocidade da DA ¢ analisada para varias concentracdes dessa droga.
Nagquele trabalho, verifica-se que a concentragio mais eficaz é a de 500uM. obtendo-se 20%
de aumento na velocidade. Como se pode observar pela tabela 4.1, obtemos 18% de aumento
no caso da velocidade (n = 7), enquanto a amplitude tem um acréscimo de 11%. Estes dois
resultados tém indice de correlagdo linear de 90% (veja a figura A2.2), e por iss0 podemos
compara-los, ou seja, para um aumento de 11% na amplitude de ondas sob o efeito de sodio-
barbital pode-se prever um aumento de 18% na sua velocidade. QOutras comparagdes também
s3o validas, como entre o valor da derivada e o intervalo de tempo entre o pico da derivada e o
pico da onda, cujo coeficiente de correlagio é de -0,99, ou entre a velocidade e o valor do pico

da derivada (figura A2 3).

A figura 4.3 apresenta dois perfis eletro-fisiolégicos com suas respectivas amplitudes. O
perfil optico de uma onda controle e de uma onda obtida apés a aplicacdo do barbitarico, no
mesmo experimento, € mostrado nas figuras 4.4 e 4.5. Quase nio ha alteracdo entre os dois

perfis de brilhancia. A forma do sinal elétrico também é preservada.
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Figura 4.3 - Sinal eletro-fisiologico. Dois exemptos de onda controle ¢ sob o efeito de sodio-
barbital. As amplitudes sdo indicadas entre paréntesis.
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Figura 4.4- Perfil de brilhdncia - onda controle (referente 4 onda da parte b da figura acima). Os
mimeros sdo dados em segundos. ¢ referem-se a pardmetros extraidos do sinal eletro-fisioldgico: inicio
da aquisigdo (0}, inicio da onda elétrica (9,8); pico da derivada (13.2); pico da onda (15,7). A47sega

onda optica atinge o fim da regido visivel na tela (o fim da onda elétrica acontece a 51.8 seg).
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Figura 4.5 - Perfil de brilhincia - efeito do sodio-barbital (A seqiiéncia de nimeros é como na
figura 4 .4).

4.1.2. Bario
Dentre dezessete ondas adquiridas durante a perfusdo com cloreto de bario, sete

apresentaram a depressdo completa da onda de potencial extracelular. Nas restantes o efeito
depressivo foi parcial (figura 4.6). Tomando estas 10 ondas, em média ha uma depressio de
61% com relagio 4 amplitude das ondas controle. O pico da derivada deste sinal é ainda mais
afetado, sendo deprimido para 31% dos controles. O indice de correlagdo linear entre estas
duas variaveis € de 91% (para n=10), como mostra a figura A2.4. A alteracio da forma de
onda mostrada na figura (interrup¢do da subida) ndo foi observada nos outros experimentos

com cloreto de bario.

— . —
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g
v
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Figura 4.6- Experimento com cloreto de bario. Sinal elétrico.
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Apesar da influéncia sobre o perfil elétrico, o cloreto de bario afeta pouco o I0S sob o
ponto de vista de brilhdncia, 0 que pode ser observado nas figuras 4.7 e 4.8. Entretanto, a
velocidade da onda diminui sensivelmente, para 68% da controle, como se pode notar nas
figuras 4.9 e 4.10 a seguir. Com a subtracdo de quadros consecutivos (como descrito no
capitulo 3), € possivel divisar o quanto a onda se desloca no intervalo considerado. A faixa
branca indica a propaga¢do da onda ou, mais especificamente, o deslocamento da frente de

onda.
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Figura 4.7- Perfil optico da onda controle da figura acima. (A segiiéncia de niimeros ¢ como na
figura 4.4.)
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Figura 4.8- Perfil optico da onda sob o efeito de bario mostrada na figura 4.6. (A seqiiéneia de
ndmeros ¢ como na figura 4.4.)
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Dalbseo 16223 seg.

Figura 4.9 - Exemplo de onda controle. diferengas entre dois quadros. A marca vertical 4
esquerda indica 0.3 mm,

0al5seg 15330 seg. 30ad5seg

Figura 4.10 - Exemplo de onda sob o efeito de bério. Diferenca entre quadros tomados nos
instantes marcados abaixo de cada faixa. A marca i esquerda indica ). 3mm.

4.1.3. Glicerol
Na perfusdo com glicerol durante a propagacio da DA o sinal optico fica completamente

deprimido. Este comportamento ¢ verificado em todas as ondas adquiridas sob o efeito de
glicerol (n = 11). A figura 4.12 mostra ainda alguma altera¢@o nos niveis de brilhdncia do
fundo da retina, mas nem mesmo com subtracio de quadros consecutivos ou outros tipos de
tratamento de imagem € possivel identificar a onda. A figura 4.13 mostra uma onda controle

do mesmo experimento. Apos a perfusio com glicerol, a recuperagéo da retina é extremamente
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lenta. No experimento mostrado, a onda controle foi obtida apos 130 minutos do inicio da
lavagem com solugdo de Ringer (e 150 minutos apos a onda da figura 4.12), e por isso ha uma
grande diferenca entre os brithos de fundo das duas imagens e uma baixa amplitude optica no

perfil (controle) apresentado.

As onze ondas avaliadas apresentam dois picos no concomitante elétrico, contrariamente
as ondas controle, como exemplificado na figura 4.11. Considera-se o maior pico do sinal
elétrico, subtraido do valor da linha de base para o calculo da amplitude destas ondas. Em
média, a amplitude ¢ deprimida para 45% do valor das ondas controle. A correlagio linear com
o valor do pico da derivada é de 90% (cf figura A2.6). Com relagdo a duragdo, nio ha

alteracOes estatisticas significativas (ver tabela A2.2).
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Figura 4.11- Sinal eletro-fisioldgico - onda controle e sob o efeito de glicerol.
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Figura 4.12- Perfil de brilhincia referente 4 onda sob o efeito de glicerol. apresentada na figura
acima.



. controle

51
101 -4

Figura 4.13- Perfil optico da onda controle. (A seqiiéncia de nimeros € como na figura 4.4.)

4.1.4. Propanol
Considerando a amplitude do sinal elétrico, dentre as drogas testadas o propanol é a que

apresenta a maior depressdo. As ondas obtidas sio em média 39% (n=12) das ondas controle.

O coeficiente de correlagdo linear ente este parimetro e a derivada é de 84% (cf. figura A2.7).

Além do glicerol, propanol ¢ a unica droga que suprime completamente o 10S, como
mostra a figura 4.15. Entretanto, contrariamente ao glicerol, a velocidade pode ser medida
aplicando-se subtracdes de quadros, e nio ha diferenca estatistica significativa entre estas
ondas (apos a aplicacio de propanol) e os controles (veja tabela 4.1). A figura 4.17 mostra um
exemplo de tratamento de imagem em que é possivel visualizar a frente de onda. Neste
exemplo s3o feitas duas subtragdes entre os quadros digitalizados entre 0 e 2.4 seg e entre 2,4
e 10 seg, e posteriormente uma média dos niveis de cinza dos oito vizinhos de cada pixel (filtro
passa-baixa digital). No segundo caso, apesar do maior intervalo, a frente de onda € menos
visivel devido aoc movimento da retina (o que altera o fundo, e se perde em precisdo e definigio
da frente de onda). A figura 4.16 apresenta o perfil de brilhancia da onda controle referente a
figura 4.14. Esta onda controle foi obtida apos a lavagem da retina com solugio de Ringer,

depois da onda da figura 4.15, e mostra a recuperagio do tecido.
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Figura 4.14- Sinal eletro-fisiologico - onda controle e sob o efeito de propanol.
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Figura 4.15- Perfil de brithdncia referente a onda sob o efeito de propanol. cujo concomitante
elfétrico € apresentado na figura anterior. (A seqiiéncia de niimeros € como na figura 4.4.)
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Figura 4.16- Perfil de brilhincia referente a onda controle. (A seqiiéacia de numeros & como na

figura 4.4.)
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(b)

Figura 4.17 - Onda obtida duranie 2 perfusdo com propanol. Subtraciio dos quadros referentes aos
instantes: (2) 0 e 2.4 seg e (b) 2.4 ¢ 10 seg. O traco horizontal no canto superior esquerdo indica I mm

4.1.5. Propranolol
Como mostrado na tabela A2.2, a duracdo do IOS é menor durante a aphcagio de

propranolol (a figura A2.11 apresenta a sua estrutura molecular}. As figuras 4.19 e 4.20
mostram de forma mais clara esta alteracio. Além disso, na maior parte das ondas a retina fica
mais clara quando sob o efeito de propranolol, como se pode observar comparando os niveis
de brilhéncia de fundo das duas figuras, em que ndo foi feito o mapeamento usual nos niveis de

cinza, pois originalmente o sinal ja apresenta niveis de cinza de 0 a 255

Este grupo de experimentos € o tinico que permite a comparagio dos niveis de brilhancia

com o sinal elétrico até o fim das duas ondas, ja que nenhuma outra droga altera o perfil dptico
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no sentido de diminuir a sua duragdo. Na figura 4.18 a duragio da onda eletro-fisiologica ¢é
também menor do que a sua onda controle respectiva (ver tabela A2.2), e os 22 segundos do
sinal elétrico coincidem exatamente com a dura¢do do sinal optico. Este fato ndo € verificado

em todos os experimentos, dado que nem sempre a duragio € tdo curta

A amplitude do sinal eletro-fisiologico, nas dez ondas adquiridas, ¢ deprimida em média
para 48% dos controles, e o seu coeficiente de correlagdo com a derivada € de 96% (cf fig.
A2.9). O alto desvio (22%) se deve ao fato de que o tecido parece ser muito sensivel ao tempo
de aplicagdo do propranolol, de forma que uma onda obtida 20 min apos o inicio da aplicagdo

ndo podernia ser comparada com uma outra, obtida depois de 40 min de exposigio.
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Figura 4.18- Sinal eletro-fisiologico - onda controle ¢ sob o efeito de propranoiol.
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Figura 4 19~ Perfil de brithincia referente a onda controle apresentada na figura acima. (A
numeragio segue a figura 4.4.)
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Figura 4.20- Perfil de brilhdncia referente a onda sob o efeito de propranolol. cujo concomitante
elétrico ¢ apresentado na fig. 4.18. A numeracio segue a fig. 4.4, com a excecdo de que aqui o
perfil optico a 33 seg corresponde a0 fim da onda eletro-fisiologica (veja texto acima).

