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Resumo

A modelagem matematica e a simulagcdo computacional tém sido utilizadas na area de
neurociéncias para fornecer subsidios tedricos/conceituais acerca dos mecanismos envolvidos
no funcionamento do sistema nervoso. Especificamente, o desenvolvimento de modelos
matematicos de motoneurdnios alfa (MNs) tém possibilitado estudos sobre o comportamento
dindmico de células individuais, mimetizando diferentes condicfes experimentais, além do
desenvolvimento de nucleos motores completos que permitem investigactes cotrele

da forca muscular. Recentemente, alguns estudos propuseram modelos matematicos
complexos de MNs com caracteristicas morfoldgicas, biofisicas e eletrofisiolégicas de
modelos animais da esclerose lateral amiotréfica (ELA). Estes modelos ténadmuxit
entendimento de diferentes mecanismos responsaveis pelo inicio e a progressiaedesata
neurodegenerativa, que afeta neurbnios motores. Nesi@hq o objetivofoi desenvolver

novos modelos mateméticos de MNs biologicamente plausiveis e @miopatmente
eficientes, que possuisgse as principais caracteristicas geométricas, eletrotdnicas e
eletrofisiologicas de modelos animais da EL®s modelos desenvolvidosonseguiram
representar com relativa fidelidade trés fases da ELA: hiperexcitabilidadealteracéo da
excitabilidade e hipoexcitabilidadé&lém de permitirem um avanco no entendimento dos
mecanismos que operam em um nivel celular, estes modelos, por serem computacionalmente
eficientes, poderdo ser utilizagl futuramente em modelos mediala do sistema
neuromuscular, possibilitando novos estudos sobre o controle/geracéo da forca muscular em
pacientes acometidos por ELA.

Palavras-chave: Biofisica; Doencas neurodegenerativas; Esclerose lateral amiotréfica;

Motoneurénio; Neurociéncia ntpuiacional.



Abstract

Computational modeling of motor neurons to study the biphysical changes caused by

the amyotrophic lateral sclerosis

Mathematical modeling and computer simulations have been widely used in the neural
sciences to provide theoretical/conceptual foundations on the mechanisms involved in the
functioning of the nervous system. Specifically, mathematical models of alphameatons
(MNs) have supported investigations on the dynamical behavior of individual cells under
different experimental conditions. Also, a population of MN models has been used to
represent motor nuclei so as to study the muscle force control. Recent tatbomaili
neuroscience studies proposed complex mathematical models of MNs with morphological,
biophysical, and electrophysiological features of animal models of amyotrophic lateral
sclerosis (ALS). These MN models have aided the understanding of diffessttanisms
operating at the onset and during the progression of this neurodegenerative disease, which
affects motor neurongn this work, the objective was to develogw biologically plausible

and computationally efficient MN models that encompass tha geometrical, electrotonic

and electrophysiological characteristics of animal models of Al developed models
were able to represent with relative fidelity three phases of the ALS: hyperexcitability, no
excitability alteration and hypoexcitability. These new models would advance the
understanding of underlying mechanisms of ALS from a singliestandpoint. Additionally,

due to their computational efficiency these models may be used in futuresoaltimodels

of the neuromuscular system intendednvestigate the control/generation of muscle force in
ALS patients.

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis; Biophysics; Computational neurosgienc
Motoneuron)Neurodegenerative diseases.
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CapiTuLOIl

INTRODUGA® JUSTIFICATIVA

Compreender os diferentes mecanismos envolvidos nos comportamentos motores
requera utilizacdo de diferentes abordagdPasr exemplo, o usde modelos matematicesn
neurociénciagem auxiliado o estudo ea compreensao daspectosguncionaisdo sistema
newvosqg 0s quais sdo de dificil acespor meio exclusivo da experimentacdoDesde o
trabalho pioneiro de Hodgkin e Huxley (1952) acerca dos mecanismos da excitabilidade
neuronal, diversos outros modelos foram propostos, incluindo caracteristicas biofisicas
capazes de reproduzir o comportamento dindmico de diferentes célulagsaserv
(IZHIKEVICH, 2003; JONES; BAWA, 1997; KOCH, 2004; TRAUB, 1977; TRAUB et al.,
1991; VIEIRA; KOHN, 2007)