4.1.6. Cloreto de Sodio
As figuras 4.22 e 4.23 mostram duas ondas, uma controle e uma sob o efeito do aumento

da concentragdo de cloreto de sodio de 100 para 140 mM na perfusio. No perfil obtido a 47,3
seg (figura 4.23), € possivel ver toda a onda optica, entre os pixels 301 e 651, ¢ notam-se
claramente pelo menos dois picos neste perfil. Note que no caso de meio hiperosmolar o I0S ¢
invertido. O primeiro deles pode ser visualizado nas outras ondas da mesma figura. Este fato
ndo e comum nas ondas controle (cf a figura 4.22), onde, apesar de haver variagdes nas
brilhdncias durante a propagacio das ondas, nunca apresentam picos tdo destacados ou,
quando ha dois picos, sdo distantes um do outro. E interessante notar também gque 0 momento
da ocorréncia do 1ltimo pico otico coincide com o fim do sinal elétrico. O resultado mais
comum ¢ que quando acontece o fim da onda elétrica o I0S ainda nio voltou aos valores de
brilho de fundoda retina, ou seja. normalmente o TOS ¢ mais prolongado do que o

concomitante elétrico.

O objetivo dos experimentos com sédio é comparar o instante em que ocorre o pico da
derivada com a localizacdo espacial da onda invertida. Como nos outros expernmentos,
também aqui o sinal optico (invertido) se encontra sobre a micro-pipeta (note o inicio do

primeiro pico da onda a 14,5 seg da figura 4.23).
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A amplitude do sinal eletro-fisiologico ¢ deprimida em 60% (n=4), enquanto a

velocidade € deprimida 34% sob o efeito de NaCl. Em média, a durac@o € 74% da duragdo das

ondas controle.
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Figura 4.21- Sinal cletro-fisioldgico - onda controle ¢ sob o efeito de cloreto de sédio a 140mM.
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Figura 4.22- Perfil de brilhdncia referente & onda controle apresentada na figura 4.21. (A
numeracio segue a figura 4.4.)
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Figura 4.23- Perfil éptico referenie & onda sob o efeito de cloreto de sodio, cujo concomitante
clétrico é apresentado na fig. 4.21. (A numeragio segue a figura 44)

4.2. Automatos Celulares

4.2.1. Descricio do modelo implementado
Foi implementado um CA euleriano (deterministico), em reticulado de ordem variavel,

bi-dimensional, com vizinhanga de von Neumann modificada para ordem 11 e fronteiras
absorventes, Nas simulagtes, a ordem do reticulado variou de 50 a 100. A forma de
implementagdo foi feita de acordo com o texto (Fast e Efimov, 1991), onde se estuda a
dependéncia da velocidade das ondas em fungio do intervalo de excitacdo’. A maquina de
estados da figura a seguir mostra © funcionamento basico do CA e a relagao entre 0s estados
quiescente (q), excitado () e refratarios, divididos em absolutos (ra) e relativos (rr). Admite-
se um namero variavel de estados ra e ¥T, indicados na figura por m ¢ m, respectivamente.
Para que um elemento seja excitado (vé& para o estado €), € necessaro um estimulo {indicado
por est) de qualquer amplitude se a célula estd no estado quiescente, ou um estimulo acima do

limiar (th), que € calculado para as oélulas em estados refratarios relativos.

* o que é comumenic chamado de relagiio de dispersio (Brand et al.. 1997).




Figura 4.24 - Maquina de estados para o CA proposto.

Para o calculo do limiar € usada uma equagdo de primeira ordem, decrescente, que cruza
o eixo das ordenadas em x = g (estado quiescente), isto ¢, quando a célula volta & quiescéncia,

o limiar volta a zero.

Barreiras sdo definidas atribuindo valores numéricos (as células) maiores do que os
estados refratarios, e durante o célculo da nova matriz de estados estas ceiulas ndo sdo
alteradas. A cada geragdo (ou simulagfio) todos os elementos (n) do autdmata sio reavaliados,
multiplicando-se elemento a elemento a matriz de pesos (W) da figura 4.24 por uma matriz (E)
cujos elementos sdo 0's e 1's e que indica quais células estdo excitadas na vizinhanga do
elemento que esta sendo recalculado. Portanto, a matriz W indica o grau de conectividade de
cada elemento (n). Os pesos sdo nimeros inteiros, variando de -10 a 10. Se o peso € negativo,
contrario € excitatoria. Mais especificamente, o estimulo (est) a ser aplicado ao elemento n (do

automato) é dado por

esty,, =S Wij€; . imk-5.k=5, jt-5..1+5
L}

onde w e e sdo elementos das mairizes W e E.

O estimulo € comparado com o limiar calculado para aquele estado e, caso seja mator, a
célula passa ao estado excitado (e) ou, caso contrario, passa ao proximo estado segundo a

maquina de estados da figura 4.25.
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Figura 4.25 - Matriz de pesos (W) para o cdlculo do estimulo de cada célula no autdmato cehilar.

0 0 0 1 I 1 0 0
O 1 2 3 3 3 2 I
I 3 4 3 5 5 4 3
2 4 6 7 8 7 6 4
3 3 7 9 10 9 7 5
3 3 8 10 0 10 3 3
3 5 7 9 10 9 7 5
2 4 6 7 8 7 6 4
1 3 4 5 5 3 4 3
0 i 2 3 3 3 2 1
0 0 0 I | I 0 0

4.2.2. Teste de validacio e simulacées
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Com a maquina de estados apresentada, ondas solitarias sdo facilmente obtidas, como

mostra a figura 4.26. Conforme as exigéncias das caracteristicas a serem observadas nas

simulagBes, a maquina de estados foi modificada no sentido de incluir novos comportamentos,

sem alterar as relagdes ja presentes anteriormente.

Figura 4.26 - Exemplo de onda solitaria, na terceira e sétima geracdes. respectivamente

{ra=1, rr=1).

Ha dois meétodos experimentais para a geragio de espirais na DA (Gorelova e Bures,

1983, Dahlem e Miiller, 1997), eles sdo: a aplicagdo de um campo elétrico sobre a retina, na

regido em que se localiza a frente de onda, e a aplicacio de MgSO, na retina, também durante
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a propagagdo, sobre uma parte da frente de onda. O método mais utilizado € o segundo. O
sulfato de magnésio leva o tecido imediatamente a condigdo de quiescéncia. Para representar
esta situagdo, a maquina acima foram acrescentadas conexdes entre cada estado ¢ 0 estado q,
sendo que a condigio de passagem de qualquer um deles para o q ¢ a aplicacdo de MgSQ,.
Apesar de o resultado da simulagdo desta maquina ndo ser facilmente previsivel (porque nio ¢
imediato o fato de que uma parte da retina tornando-se excitavel dé inicio a espirais), durante a
simulagio fica claro como ocorre a formagdo da espiral. A figura a seguir mostra duas
geragdes, na primeira vé-se uma onda solitaria em que a parte inferior foi cortada da forma
descrita acima. Na segunda a espiral se propaga pelo tecido que ja voltou ao estado de
quiescéncia (normalmente, sem ter sido feito o corte). Foram feitas simulagdes até a 50°
geracdo, e a espiral permanece visivel. O fator critico para a geragao de espirais € o namero de
estados refratarios absolutos. Se este numero for grande', a frente de onda ndo consegue
manter a excitagdo na forma da figura 4.27 (b), pois esta parte do tecido ainda estard refratania.
Neste caso observa-se o inicio de uma espiral, cuja frente (a ponta da onda) ndo consegue girar
sobre si mesma, e entdo se transforma numa onda solitaria novamente. Este comportamento

também ¢ observado durante os experimentos com a retina.

(a) geragdo em que ¢ feito o corte, (b) apos 5 geragoes.
Figura 4.27 - Exemplo de ocorréncia de espirais. matriz de ordem 50. comra=lerr=2

4 Neste caso. o valor numérico depende da conectividade de cada célula. Sendo assim. quanto maior a ordem
da matriz W {ou. em outras palavras. quanto maior o alcance de uma célula excitada), maior pode ser o nimero
de estados refratdrios absolutos.
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Qutro teste ¢ mostrado na figura 4.28, em que se coloca uma barreira quadrada (de
tamanho 10x10) e se observa a alteracio produzida na propagagio da onda, que nesse caso
condiz com o comportamento observado experimentalmente. A barreira simula uma lesdo no

tecido, o que impede a propagagdo naquela regido.

Figura 4.28- Simulacfo de lesdo no tecido (barreira de ordem 10), periodos refratirios ra=15 e
=10 {matriz 50x30).

O programa do apéndice 3 se refere a simulagio de um meio ndo-homogéneo, em que a
fronteira de ndo-homogeneidade se localiza no meio da matriz, e os periodos refratirios
absolutos e relativos sdo diferentes para as duas regides. Ainda no apéndice 3 sdo mostrados
exemplos de simulagdes com colisdes entre duas ondas (figura A3.1) e trés geracdes de
espirais (figuras A3.2 a A3.4). Quanto ao meio ndo-homogeéneo, nas geracdes mostradas na
figura 4.29, observa-se a formagdo espontdnea de ondas com foco na fronteira. A ocorréncia
de ondas “espontdneas” a partir de uma regido (foco) proxima a borda ¢ comum em retinas
perfundidas com solugdes que contém baixa concentragdo de magnésio. Nesta simulagio,
nota-se ainda a propagacio ndo-homogénea. Este tipo de comportamento nio havia sido
previsto e ndo ocorreu em todas as ondas geradas. Mais uma vez, isto ¢ também observado na
retina, onde a existéncia de nao-homogeneidades no meio ¢ bastante freqliente. Entretanto,
nunca se observa a ocorréncia de uma onda imediatamente apos a outra. Na reacio de
Belousov-Zhabotinsky foram feitos experimentos com alteragio de excitabilidade e foi possivel
observar separagdo de ondas (Guriya et al., 1993). Esse texto relata a geragdo de uma onda na
dire¢do oposta & onda inicial, e entdo a geragdo de uma terceira onda na mesma direcdo da

primeira, mas originada a partir da frente de onda da segunda. Na figura a seguir observamos
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este comportamento nas ondas de DA simuladas, tal como observado experimentalmente no

sistema BZ.

{¢) décima-nona geragdo (d) trigésima-quinta geragio

Figura 4.29 - Simulagdo de meio ndo-homogéneo. Matriz de ordem 30. Periedos refratdrios do
lado esquerdo (1) e direito (2) como segue; tal=2, rrl=1; ra2=1 rr2=1
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4.3. Meios excitaveis e equagdes de reacio-difusio

Apresentamos a seguir 0s pontos relevantes no desenvolvimento do modelo baseado nas
equacgdes de reagdo-difusdo, como a configuragdo escolhida para a representacdio das células
na IPL e a forma de implementa¢do das fungdes. Também sdo apresentados os testes de
validagdo e algumas das simulagdes feitas. Além da representagdo bidimensional da IPL, com
este modelo temos a possibilidade de avaliar as alteragdes de potdssio nos meios intra e extra-
celular ao longo do tempo. A onda de potdssio no meio extra-celular € particularmente
interessante pela sua relagio com a onda lenta de alteragio de potencial vista durante a
passagem da DA (Fernandes de Lima et al, 1993). Além disso, algumas das manipulagGes
experimentais apresentadas anteriormente podem ser testadas avaliando-se o comportamento
da onda de potassio. Por isso, alguns dos resultados obtidos com este modelo sdo discutidos a

partir dos perfis relativos & concentrago de potassio no meio extra-celular.

4.3.1. Implementacio do modelo
O apéndice 4 apresenta o programa desenvolvido em Turbo C. A figura a seguir mostra

a forma de configurag@io espacial escolhida para as células gliais que, na IPL, ocupam a maior
parte do meio. Em termos volumétricos, a glia ocupa 60%, o meio extra-celular ocupa 20% e
0s terminais singpticos outros 20%. Estima-se que o didmetro total do seu corpo celular nesta
camada seja da ordem de 50um, e que no total encontrem-se de dez a quinze processos por
célula. Além disso, a intersec¢dio entre duas células é muito significativa, a ponto de muitos
autores terem afirmado a existéncia de gap-junctions entre elas (Schoffeniels et al., 1977,
Gardne}wMed“dn, 1931). Entretanto, sabe-se agora que ndo ha qualquer tipo de gap-junctions
entre as células da glia na retina de galinha. Utilizando estes pardmetros estruturais, e adotando
13 processos para cada célula, o meio considerado foi dividido da forma apresentada, onde
cada cor representa uma mesma célula, com excegfo da preta, que representa 0 meio extra-
celular. Cada glia se conecta, no total, com outras oito, sendo quatro diretamente, com
intersecgdo de cinco processos (cada), e quatro com interseccio de um processo apenas. Este
tipo de configura¢do do meio pretende simular o mecanismo (ja discutido) de buffer espacial.
No total, estas células cobrem 35% do nimero total de elementos do meio, sendo que uma
matriz de ordem 30 comporta 25 células inteiras e modela um espago de aproximadamente

150x150um’.




Figura 4.30 - Distribuigdo dos processos das celulas gliais no meio.

Além dos processos das células de Miiller, consideram-se também os terminais
sinapticos, que ocupam aproximadamente 20% do meio. Na figura 431 os neurdémos s#o

representados na cor branca.

Figura 4.31 - Configuracio espacial dos ierminais sindpticos (em branco}, meio extra-cetular (em
preto) e células gliais {cada cor representa uma célula), na camada plexiforme interna.

As fronteiras sio absorventes, no sentido em que ndo produzem matéria, mas absorvem
o excesso de potassio que fica acumulado no meio extra-celular. O potencial de equilibrio do
potassio ¢ calculado para cada processo glial, enquanto o potencial de membrana de uma
célula vale para todos 0s seus processos, ja que ¢ determinado pela area total da membrana
celular. As funcdes discutidas no capitulo anteror foram implementadas na forma
anteriormente apresentada, com a excegdo de constantes multiplicativas usadas nas formulas
para canais € bombas de potassio tanto nos terminais sindpticos quantc na glia. Estas

constantes permitem simulagdes alterando-se o funcionamento {ou a forga) relativa entre estes




elementos do sistema. Além das funcdes descritas, para a difusdo no meio extra-celular foi

utilizada a férmula usual para o calculo do Laplaciano discreto.

4.3.2. Teste de validaciio e simulagées
Devido a facilidade de controle, neste tipo de modelo, de cada componente do sistema,

os testes de validaciio propostos incluem a inibigdo de bombas e canais de membrana. Sendo
assim, o primeiro teste feito foi o estimulo da matriz principal quando a glia ¢ completamente
inibida, ou seja, somente considerando o espago extra-celular e os terminais sinapticos. Como
previsto, o potassio se difunde pelo meio extra-celular ¢ ¢ absorvido pelos neurbnios que se
localizam em volta do estimulo. Nao ha propagaciio de onda, como apresentamos na figura
4.32. As cores representam diferentes niveis de concentragdo de potassio. No meio extra-
celular, o cinza indica 4mM (em repouso), € nos terminais sinapticos o branco mdica 140mM.
Na parte a ¢ feito o estimulo, de 30mM de potassio, e na b, apos 20 interagdes, apesar dos
niveis de concentragio intra-celular de potassio alierados em algumas células, observa-se que
ndo houve propagacic da onda. Contudo, se a difusividade do potassio ¢ aumentada
(multiplicada por quatro, por exemplo), visualiza-se a propaga¢do de uma onda extra-celular

de potassio, como mostra a figura 4.33.

(b

Figura 4.32 - Sem a glia, nfo ha propagagio de onda. (a) estimulo de 30mM na 1* interacdo, (b)
207 interaco,
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Figura 4.33 - Sem a glia, mas aumentando a difusividade do potassio, observa-se a propagacio
pelo meio extra-celular (estimulo como na figura 4.33, 208 interacio).

Incluindo as células de Miiller, foram feitos testes com o sistema em regime, como
mostra a figura 4.34, verificando-se os niveis de potdssio no repouso, nos varios compartimen-
tos considerados, e as tensdes de membrana de equilibrio na glia e terminais sinapticos. Neste
caso, as avaliagdes foram numéricas e os valores foram ajustados de acordo com dados da

literatura (Tuckwell e Miura, 1981 e doCarmo e Martins-Ferreira, 1984).

Foram entdo retiradas as bombas e canais dos terminais sinapticos. Com a aplicagdo de
um estimulo de 70mM de potassio (no minimo), o sistema apresenta a propagagio da onda de
potassio (através da glia ¢ meio extra-celular), como mostra a simulagdo na figura 4.35.
Observe que os terminais sinapticos mantém a mesma concentragao de potassio (140mM), e
ndio interferem na propagacio da onda, que ¢ feita totalmente através da glia (representada

pelos quadrados pequenos, em vermelho).

Figura 4.34 - Terminais sindpticos (quadrados brancos grandes) e células gliais (quadrados brancos
pequenos) com concentragdo de potassio de 140mM. ¢ meio extra-celular (em cinza) com 4mM.
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Figura 4.35 - Propagacio da onda pela glia, representada pelos quadrados pequenos. (a) estimuto
de 70mM de potassio na 1? interagfio. (b) inicio da propagacfio, através da glia - 3° interagdio.