Uma célula nevosa de grande importancia para o controle do movimento humano é o
neurbnio motarEsta classe de neurdnios pode ser subdividida em pelo menos doig tpos:
neurdnios motores inferioresi) os neurdnios motores superio(ANDEL et al., 2013) O
primeiro tipo de neurdnio motanencionadoanteriormente (i.e. neurdnio motor inferior)
pode ainda ser subddido em trésdiferentes classe@MANUEL; ZYTNICKI, 2011): os
neurbnios motores alfas neurénios motores garaas neurdnios motores beta

De acordo com Sherringtof1906) os neurdnios motores (MN, do ingl&otor
Neuro Uf or mam a fiv i dinalfcomman patfido contral®neuyromuscular, pois
séo eles os responséveis diretos pelo controle da forga muscular, recebendo e integrando um
grande ninero de comandos provenientes de centros superiores e da pEHECKMAN;
ENOKA, 2012; KERNELL, 2006) Neste contexto, entender o funcionamento e as
caracteristicas dinamicas dos MN$colinérgicos)e torna essencial para o entendimento do

controle motor como um todo.
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Baldissera esustafson (1971; 1974); Fleshman, Segev e Burke (1982)ljheim e
colaboradore$1987) Baldissera, Campadelli e Piccinelli (1984), por exemplo, optaram por
abordagens experimentagmara estudar MNs e obtiveram grandes avancos a respeito do
comportamento e danorfologiadestas células nervosas. No entanto, conforme mencionado
anteriormentghaaspectos que séo de dificil acesso por meio exclusivo da experimentacgao.

Em face disto, ddrentes grupos de pesquisa tém concentrado seus esforcos no
desenvolvimento de modelos matematicos que possuam as caracteristicas biofisicas e o
comportamento dinamico de MNkde diferentes espécies animais e em diferentes condi¢des
experimentais [e.g(BOOTH; RINZEL; KIEHN, 1997; CISI; KOHN, 2008; ELBASIOUNY,

2014; ELBASIOUNY et al., 2010; ELBASIOUNY; BENNETT; MUSHAHWAR, 2005a,;
ELIAS; KOHN, 2013b; JONES; BAWA, 997; KIM; JONES, 2011; LE MASSON;
PRZEDBORSKI; ABBOTT, 2014; SHAPIRO; LEE, 2007; TAYLOR; ENOKA, 2004;
TRAUB, 1977; VIEIRA; KOHN, 2007) Desta forma, € possivel entender, do ponto de vista
tedrico/conceitual, mecanismos que, eventualmente, ndo podemexpirados em
experimentos com animais. No entanto, a maior parte destes estudos tem focado no
comportamento de MNs de animais saudaveis, ou seja, ndo representam o comportamento
dindmico tipico de um animal sujeito a alguda@nc¢aneuroldgica.

Uma doencaque afeta os neurdnios motores (tanto superiores quanto inferiores) € a
esclerose lateral amiotréfica (ELA). A ELA é urdaencaneurodegenerativa com etiologia
ainda desconhecida e gse iniciaem uma fase tardia da vida adulta de seres humanos (> 50
anc na maioria dos caso@ROMBERG, 2015; VUCIC; KIERNAN, 2009)Sabese, no
entanto, que cerca de 8% dos casos da ELA tém origestigge(portanto, hereditaria), sendo
que 20% destes casos estao associados a mutacfes no gezecolseperdxido dismutase
(Cu/ZznSOD1) (EISEN; SWASH, 2001)Quanto a epiemiologia, estudosostram que na
Europa, América do Norte e Asia, a ELA tem uma incidéncia (madieD,6-2,08/100.000
habitantes, com uma prevaléncia (mediana) de-24400.000 habitante®o Brasil, um
estudo publicado no ano 20MIETRICH-NETO et al., 2000)eportou que a incidéncia € da
ordem de 0,8€,5/100.000 habitantes, com uma prevaléncia del,6/200.000 habitantes.
Levantamentos feitos a partir de bandesdados de companhias de seguros mostram que o
custo associado ao tratamento da ELA (considerando o custo com a medicagéao, intervencdes
clinicas, equipamentos, etc.) € da ordem de 60 mil ddlares amefican@ROMBERG,