As ondas de potassio e alteragdes nos potenciais de membrana celulares foram monitora-
dos numericamente, e comparados com os resultados esperados. Passamos, a partir daqui, a
discutir os principais resultados obtidos com relagdo as ondas de potassio no meio extra-
celular, dada a sua relevincia para o fendmeno da DA e a possibilidade de comparagio com
resultados experimentais. A figura 4.36 apresenta as ondas de potassio para o mesmo tipo de
simulagdo mostrada acima, ou seja, sem os terminais sinapticos. Apesar da propagag@o da

onda, na regido mais longe do estimulo {2) a concentragdo de K chega a 7mM apenas.
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Figura 4,36 - Simulagio sem terminais sindpticas. Estimulo de 70mM de potdssio, na 200°
interaciio. Regifio 10 proxima ao estimnlo, Regido 2: ponto da matriz mais distante do estimulo.
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Com todos os elementos do sistema, com a aplicagdo de um pulso de K~ de 40mM,
dependendo da razio entre a fora da glia e terminais sinapticos e da difusividade do potassio,
obtém-se perfis diferentes para a onda no meio extra-celular, como mostram as figuras 4.37,
438 e 4.39. Na primeira a razio ¢ de 11, enquanto na segunda e na terceira a forga de cada
célula ghial ¢ 10 e 2,5 vezes maior do que um neurdnio, respectivamente.
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Figura 4.37 - Onda de potdssio no meio extra-celular. com estimuio de 40mM na primeira

interacdo.
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Figura 4.38 - Onda de potdssio no meio extra-celular, com estimulo de 40mM na 200 interagao.
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Figura 4.39 - Onda de potassio no meio extra-celular. com estimulo de 40mM na primeira
interagio.

A figura 440 mostra outro exemplo de ondas controle. Com o mesmo conjunto de
parametros, mas “desativando” os canais de potéssio da glia, sdo obtidas as ondas da figura
4.41. Nota-se aqui um aumento na amplitude das duas ondas, mas principalmente na que se
refere & regido mais distante do estimulo. Observa-se também a repolarizagdo mais lenta do

que nas ondas controle. Estas duas alteracdes sdo observadas experimentalmente, como

relatado em (Fernandes de Lima et al., 1997).
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Figura 4.40 - Ondas de potdssio no meio extra-celular, apos o estimulo de 40mM. em duas regides. uma
proxima ao estimulo (pico da onda por volta de 25mM), e outra distante {pico de 13mM).
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Figura 4.41 - Ondas de potdssio no meio extra-celular. com o bloqueio dos canais de potdssio da
glia. As regibes mostradas sdo as mesmas que na figura anterior.

As duas figuras anteriores sugerem que, no momento do estimulo, todas as regides da
matriz sdo excitadas ao mesmo tempo. Entretanto isto ndo ocorre, como mostra a figura 4.42.
Na vigésima interacdo apds o estimulo as trés regides ja apresentam alteragio no nivel de K.
Este intervalo relativamente curto para a fase de excitagdo se deve ao nimero de células gliais
no meio. Qualquer regido da matriz € separada de outra por no maximo cinco células gliais, o
que significa que a matriz toda “sente” o estimulo em poucas interagdes. A volta aos valores

de repouso acontece lentamente, pois independe do tamanho da matriz.
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Figura 4.42 - Processo de excitacdo - alteragdo da concentragdio de potdssio no extra-celular em
trés regides diferentes. apos o estimulo,
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5. Discussio

Neste trabalho, pela primeira vez a relag@io temporal entre os sinais eletro-fsisiologico e
optico ¢ investigada. Demonstramos a concomitdncia entre a derivada do potencial extra-
celular e a mudanga das propriedades Opticas do tecido em torno do eletrodo. Por outro lado,
fica claro que a relagfo entre as duas varidveis ndo € linear, ou do tipo causa-conseqiiéncia
direta, uma vez que durante a propagacdo da onda a diferenca de potencial pode permanecer
nula em relago ao liquido de perfusio, e o sinal 6ptico ficar pouco afetado (experimentos com
bario), ou o contrario, o sinal optico estar muito deprimido a ponto de ndo ser possivel
determina-lo mesmo com processamento de imagens, € no entanto a onda de potencial estar
presente (experimentos com glicerol). Foi avaliada também a sensibilidade espacial do micro-
eletrodo utilizado no registro do sinal elétrico, a partir da observagfo da relagdo temporal entre

este sinal ¢ o perfil 6ptico.

As relagbes espago-temporais estabelecidas entre os concomitantes eletro-fisiologico e
Optico da depressdo alastrante a partir dos experimentos realizados sfio relevantes no sentido
de determinar a dependéncia entre processos a nivel molecular que déo inicio as alteragdes
eletro-quimicas presentes na propaga¢io da onda e processos essencialmente fisicos, que tém
como principal conseqiiéncia o sinal intrinseco éptico. Estes dois conjuntos de processos ainda
ndo foram completamente desvendados, e algumas das questGes mais interessantes a respeito
da depresséic alastrante enquanto fenémeno eletro-quimico surgem devido a possibilidade de

estabelecer hipéteses a partir dos escassos dados quantitativos disponiveis sobre este sistema.

Quanto as drogas testadas, a Uinica que provocou um aumento de excitabilidade do
sistema foi o sddio-barbital, alterando tanto a amplitude da onda lenta de potencial quanto a
velocidade de propagacfio. Todas as outras deprimiram estas duas varidveis, de diversas

formas, algumas vezes alterando inclusive as formas dos perfis elétrico e optico.

Segundo a literatura (Goodman e Gilman, 1978, cap. 9), os barbitiricos deprimem
reversivelmente as atividades de todos os tecidos excitdveis. Entretanto, hd também relatos de
aumento de excitabilidade quando administrados em doses baixas (Glaser et al., 1980), e até
hoje ndio se sabe exatamente qual a sua acdo a nivel molecular. Os barbitiricos sdo comumente

utilizados como anestésicos e anti-epilépticos, e assim justifica-se 0 seu uso para a avaliagdo da
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sua influéncia sobre a retina durante a ocorréncia da DA. Verificou-se 0 mesmo tipo de
comportamento que em (Wiedemann et al., 1996), ou seja, aumento da velocidade e da
amplitude das ondas. Nos concomitantes estudados, a aplicagdo de sddio-barbital indica o
aumento de excitabilidade, intensificando a resposta do tecido a estimulos. Como ndo ha
altera¢do na forma dos perfis elétricos e Opticos, ou na amplitude do IOS nas ondas sob o
efeito deste barbiturico, pode-se supor que o movimento iOnico massivo entre 0 meio extra e

intra-celular acontece de forma semethante as ondas controle.

A depressdo da amplitude da alteragdo lenta do potencial extra-celular vista durante a
DA e a diminuigdo da velocidade durante a aplicagdo de bario foram reportadas anteriormente
em (Fernandes de Lima et al., 1993), além de um aumento da amplitude do sinal de potassio
(Fernandes de Lima et al, 1994 e Fernandes de Lima e Hanke, 1997). Sendo assim, o
movimento massivo de ions ainda ocorre, seja na troca entre os terminais e o extra-celular, seja
via bombas de potassio da glia. Os experimentos apresentados confirmam que ha, ainda sob o
efeito de bario, trocas idnicas significativas, ja que ha a preservagdo do 108S. Dentre as drogas
testadas, o cloreto de bario € a unica que pode deprimir completamente o sinal elétrico (em
41% das ondas a depressdo foi completa). Este comportamento indica uma forte associagdo
entre este concomitante ¢ o funcionamento dos canais de potassio da glia, dado que a
aplicacdo de cloreto de bario (com concentragio de até ImM) bloqueia a maioria dos canais de

potassio das celulas gliais (Brand e Hanke, 1996), mas nio dos terminais sinipticos.

O glicerol e utilizado principalmente para avaliar a sua influéncia sobre o concomitante
optico da DA, ja que, devido a sua alta viscosidade, ele dificulta 0 movimento de agua entre os
me1os intra e extra-celular. Como ndo ha a alteragdo do volume relativo entre o extra-celular e
o intra-celular na passagem da onda, o sinal optico fica completamente deprimido. Entretanto,
o concomitante elétrico estd presente, mostrando a existéncia da reorganizaco idnica durante

a ocorréncia da DA,

Em (Hanke e Fernandes de Lima, 1994) a influéncia de propanol sobre a onda de
potassio € analisada qualitativamente. Nesse trabalho com ondas circulantes houve depressio
do pico extra-celular do potassio para aproximadamente um tergo do valor controle. O seu
efeito reconhecido € o bloqueio da conduténcia de gap-junctions , ou do acoplamento elétrico
entre células. O IOS foi bastante alterado durante a aplicagio de propanol, bem como a

amplitude do sinal elétrico. Uma interpretagdo possivel é que esta droga aja em varios
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processos celulares ao mesmo tempo, nos terminais sindpticos e na glia. No entanto, ndo
encontramos explicacdo para a manutengio da velocidade de propagacio, que, no trabalho

citado acima, foi bastante deprimida.

Propranolol € um bloqueador beta-adrenérgico classico (Goodman e Gilman, 1978,
cap.26), ou seja, a sua reagdo com receptores de membrana inibe a produgio de AMP-ciclico,
que por sua vez ¢ responsivel pela fosforilagdo de proteinas controladoras da ativagio ou
desativagdio de canais idnicos na membrana. Na DA, a principal influéncia do propranolol ¢
aumentar a velocidade de recuperagdo do tecido em termos dos niveis de brilhdncia do sinal
optico. Neste grupo de experimentos foi possivel associar o fim do concomitante eletro-
fisiologico com a volta do I0S ao nivel de brilhancia da retina (quiescente). Uma interpretagio
possivel para este resuitado seria uma hipotética aceleracio dos mecanismos de recuperacio
dos gradientes idnicos feita pelas bombas de transporte ativo. Experimentos especificos
deverdo ser realizados verificando tais efeitos nas varias bombas presentes nas membranas da

glia e dos terminais sinapticos.