2015) tornando, portanto, as investigacfes sobredestacgertinentesido sé para o avanco

cientifico, mas também para as definicbes de politicas de saude publica.
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Em relacdo as diferentes tipos de mutacdo relacionaddsLA, diversas mutacdes
genéticasvyém sendo descids na literaturge.g., nos geneTransactive DNAvinding protein 43
(TDP-43), na poteina produzida pelo gene ALSRLSIN), no gene SenataxiGSETX) e no
geneVesicleassociated membrane proteassociated protein BVAPB)] (WIJESEKERA;

LEIGH, 2009) Porém,a maior parte dos estudos experimentaigo objetivo € investigar os
mecanismos por tras do inicio e desenvolvitneda ELAutilizam animais (especialmente
camundongagsgeneticamente modificados no geneZuUSOD1[e.g.,(BROMBERG, 2015;
DELESTREE et al., 2014; FRITZ et al., 2013; KUO et al., 2005; PUN et al., 2008;
ZUNDERT et al.,, 2013) Estes estudogxperimentaisttm discutido diversos possiveis
mecanismos responsaveis pela degeneracdo nervosa observada na ELA, por exemplo,
disfuncbes mitocondriais, aumento de fatores neurotoxicos lancados por células gliai
(astrécitos), estresse oxidativo e um desequilibrio homeostatico na concentracdo de ions
0 @ [para uma revisdo, vidéVAN ZUNDERT et al., 2017) Estesfatores levam a
alteracbes nas propriedades intrinsecas dos MNs, além de indumicetificacdes
morfolégicas(DELESTREE et al., 2014; FRITZ et al., 2013; KUO et al., 2008)servase
também,que MNs que inervam fibrasiuscularegapidas (i.e. MNs dos tipos F, do inglés

Fasf) s@ mais susceptiveis a estas alteracdes em comparacdo com os MNs que inervam fibras
musculares lentas (i.e. MNs dos tipos S, do in§lés), provavelmente devido a uma menor
capacidade de regulacdo das correptsistentesle 0 (KUO et al., 2005) Além disso,
diferencas morfolégicas (MNdo tipo F sdo maiores que MNJo tipo S) podem também
explicar a progressdo diferencial da neurodegeneracdo nos diferentes tipos deBEMNs
MASSON; PRZEDBORSKI; ABBOTT, 2014)

Em seres humanosalguns estudos tém focado seus esforcos na &upor
biomarcadores que possam indicar o inicio ou a progressdo ddBR@MBERG et al.,

1993. Uma parte dos estudos clioéctém o objetivo de estimar o nUmero remanescente de
unidades motoras em diferentes fasesddanca(BOE; STASHUK; DOHERTY, 2007;
BROMBERG et al., 1993; SHEFNER, 200Xputros estudos registraram os disparos de
unidades motoras em pacientes com ELA e mostraram que ha um aumento na variabilidade
dos intervalontre disparos de potenciais de agdém de uma tendéncia a diminui¢cdo da
frequéncia média de dispar@ASI et al., 2009; PIOTRKIEWICZ;, HAUSMAN@/A-
PETRUSEWICZ, 2011, 2013[stes estudos sugerem que durante a ELA alguns mecanismos
intrinsecos dos MNs podem estar alterados (e.g., canais idGnicos responsaveis pela

hiperpolarizacdo pégotencial de acdd® AHP, do inglésAfterhyperpolarizatiofy além de
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uma diminuicdo no comando pméotoneuronal, provavelmente devido a degeneracdo de
neurdnios motores superiores ou uma diminuicdo na efetividade sin4ptica.

Elbasiouny e colaboradore@010) diferentemente dos trabalhos mencionados
anteriormente, que optaram por abordagens experimentagizaram um estudo
computacional focadpnas alteracdedas propriedades passsvda membrana (e.g., resisténcia
e capacitAcia da membrana, resisténcia de entrada da célula, constante de tempo da
membrana, etc.) decorrentes medificacbes as propriedades geométricas e eletrotdnicas,
que sdo observadas no desenvolvimento da ELA em animais geneteanaiificados.

Outro estudo computacionalrecente(LE MASSON; PRZEDBORSKI; ABBOTT, 2014)

focou nas alteracGes da excitatalile e das propriedades de disparo de MNs dos tipos S e F
decorrentes de um desequilibrio nos mecanismos de consumo/producdo de adenosina
trifosfato (ATP, do inglésAdenosine TriPhosphateA conclusdo dos autores deste ultimo
estudo é que disfun¢des mitmeiriais reduzem a disponibilidade de ATP, levam a alteracdes

na excitabilidade motoneuronal e uma despolarizacdo permanente da membrana, que é
caracteristica da degeneracéo neuronal decorrente da ELA.

Os trabalhos mecionados nesta introduc&oigerem qualiferentes fatores levam a
alteracbes nas propriedades intrinsecas Nbd¢s, além de induzirem modificacbes
morfologicas durante o desenvolvimento da ELA. Contudo, do ponto de vista
tedrico/conceitual, poucos estudos de modelagem matematica tiveram conmvéstigar o
comportamento dinamico dddNs, quando estes sdo parametrizados com base em dados
obtidosa partir demodelos animais de ELAELBASIOUNY; SCHUSTER; HECKMAN,

2010; LEMASSON et al.,, 2014) Além disso, embora os trdbhas computacionais
mencionadosicimasejam de grandienportancia par@ conhecimento de alguns mecanismos
responsaveis pelas alteracdes durante a ELA, trs¢amde modelognorfologicamente
realistas e, portantp de grande complexidade computacional. Assiando, modelos
biologicamente plausiveis e computacionalmente eficientes necessitam ser desenvolvidos a
fim de, posteriormente, poderem seitizados em uma modelagem makcala do sistema
neuromusculagomposto por centenas (ou milhares) de Midsase estudar o efeito da ELA

na geracao/controle da forca muscuambora o foco deste trabalho regaa modelagem
populaional de um ndcleo motor, bwsse desenvolver modelos queogsam ser

posteriormente utilizados para este.fim
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1.2. Objetivos

O objetivo geral destetrabalho de mestrado falesenvolverodelos mateméticos
biologicamente plausiveis e roputacionalmente eficientes ddNs cujas caracteristicas
biofisicas e os comportameniisamicosfossemsimilares aosie MNs deanimais conELA
(decorrentesde mutacdo no gene€Cu-Zn/SOD-1). Especificamente, pretende 1)
desenvolver modelos matematicos MBls com caracteristicas ndaatdogicas (modelos de
referéncig; 2) avaliaros efeitosde mudancas morfolégicas e eletrotbnicas caracteristicas da
ELA nos comportamentos dosnodelos matematicos deMNs desenvolvidosa fim de
representar comportamentos de hiperexcitabilidade, nao alteragdo de excitabilidade e
hipoexcitabilidade

1.3. Oganizacao da dssertacéo

Optouse por dividir este trabalho em diferentapitulosnos quaisserdo mostrados
0s modelos e os resultados obtidos para e#aaa de construcdo dos mesmos, culminando
com os modelos representando a ElBXimeiramente, no &piulo I, fez-se uma rapida
revisdo a respeito da fisiologidos MNs, bem @mo se discutiubrevemente sobre as
diferentes condutanciagnicas responsaveis pela geragdo potencial de acaoP@).
Encontran-setambém neste capitulama apresentacdo dearacteristicas da plataforma de
simulacdo NEURON (CARNEVALE; HINES, 2006; HINES; DAVISON; MULLER, 2009)
que foi utilizada para o desenvolvimemomputacional deste estudds Capitulos Il e IV
descrevem os modelos déNs de referéncia, ou seja, sem representacdo da ELA. No
Capitulo 1l sdo apresentadas modelos com dendrito passivo, que represenima
condicao experimental na qual o animal ences¢ranestesiado, ao passo que no Capitulo IV
sao apresentados os modaelesom dendrito ativo, que representam a condi¢cdo experimental
em que o animal seneontra decerebrado e h& algum grau de atividade das vias
monoaminérgicas. No Capitulo V sédo apresentadas as simulagfes realizadas com os modelos
para avaliar como as alteracdes morfologicas e eletrofisiologicas caracteristicas da ELA
afetam o comportamén dindmico dos MNsem trés distintas fases destdoenca
neurodegenerativaPor fim, no Capitulo VI, sdo apresentados comentarios finais que