A influéncia da concentragdo do sodio na retina ja foi analisada anteriormente, por
Martins-Ferreira, nos textos (Martins-Ferreira, 1983 e Martins-Ferreira e doCarmo, 1987).
Aumentando a concentragdo de cloreto de sodio na solugo de perfusdo de 100mM para
140mM, a retina, enquanto ainda no estado quiescente, passa a refletir a luz, devido a mudanca
na osmolaridade do meio. Contrariamente ao que ocorre durante o evento da DA em que as
celulas incham, sob o efeito de cloreto de sodio elas perdem 4gua, e o volume do meio extra-
celular aumenta, alterando a refratividade do tecido. A onda ¢ entfio invertida, ou seja, durante
a propagagao vé-se o sinal optico mais escuro do que a retina. Nos experimentos mostrados foi
verificada a existéncia de dois picos no 10S, sendo que o primeiro deles é concomitante ao

pico da derivada do sinal elétrico de forma semelhante as ondas controle.

A avaliagdio dos efeitos dos produtos quimicos sobre a amplitude, velocidade e derivada
das ondas corrobora a interpretagio dada ao fendmeno da depressdo alastrante enquanto inte-
ragdo neuronio-glia. Contudo, para uma comparagio quantitativa entre 0s concomitantes elé-
trico e Optico € necessario um sistema de aquisigio e analise de imagens mais sensivel, além da
avaliagdo da amplitude optica do sinal em diversas faixas de freqiiéncias. Neste caso sera

possivel, por exemplo, correlacionar a repolarizagio (referente ao sinal elétrico) com a volta
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do sinal intrinseco Optico aos niveis de brilhincia de fundo na retina, o que s6 pode ser feito,

neste trabalho, em alguns dos experimentos com propranolol.

A ocorréncia da DA deve ser admitida como independente de certos fatores, a saber,
aqueles que sejam caracteristicas proprias de determinadas espécies ou sistemas, dada a sua
possibilidade de elicitagiio em qualquer parte da matéria cinzenta central. A existéncia de gap-
Junctions entre diversos tipos de células gliais (na grande maioria das espécies estudadas)
motivou a proposta do mecanismo de buffer espacial para a propagagio da DA. Contudo, nfo
ha gap-junctions na retina de galinha (Prof.Dr. W.Hanke, comunica¢@o pessoal), o que torna a
ocorréncia deste fendmeno independente da existéncia de sincicios elétricos acoplados via gap-
junctions. Todavia, a intersegdo espacial entre os processos das células gliais na IPL, sugere
que ha um intenso acoplamento elétrico entre elas. Além disso, gap-junctions estdo presentes

na IPL entre neurdnios (Prof.Dr. W.Hanke, comunicacio pessoal).

A comparagio com outros sistemas que apresentam os mesmos tipos de comportamento
que a DA é produtiva na medida em que prové hipéteses ainda nfo consideradas. Por exemplo,
durante a isquemia a diferenga de potencial (ddp) entre o tecido afetado e o tecido vivo ¢ da
ordem de 20mV (o tecido isquémico € negativo com relacdo ao ndo afetado). Esta ddp ¢
atribuida a difusfo. Na DA, a fase de excitagfio € associada principalmente ao processo de
feedback posttivo de liberagdo de potdssio pelos canais sindpticos, € posteriormente a atuagio
da glia. Pouca atengfio ¢ dada a difusfio, & qual € entretanto atribuida parte da recuperagéo do

tecido.

Quanto aos dois modelos implementados, o autémato celular sugere um enfoque
fenomenologico, enquanto no modelo baseado em equagSes de reagfo-difusdo a interpretagéio
proposta ¢ a de mecanismos atuando a nivel celular. Ambos apresentaram os comportamentos
observados experimentalmente na DA, mas cada um propicia um tipo de analise do fenémeno
estudado. Para a avaliacdo dos efeitos de drogas, cuja alteragfio a nivel local (celular) ¢
conhecida, € mais adequado um modelo em que se tem uma descrigio destas inter-relagbes
locais, como € o caso quando a retina € vista como meio excitdvel. Por outro lado, para
analisar a formacdo de padrfes geométricos basta interpretar o sistema como um autdmato

celular, sem a necessidade de definir claramente a funcdo de cada componente do meio.

Com o enfoque dos autdmatos celulares é possivel estender o conjunto de regras (ou de

estados da maquina) de forma a modelar outros comportamentos macroscopicos referentes ao
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IOS das ondas de DA. Mais ainda, este modelo apresenta a diversidade de formas de onda
caracteristica das descri¢des dos escotomas visuais da enxaqueca (Sacks, 1992). Por outro
lado, algumas das simulagdes se aproximam mais de outros modelos experimentais, como por
exemplo no caso das espirais. Seguindo por varias geragdes o local do nucleo da espiral
formada na retina, observa-se a formagédo de padrées em forma de Z (Dahlem e Miiller, 1997).
Com o modelo implementado, as espirais formadas apresentaram movimento circular do
nicleo. Este tipo de comportamento € observado no sistema BZ (Fast e Efimov, 1991). Outro
comportamento apresentado por este modelo, é a geragdo de ondas espontineas como
resultado de alteragdes de excitabilidade no meio (retirada de sulfato de magnésio da perfusio,
por exemplo). Novamente, este comportamento pode ser associado a uma manipulag¢do

experimental no sistema BZ (Guriya et al., 93).

A partir da interpretago da retina como meio excitavel, mostramos a sua capacidade de
geragdo de ondas. Os comportamentos apresentados estdo de acordo com as ondas medidas
experimentalmente para o potassio (Martins-Ferreira, 1983 e Fernandes de Lima et al., 1994).
Uma analise quantitativa detalhada, isto €, com resultados que sejam diretamente associados a
experimentos, pode ser feita com o uso do modelo baseado em equagdes de reagdo-difusio,
mas s30 necessarios, neste caso, dados numéricos relativos a concentragdes idnicas nos
espagos intra e extra-celular além dos valores de potencial de membrana para a glia e terminais
sindpticos especificamente para a retina e durante a passagem da onda de DA Com as
simulagdes apresentadas mostramos a viabilidade deste modelo e também a sua capacidade de
exibi¢do de comportamentos de conjunto que haviam sido inicialmente admitidos apenas para
os autdmatos celulares. Apesar da complexidade do sistema, cujo comportamento global
depende de interagdes ndo-lineares entre seus elementos, propdem-se hipoteses simples que
explicam a propagagdo das ondas. Dois mecanismos sio essenciais para a ocorréncia da
depressdo alastrante da forma como a interpretamos: o de Sfeedback positivo (ou a auto-
catalise) e o buffer espacial. Com a exibicio de ondas mostramos a relevancia de ambos os
mecanismos para a propagacdo da onda. Mais ainda, provamos que ndo € necessario que haja
difusdo pelas cétulas gliais (no sentido tradicional, como modelada pela lei de Fick) para que se
observe a ocorréncia da depressdo alastrante, uma vez que mesmo retirando o efeito da glia a
propagacdo ¢ possivel. Propagacdo de ondas circulantes com dindmicas bem diferentes para 0s
ions calcio e potassio e forma de potencial foram demonstrafas experimentalmente na retina

(Fernandes de Lima e Hanke, 1997). Finalmente, demonstramos que o bloqueio dos canais de
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potassio da glia, mantida a fun¢io da bomba, altera a dindmica do potassio extra-celular da

forma observada nos experimentos anteriores (Fernandes de Lima et al., 1993).
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6. Conclusdes

Os experimentos realizados mostram, pela primeira vez, a relagio espago-temporal entre
os concomitantes eletro-fisiologico e Optico das ondas de depressdo alastrante. Através dos
efeitos das manipulagdes farmaco-quimicas e da sua comparacdo com dados da literatura é
possivel corroborar algumas das hipoteses propostas para a ocorréncia das ondas na retina,
além da verificagio da relagiio ndo-linear entre os dois concomitantes analisados. Os resultados
obtidos sugerem a realizagio de outros experimentos, com o objetivo de esclarecer algumas
questSes como a da dependéncia entre a recuperagdo do tecido com relaciio a sua excitabilida-

de e a volta do nivel de brilhincia ao valores anteriores a propagacdo da onda.

Os dois modelos desenvolvidos reproduzem a forma de propagagio de onda vista
durante a ocorréncia das ondas de depresso alastrante. A validacio do modelo baseado em
autdmatos celulares ¢ feita pela semethanca geométrica com as ondas na retina e pelo
comportamento em situagdes como a colisiio e geragio de espirais e no caso de lesdes no
tecido. A principal previsdo deste modelo ¢ a geracdo de ondas em meios nao-homogéneos a
partir da fronteira entre eles. O modelo sintético, desenvolvido a partir da teoria de meios
excitaveis, mostra ondas de potassio (alteragdes na concentragio deste ion) no meio extra-
celular durante a propagac¢io da onda, e mudangas nos mecanismos de membrana modelados
tém como conseqiéncia alteragdes similares aquelas verificadas experimentalmente. Conclui-
se, assim, que as duas formas de interpretacio propostas para a DA sio adequadas para a sua

descrigdo tanto a nivel macroscopico quanto com relacio as interagdes entre seus elementos.