encerram este trabalho.
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Capitulo Il

PROPRIEDADES DAEURONIOMOTOREE SMULADORNEURON

2.1 Propriedadesanatémicas e éetrofisiologicas dos neurfnios motores

Os MNs localizados na medula espireaho tronco encefélicedocélulas nervosas de
grande importancia para o controle do movimento humamdividade destas células produz
contracdes dos musculos edgtieos que por sua vezgeram oscomportamentos motores
(DE LUCA; HOSTAGE, 2010; HECKMAN; ENOKA, 2012)Desta forma,Sherrington
(1906)definiu a unidade funcional do sistema motor ca@eondo aunidade motorgMU, do
inglésMotor Unit), que éconstituida por unMN e pela fibras musculaesinervada por ele
Além dos MNs descritos acima (também conhecidos como MNs inferiores), ha urma outr
classe de MNs que estédo localizados principalmente no cortex motor. Estes MNs (chamados
de MNSs superiores) enviam comandos aos MNs inferioggeritariamentgor meio do trato
corticoespinal (piramida(KANDEL et al., 2013)

Os MNs inferiores podem ainda ser subdivididos em VBN (que inervam fibras
musculares extrafusais e sdo responsaveis pelo controle da forca musdNg g (que
inervam fibras musculares intrafusais e controlam a sensibilidade do fuso neurouscular
MNs b (que inervam tanto fibras musculares intra quanto as extraju$sisNUEL;
ZYTNICKI, 2011). Os MNs a podemser classificados em MNs dos tipos (Slow, que
inervam fibras musculares lentas e resistentes a fadiga)faffué¢ resistantque inervam
fibras musculares rapidas e resistentes a #&digFF fast fatigable,que inervam fibras
musculares rapidas e fatigavgBJURKE, R. E.; LEVINE, D. N.; ZAJAC, 1973No entanto,

a classificacdo dos MNa em termos de fadigabilidade das fibras musculares que eles
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inervamndo é bem definidgara seres humanofBIGLAND-RITCHIE; FUGLEVAND;
THOMAS, 1998; ENOKA; FUGLEVAND, 2001) Contudo, sabse que algumas
propriedades dos MNs de seres humanos sdo similards astras espécies animais (e.g
gatog (HECKMAN; ENOKA, 2012; JONES; BAWA, 2009Por exemploMUs com area

de superficiemotoneuronaismerores sado recrutadas primeiramente e, com o aumeato
forca realizada, havera o recrutamento de ks, cuja areale superficiedlo MN é maior
(KANDEL et al., 2013) Além disso,MUs com menor limiarde recrutamentgroduzirdo
forcas menores, disparardo potenciais de g§&s) a uma maior frequéncia e seréo
derecrutadas, em decorréncia da diminuicdo da forca, posteriormemfdJasie maior
limiar, em um fenémeno conhecido coomon skin(DE LUCA; HOSTAGE, 201Q)