6.1. Sugestdes para trabalhos futuros
Ha diversas questBes interessantes a serem mvestigadas sobre a depressio alastrante,
como por exemplo: quais sio os fatores realmente essenciais para a ocorréncia da depressdo
alastrante? O que determina a geragido de ondas espontineas no tecido? Como interpretar as
espirais sob o ponto de vista do modelo biolégico? Qual a participagdo relativa das populacdes
de glia e neurbnios nos fendmenos concomitantes 4 DA? Neste trabalho foram sugeridas
algumas respostas para estas questdes. Qutras respostas (para estas e outras perguntas) podem

ser investigadas a partir dos trabalhos sugeridos a seguir.
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A composigio da onda de potassio pode ser avaliada em fungdo das participacSes
relativas da glia e dos terminais sindpticos através de experimentos com outras drogas (além do
cloreto de bario) e eletrodos sensiveis a fons. Ainda com eletrodos sensiveis a fons, mas
utilizando também os eletrodos usuais para medidas de potencial extra-celular, € possivel
desenvolver experimentos em que se obtenha simultaneamente as ondas de potencial, potéssio,
s6dio e calcio. Neste caso seria possivel investigar também relagdes de causa-efeito entre estes

conconytantes.

Alguns pardmetros do modelo de equagdes de reagfo-difusdo podem ser ajustados, com
a finalidade de simular quantitativamente os comportamentos observados também para outros
fons como sddio, calcio e cloro. Pode-se ainda generalizar o modelo desenvolvido, admitindo
qualquer meio e restringindo as fungdes para os processos responsdveis pelas fases de

excitacio e recuperacdo do tecido.

Os dois enfoques tedricos sugeridos podem ser estendidos para trés dimensdes,
modelando varias camadas. A retina é, neste caso, o sistema mais adequado para o
modelamento, devido & divisdio laminar das camadas, em que se pode facilmente identificar os

processos celulares presentes.
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Lista de abreviaturas

ANOVA
BZ

CA

DA
GHK
I0S

IPL

Tris

(conversor) analdgico-digital

analise de variancia (do inglés, analysis of variance)
Belousov-Zhabotinsky (sistema quimico)

autémato celular (do inglés, cellular automata)

depressio alastrante

(formula de) Goldman-Hodgkin-Katz

sinal intrinseco Optico (do inglés, intrinsic optical signal)
camada plexiforme interna (do inglés, inner plexiform laver)

tri-hidroxi-metilamino-metano
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Apéndice 1. Programa desenvolvido para a aquisicdo de imagens
digitalizadas. Sistema SEMPERG6P (SYNOPTICS).

prp0)
Ifile: prp.spl
! system: SEMPEROPLUS - SYNOPTICS
! goal: do the analysis as automatically as possible
pag pro; | page prompt
echo nomomnitor
echo nocommand
par 1 siz 770,470 pos 0,0
I parameters of the screen (partition 1} to be acquired
t we have 770 pixels inx and 470 iny

fir =1

lfirst number of the loop
tra =-1

t doesn’t stop if common errors occur (trap = -1)
typ

typ ' PROGRAM TO TEST SEMPER HABILITIES... 'typ;
typ 'If you do not want to see it, answer O to the first question.’
typ ; typ
typ 'If it is a new experiment, press 100 more pictures than you should...!
ask 'how many pictures will you get? ' npic
freads the keyboard once, and npic receives the value of
! the key pressed
if npic=0 return;
!'in this case the program stops.
if npic=1 jump onlyone,
Fif it is a single acquisition, it goes to a smaller loop
! than the whole program.
cre 101 siz 770,470 byte value 60
! creates an image at position 101, with background value 60.
tif 101 text'd '
t to be fullfilled by the user - title of the experiment
if npic<100 jump another;
| it means that when npic>100, everything must be asked
| again, as the binocular gain, the pipette tip position,
! and so on.
fir =2; ! this s a flag to indicate that this first picture has
I already been acquired.
npic=npjc-100;
! to begin a new experiment, the user had pressed 100 more

| numbers.
v ; | acquires image
copdisto 1 ! copies the display to position 1 in memory

typ ;
ask 'Was the microscope x1 or x1.6? 1-->type 1, 1.6-->type 2 ' mic;

k4
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if mic=2 scr=150;
if mic=1 scr=100;
twith 1.6, Imm=150 pixels, more or less.
typ ;
his 1 to 100;
map 1 with 100 to 11 range 0,127,
dis 11
! enhancing contrasts. ..

typ 'You want to enter the pipette coordinates(0) or to mark it on the '
ask 'screen(1, default)? ' coo;
if coo=0jump enter;
typ 'Go to the pipette...'; typ;

I'and the user finds the tip.
XWI,

 this command returns in x and y the position of the cursor

typ ‘The pipette is here: (x,y, in pixels) ', XY,
pix =X;
pIy =y,
jump okay;
enter:
ask 'x-coordinate ; ’ pix;
ask 'y-coordinate : ' piy;
okay:
dis 1;

! presents the original image again
mar pos pix,piy;

another:
loop to get other images of the same experiment
ask 'You want a vertical(0) or horizontal(1, default) strip to be cut? ' str;
ask How big? (30 is a good choice) larg;
lit's necessary to analyse where the wave comes from, and
!'then choose 0 or 1, which will be applied to this particular
! wave were seeing now.
for qua=1,npic; _
it passes here npic times
if fir=2 rjump wav;
Y
cop dis o qua
wav:
fir =1,
mar pos pix,piy;
typ ;
typ 'Go to the wave..’
I the wave front is clicked, preferentially at
! the closest point to the pipette tip
xwi :typ; typ ‘The wave is here: ' x,y;typ;
WVX =X,
WYY =Y,
! now we evaluate the distances in pixels and in cm
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! from the pipette tip to the wave front

dx =(wvx-pix)/scr;

dy =(wvy-piy)/scr;

ldtp =(({wvx-pix)"2)H(wvy-piy)"2)"0.5;

dsr =((dx"2)+(dy"2))"0.5;

dsr =(rou{dsr*100))/100;,
ljust adjusting dsr (real distance) to be truncated on the
I2nd decimal.

typ 'In number of pixels, the distance is: ',dtp;

typ 'The real distance is: ", dsr, ' mm'
! in order to evaluate the wave optical amplitude,
lwe get samples of a pixel before and another after
| the wave

mwx =wvx-10;

nwx =wvxt10;

mpx =pix-5,

mpy =piy-3;

typ

typ 'Wave amplitude: ', p(mwx, mwy)-p(nwx, nwy),

typ

typ "Wave amplitude on the pipette: ', p{mpx, mpy)-p{nwx,nwy};
| cutting a strip from the picture and pasting
l'it on position 101:

if str=0 jump vrticl,

ext to 102 size 760,larg pos O,piy mark dis;

jum stready;

vrtick:

ext to 102 siz larg,470 pos pix,0 mar dis;

cut 102 to 103 siz 480!

rot 103 ang -pi/2 !

dis 102 !

wal !

cut 103 to 102 siz 470,30

pas 102 to 101 pos (qua*70)-200,0

pro 102 to 20+qua hor ave;

jum oka;

stready:
wai
Ibecause the strips have to be side by side
! on picture 101, we give this shift:
pas 102 to 101 pos 0,(qua*70)-200;,
pro 102 to 20+qua ver ave;
oka:
dis 101
! now we project the selected strip vertically averaged:
ask 'Vertic. Average of the region? Type 1... 've;
if ve~=1 jump gob;
ab =20+qua




sca ab to ab+10 byt

Ime ab+10 to abover 10

era dis

dis ab;

we=(nnn*10)+qua

wri ab format '(1X,13) nam 'pro’,we
wal

gob:

loo qua;

nnn=nnn+1

out 101 nam 'qua’,nnn

jum fim;
! the next one is the loop for acquiring only one pecture
lit has no connections to the main part of the
!program, but is a simplified loop of the "another’

onlyone;

era dis

liv

fcop dis to 10

typ

typ 'Go to the wave...'

xwi ;typ, typ "The wave is here: ' x y;typ;

WVX =X

WVY =Y,

dx =(wvx-pix)/scr;

dy =(wyy-piy)/scr;

dtp =(((wvx-pix)"2)+(wvy-piy)"2)"0.5;

dsr =((dx"2)+(dy"2))"0.5;

dsr =(rou(dsr*100))/100;

ljust adjusting dsr (real distance) to be truncated on the 2nd decimal.

typ 'In number of pixels, the distance is; ', dtp;
typ 'The real distance is: ' dsr, ' mm'

fim:
end;
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Apéndice 2. Subsidios aos resultados experimentais.

Tabelas e graficos estatisticos.

R20 R23 R24
14.1 20.1 28.4
17.3 16.8 276
14.1 13.3 26.6
14.1 15.5 27.3
233 20.1 276
21.8 271 28
24.7 12.8
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
Column 1 7 120.4| 18.4857143| 21.0814286
Column 2 7 125,71 17.9571429] 24.7395238
Column 3 8 165 5] 27.5833333] 0.37766667
ANOVA
Source of Variation S8 df MS F P-value F crit
Columns 120.8725 2 50 43625| 0.56965396| 0.5783012] 3.73889009

Tabela A2.1

R24). Utilizamos como segundo fator a seqiiéncia tempora

tabelas da ANOVA siio produzidas automaticamente pelo EXCEL 5.0.

- ANOVA aplicada a trés conjuntos de dados obtidos a partir de retinas diferentes (R20. R23¢
1 de obtenciio dos valores de pico da derivada. As

Experimento {n | Amplitude |Velocidade Duragio |Pico Tp.der. - |Tpico -
{derivada) _|Tinicio Tp.der.

oo T 5554 7 comtrole |95%%] 96 comtrole | 95%|%a controle | 95%{ % cont. | 93%; % cont. 5%
barbital 70 111 28 118} 32 82| 22 146| 80 86| 17 72{ I8
bario 10} 39 i1 68} 19 102} 20 3117 1931 50 103} 41
glicerol 11} 45 15 - - 88| 22 67| 42 117| 58 94f 32
propanol 12} 39 16 92t 11 63; 22 40| 20 124] 56 591 18
propranolol | 10} 48 22 83| 19 74i 35 38 19 1101 24 78] 24
sodio 4 40 10 66| 6 30§ 12 23] 6 132] 22 124f 46

Tabela A2.2 - Resumo dos resultados normalizados. com p<0.03.
si0 os seguintes: amplitude: 1941 mV., durag
inicio da onda e o pico da derivada (Tp.der. <T

do: 47+15 seg, pico

onda elétrica (Tpico-Tp.der.): 3.240.9 seg.

Para as 51 ondas controle, 0s valores medios
da derivada: 1748 mV/seg, intervalo entre o
inicio): 4+2,8 seg, intervalo entre o pico da derivada ¢ o pico da
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Estruturas molecuiares.
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Figura A2.10 - Estrutura molecular do barbital sodico.
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Figura A2.11 - Estrutura molecular do propranolol.
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APENDICE 3. Autdmato celular, exemplo de meio nio-homogéneo
(Mathematica 2.0)

(* Mathematica 2.0, arq. d1507cal.m - ref. d1407ca7.m *)

ral=3; (* refratario absoluto; parte esquerda do meio [1]*)
rl=1; (* ref. relativo®)

ra2=2; {* parte direita do meio [2]%)

m2=1,

tha=50, (* limiar para o primeiro estado refratario®)
thq=22, (* menor limiar possivel*)

rl=ral+rrl; (* periodo refratario total *)

r2=ra2-+rr2;

q=0; (* estado quiescente®)

exc=1; {* estado excitado *)

nmax=>50; (* ordem da matriz principal, que determina o tamanho do meio *)

wmax=11;  (* range da metriz de pesos *)
aprox=Table[0, {nmax},{nmax}];

(* matriz de pesos:*)
w=1{{0,0,0,0,1,1,1,0,0,0,0},{0,0,1,2,3.3.3,2,1,0,0},
{0,1,3,4,5,5,5,4,3,1,0},{0,2,4,6,7.8,7.6,4,2 0},
{1,3.5,7,9,10,9,7,5,3,1},{1,3.5.8,10,0,10,8,5,3,11,
{1,3,5,7,9,10,9,7,5,3,1},{0,2,4,6,7,8,7,6,4,2,0},
{0,1,3,4,5,5,5,4,3,1,0},{0,0,1,2.3,3,3,2,1,0,0},

{0,0,0,0,1,1,1,0,0,0,0} };
wi=Flatten[w];
For{po=6,po<=10,po++,aprox[{po,6}]=1];
(* estimulo *)
a0l=aprox,
(* calculo do limiar; *)
bth=(tha*rl-thq*ral)/rr1;
dth=tha-thq;
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th[x_}:=bth+((-dth/rri)*x);
th[0]=0;

geracao=0;

For{ip=20.ip<30,ip++,For{jp=20,jp<30,jp++.aprox[{ip,jp]]I=r+2]];

(* Loop Principal *)
While[geracao<20,

a=aprox;

(* calculo do estado das células no lado esquerdo (1) do meio: *)
For[i=6,i<=(nmax-5),i++,
For{j=0,j<=(nmax/2),j++,
ra=ral; r=rrl; r=rl;
ak=a[[i,j]];
i1=Table[(i-(wmax+1)/2)+p,{p,wmax} |,
j1=Table[(j-(wmax+1)/2)+p,{p,wmax} };
s=wf Flatten[aO1{[i1,j1]]];
thx=th[ak];
aprox{[i,j]]=Which{(ak==r+2),r+2,
((ak<=ra)&&(ak>0))||((ak>ra)& &(ak<r)&&(s<=thx}),ak+1,
((ak==0)||({ak>ra)& &{ak<=r)))&&(s>thx),exc,
(ak==0llak>=r)& & (s<=thx),q
I

(* calculo do estado das células no lado direito (2) do meio: *)
For[j=((nmax/2)+1),]<~nmax-5.j++,
rr=rr2; ra=ra2; r=r2; ak=a[[1j]};
i1=Table[(i-(wmax+1)/2)+p {p,wmax}];
j1=Table[(j-(wmax+1)/2)+p,{p,wmax}];
s=wf Flatten{aO1[[i1,j1]]};
thx=th[ak];




aprox[[i,j]]=Which[ (ak==1+2),r+2,
((ak<~ra)& &(ak>0))||((ak>ra)&&(ak<n&&(s<=thx)),ak+1,
((ak==0)||({ak>ra)& & (ak<=7)))&&(s>thx),exc,
(ak==0ljak>=1)&&(s<=thx),q
5

(* apresentacao grafica da matriz de estados (aprox) *)
Show|DensityGraphics{aprox, Frame->False PlotRange->{0,r+2}]];

(* A barreira pode ser: ¥)
] TrueQ[geracao==4],For[ik=6,ik<nmax/2,ik++ For|jk=6,jk<nmax-5 jk++,
aprox([[ik jk]}=I] TrueQ[aprox[ik,jk]]==r+2],r+2,0]]]];

(* matriz das células excitadas (=1) e em outros estados (=0). *)

a01=Table[If] TrueQfaprox[[i,j]]==exc],1,0],{i,nmax}, {j,nmax}];
geracaot++,




APENDICE 3. Exemplos de simulacoes do modelo baseado
automatos celulares.

Figura A3.1 - Colisdo entre ondas. (autdmato celular)

Figura A3.2 - Inicio de uma espiral, ra=1, rr=2,12* geracio

em
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Figura A3.3 - Continuagiio da figura acima. 13® geracdo

Figura A3.4 - Continuaco da fig. anterior, 18% peracio
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APENDICE 4. Implementacio do modelo baseado em equacdes de
reacio-difusiao (Turbo C 2.0)

#define kr 140.0 /* concentracao intra-celular de potassio no repouso®/
#define kecr 40  /* concentracao extra-celular de potassio no repouso™/
#define difk 0.12 /* parametro para a difusao do potassio */

#define m 30 /* tamanho da matriz que determina o meto (m x m}) */
#define NCEL 25  ./*numero de-celulas na matriz referente ao meio */
#define cell 100 /* numero que determina que a celula eh neuronio*/
#define dex 1 /* quanto vale (em espaco) cada celula da matriz */
#define nger 1600 /* numero de geracoes a serem simuladas */

#define kest 40  /* concentracao de potassio para o estimulo™/

#define proces 13 /* numero de processos de cada celula giial */

#define pinta 0 /* se pinta=1 mostra a matriz de potassio™/

#fdefine estimula 1 /* se estimula=0 nao estimula a matriz */

#define fgl 2.7  /* forca relativa da gha (canais e bombas)*/

#define fne 1.6 /* forca relativa da terminais sinapticos {canais e bombas)*/

#define bbgout 0 /* se bbgout=1 as bombas da glia nao funcionam®*/
#define cangout 0 /* se cangout=1 os canais da glia nao funcionam™/
#define bbnout 0 —~/*_se bbaeut=]-sag tiradas-as bombas dos neuronios*/
#define cannout 0 /* se cannout=1 os canais dos neuronios nao funcionam®/
#include <stdio h>

#include <graphics.h>

#include <des h>

#include <math h>

main()

{

/* Turbo C, versao 2.0 - implementacao das equacoes de reacao-difusao, d1901rd1.c*/
FILE *fopen(),*pl;

char s[10};

int y=1;

int cont,xc,vol, /* contadores de loops */

int po,Lcll, /* contadores de loops */




double leakgl; /* quantidade de potassio que sai da glia em regime*/
double q[mJ[m], /* matriz com valores numericos que indicam as cels. gliais*/

double ne[m][m},knfm][m]; /* matriz de neuronios e concenir. de potassio nos neur. */

double difec[4]; /* qtdade de potassio das quatro celulas vizinhas */
double kecx; /* potassio extracelular calculado para a cel. 1, (x)*/
double pkec,dkec,

double tmp, calc[NCEL+1]; /* variaveis temporarias*/

double cang k{NCEIL+1],bbhg;/* canais, concentracao de potassio e bombas para a glia*/
double cann bbn; /* canais e bombas de potassio nos terminais sinapticos*/
double prox{m}{m]prk[NCEL+1], /* valores de potassio a serem adicionados as matrizes

kn{m]}[m] e k{ncel+1] no fim de cada interacao*/

double vgfm][m], dvg[m][m], /* potencial de membrana da gha*/

double regime; /* valor de regime para cann-bbn*/

double vgr; /* potencial da glia em repouso®/

graf{), /* inicializacao grafica*/

pl=fopen("d1601rd1.dat","w"); /* arquivo em gue sao gravados os resultados da
simulacao®/

fprintf{p1," 1\2\3\t4\n"); /* primeira linha do arquivo™®/

/** INICIALIZACAO DE MATRIZES **/
vgr=58*log10(kecr/kr);

/* calculo do potencial de membrana para a glia*/

leakgl=0.8-kecr/(kecr+4),

/* fluxo pela membrana glial, em regime*/

for(i=0;i<m;1++) for(j=0;<my++)
{prox(i][j]=0; ve[il[iI=ver:qlilli]=neli][j}=0;kn[i][j]=kecr;}
for(i=0;i<m-3;1=1+5) for(j=04<m-3j=j+5)
{
ne[i][j+1=neli]{j+3]=ne[i+3][j}=ne[i+3][j+2 |=cell;
knfi][j+1]=kn[il{j+3]=kn[i+3][j]=kn[i+3][j+2]=kr,
b
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for(i=4;i<m-1;i=i+5) for(j=4;j<m-1;j=j+5)
{
qlilil=alill-21=qlilli+ 2F=qlili-41=qi+41=y;
qli-2][-2)=qi+2]i-2)=qli+2][j +2}=qli-2J+2]=q[i-2][j}=y:
qli+2](jl=qli+4lijl=ali-41i1=y;
++y;
}
for(po=0;po<y;po++) k[po]=kr;
/* inicializacao das matrizes q, ne, kn, k ¢ vg com numeros indicando
as celulas em cada elemento, a concentracao de potassio e o potencial de

membrana*/

praexrkrrrs | OOP PRINCIPAL *¥¥ 5% sk
do
{xc=0;
do {
/** ESTIMLILO **/
if ((estimula==1)&&(xc==200)) for(i=8;i<15;i++) for(j=10;j<15 )
{kn[i][j]=kest;
nefi][j]=0;}

if (pinta==1) matr(kn,140,q,k); /* mostra as matrizes kn e k simultaneamente™/
for(i=0;i<mji++) for(=0j<myj++) {prox[il{i]=0;}
for(po=0;po<y;po++) {calc[pol=prk[po}=0;}

/*#*********MA ********************j

/* apenas para as celulas gliais (qfi][j] diferente de 0) calcula-se a media do potassio extra-
celular, o potencial de membrana para aquela celula {q[il[j]) e a derivada da concentracao de
potassio como resultado do funcionamento das bombas e canais de potassio da glia. A
seguir ajusta-se a CONCENITACA0 de potassio de todas as celulas vizimhas que representem o
meio extra-celular e a celula gfi][j1*/
for(i=0;j<m-1;i++) for(=0;j<m-1;j++)
{
if (q[i][j]==0) continue;

cont=0;




}

kecx=0;

if (ne[1+1][j]==0) {++cont; kecx+=kn[i+1][j};}
if (i!=0) if (nefi-1][j}==0) {++cont; kecx-+=kn[i-1][j];}
if (j1=0} if (nefi][j-1]==0) {++cont; kecx+=kn[i][j-1];}
if (ne[1]{j+1]==0) {++cont; kecx+=kn[i][j+11];}
if (cont!=0)

{

kecx/=cont;

if (keex>=k[g[1][;]]) continue;
veli]lj]=58*log10(kecx/klq[i]{j]1%
cang=0.8-0.01*(vg[il[j]-vgr),
bbg=kecx/(kecx+4),

if (bbgout===1)bhg=0.5;

if (cangout==1) cang=0.8;
dkec=fgl*(cang-bbg-leakgl);
prk[qli][j}]+=(cont*dkec)/proces;

if (nefi+1]{j}==0) prox]i+1][j]-=dkec;

if (1!=0) if (nefi-1][j]==0) prox[i-1]fj]-=dkec;
if (5!=0) if (nef1][j-1]==0) prox[illj-1]-=dkec;
if (nefi][j+1]==0) prox[i][j+1]-=dkec;

}

for(po=0;po<y,po++) {k[po]+=prk{po];

if (k[po}<1) klpo]=1.}

/***************** TERMINAIS SINAPTICOS ********************/

/* o mesmo_procedimento adotado no caso da glia eh utilizado aqui, com a matriz ne,

que indica os terminais sinapticos e meio extra-celular®/
for(i=0;i<m-1:i++) for(j=04<m-1;j++)

{

if (ne[i][j}==0) continue,

cont=0; kecx=0;

if (nefi+13{j]==0) {++cont, kecx+=kn[i+1][j];}

if (11=0} if (nefi-1][j]==0)_{++cont, kecx+=kn[i-1][j];}
it (j1=0) if (ne{i][j-1]==0) {++cont; kecx+=kn[i][j-11;}




}

if (nefi][j+1]==0) {++cont; kecx+=kn[i][j+1];}

kecx/=cont;

tmp=5-log10(kecr/140)+og10((kecr+9)/180}),

regime=35 8*tmp*({0.4*tanh(kecr-10))+2);
regime=regime-(29.5+0 4*(kecr*1950)/(1.5%(kecr*15)+60});
tmp=5-log10(kecx/kn[i}[j])-+logl 0{(kecx+9)/(kn[i]{j]+40});
cann=5 8*tmp*((0.4*tanh(kecx-10))+2},

bbn=29 5+(kecx*780)/{(22.5*kecx)+60)+regime;

if (cannout==1} cann=0;

if (bbnout==1) bbn~(,

dkec=fne*(cann-bbn);,

if (keex>kn[1}[j]) dkec=-1;

proxf{illjl-=dkec;

dkec/=cont;

if (ne[i+1]]j]==0) prox[i+1][j]+=dkec,

if (i'=0) if (ne[i-1]1[j]==0) prox[i-1]{j]+=dkec;

if (j1=0) if (ne[i][j-1]==0) prox[i][j-1}+=dkec;

if (nefi](j+1]==0).prox|il[j+1]+=dkec,

JRERERRFRRFRREREFADIFUSAO NO EXTRA-CELULAR*##skdkksksiondrsk/

/* apenas para as celulas da matriz ne que representam o meio extra-celular, eh

caleulado o Laplaciano discreto (passivo) e os ajustes nas concentracoes de

potassio_para a celula do meio ¢ seus quatro (no maximo) vizinhos sao fettos */

for(i=0;i<m-1;i++) for(j=0;j<m-1;j++)

{

if {(ne[1][j1'=0) continue;

cont=0,

difec]0]=difec| 1 j=difec[ 2 J=difec{3]=0;

if (nefi+1][]==0) {++cont, difec[0]+=kn[i+1][j];}

if (i!=0) if (ne[i-1][j}==0) {++cont; difec1]+=kn[i-1][1];}
if (j1=0) if (ne[i][j-1]==0) {++cont; difec[2]+=kn[i][j-1];}
if (ne[i][j+1]==0) {++cont; difec[3}+=kn[1][j+1];}
pkec=0;

for(po=0;po<4;po++) pkec+=difec[po];
pkec=difk*(-kn[i}[i]*conttpkec);.



prox[i][j]+=pkec;
¥
for(i=0;i<m;i++) for(j=0j<m;j++) {
if ((ne[i][i]1=0)&&(prox[i][j1>0)& & (kn[1][j]>kr+10))
prox[i][j]=0;
if ((==0)||==0N&&(neli]{j}==0))
if ((prox[i][j1>0)&&(kn[i][j}>=kecr))
{prox[i][jI=0;
b
knfi}j]+=prox[il{j};
if (kn[i][j}<1) kali]Ji]=1;
}
fprintf(p1,"Yeft%eft%efit%fit\n" kn[27][26]kn[ 10][7].kn] 10][5 ] kn[10][9]);

/* grava os valores numericos das celulas acima para o arquivo de dados */

et

while(xc<nger), /* as interacoes sao feitas nger vezes™/
cleardevice();
beep(); /* aviso sonoro - fim da simulacao */

}

printf{"\n Digite 3 se quiser continuar: "), /* para simular mais nger vezes */
gets(s);
cleardevice(),

while(stremp(s,"3")==0);

cleardevice(),
closegraph();
fciose(p)_);

}




JREEEARRE FUNCOES UTILIZADAS NO PROGRAMA HREAREK

jrExEk MATRIZES DESENHADAS ***%*/
matr(double desfm][m],int max, double xi[m]{m],double kifNCEL]})
{
int ij,p;
int style;
double passo;
static int 0if 14]7{8,1,2,3,4,5,7,9,10,11,12,13,14,15};
/* desenha as matrizes des ¢ ki na sequencia de cores acima, que eh a seguinte:
8.cinza escuro, 1.azul escuro, 2.verde fosco (escuro), 3.azul fosco (escuro),
4 vermelho, 5.roxo, 7.cinza claro, 9 azul-mar, 10.verde claro, 11.azul claro,
12 vermelho claro, 13.rosa, 14.amarelo, 15.branco */
setcolor(15); rectangle(45,0,505,460),
passo=(max)/14;
for(i=0;i<m;i++)
{ for(j=0;j<m;j++)
{
if (des[i][j]==0) setfillstyle(EMPTY _FILL,0};
else setfillstyle(SOLID FILL,oi[(int)((des[i][j}-0.01)/passo)]};
bar(50+15%j,5+15%1,50+(15*(+1)),5+(15*(1+1)));
if (xi[i][§]!=0) {setfillstyle(SOLID_FILL,oi[(int)}((ki{xi[i][j}]-0.01)/passo)});
bar(52.5+15%),7.5+15%1,62.5+(15%)),17.5+(15*1));}
}
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J|,|f!|=!|l‘=i==|=ii==lt GRAFICOS ******t{
graf()

{

/* inicializacao grafica*/

int driver,mo;

driver=VGA;

mo=VGAHIL,
initgraph(&driver,&mo,""),

}

‘p‘***** BEEP ****}"

beep()

{

/* soa tres apitos curtos*/
sound(523);delay(300);nosound(),delay(500);,
sound(523);delay(300);nosound();delay(500),
sound(523);delay(300);nosound();delay(500),
}