A resisténcia de entradd T é uma medidaintrinseca eindireta da
excitabilidadedo MN, e pode ser obtidaelo calculoda inclinacdo da curva que relaciona a
corrente injetadao soma (pulsos sublimares de 100 ms o potencial de membranam
regime permanentf 6 . Esta propriedade esta relacionagapropriedadegeométicas e
eletrotbnica do MN e ndo ocorrem devidas aferénciagjue impingem sobre o MN
(ZENGEL et al., 198p Na Figuras2.1 sio mostralasas respostade trés diferentes tipos de
MN Ua pulsos despolarizantes sublimiaféstas curvas sdo utilizadas para a analis¥ da
Observase que quanto menaa area somaticaodMN (MNs S possuem menor area que 0S
MNSs F), maiorseraa’'Y €e, consequentementam pulso de corrente com a mesma amplitude
ird produzir madr variacdo nopotencial de membranam MNs com maioresY ¢ Desta
forma, é possivahferir que MN menoreserdoum menorimiar para disparo de P&o &,
isto &, sdo recrutados carm menor estimolde correntem comparacdo coMN maiores.

A 'Y ¢descritaacimadepende também da resisténcia membraha).(A 'Y ¢, por sua
vez, depende das caracteristipassivas da membran@amcomo dageonetria dos MNs e
das resisténcias especificas dessestrutura (soma e neuritosOutra propriedade que
depende das caracteristicas geométricas dos MNsapagitancia de membrana ¢), que
esta associada a separacao de cargas elétricas pela membranaNodéutay.portanto,que
membrana do MN devse comportacomo um circuitcelétricoresistivacapacitivo('Y 0. De
fato, durante injecbes de correntes subliminares (Figura 2.1) a membrana do MN apresenta
um comportamento dinamico tipico de um circu@ sendo que a constante mpode
membrangt § é definida como o tempwecessario para o retorno do potencial de membrana

a37% (j Q do valor do potencial de repouapds o término de um pulso despolarizante.
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Experimentalmente verificase queos MNs apresentamt & na faixa de 2 al4 ms
(KERNELL, 2006)

FF

——

Figura 2.1 Variacdo do potencial de membrana em sMMde gatos anestesiadesn resposta pulsos de
corrente de DA e duragdo de 100mstilizados para determinacdo date da T delétrica(ZENGEL et al.,
1985.

2.2 Mecanismos responsavis pelo potencial de &éo

O potencial de membran@ &) de uma célula excitavele estabelece por meicad
regulacdo da concentracde espécies idnicams meics intra e extracelula’A magnitude do
w atende a estar mais proxima ao potencial de equilibrio da espécie ibnica mais permeante e
uma variacao do ¢, pode ser capaz de abrir candisicos dependentes de tensiétrica
Caso anembranaeja despolarizada suficientemetit@a geracdo dohanmadoPA.

As condutancias idnicaslependentes do tempo e do potencial de memlsaona
responsaveis podiferentes comportamentos observada®m MNs Resumidamente, as
condutanciagde rapida inativacdoe 0 W ('Q e correntes retificadorade U ('Q séo
responsaveipelo decurso temporal do potencial de a@A®@DGKIN; HUXLEY, 1952) a
condutanciadleb dependente dé @ ('Q e de0 @ dotipo N (Q  sdo responsaveis
pelo decurso temporal daHP, que é umeéhiperpolarizacdala membrana apas PA com
duracdo deentenas de milissegunda@scondutanciale 0 @ do tipo T {Q  é responsavel
por uma despolarizacaposPA (REKLING et al., 2000) a condutanciapersistente de
0 O(Q ) éresponsavel pgrarte das caracteristicas da corrgraesistente de entradlIC)
responsavel por uma despolarizacdo sustentada dpeVEN condutancidgQ também é

responsavel peleorrentepersistente de entradalém de seresporsavelpelascaracteristicas
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de pdencial platd e biestabilidadgHECKMAN et al., 2008; HSIAO et al., 1998; LEE;
HECKMAN, 2001; LI; BENNHET, 2003) As contribuicbes dasondutancias idnicaaqui

descritagpodem ser visualizadas na Figura 8@ cada uma das fases do PA.

Fase de despolarizagao do PA Fase de repolarizagao do PA

Bna \ / Bk

Despolarizacao da membrana Bcar

Bnap € Bcal \'/

AHP
gKCa e Bcan

Figura 2.2. Condutancias ibnicas ativas responsaveis pelas diferentes fases do PA. Adaptado de Rekling e
colaboradors (2000).

E possivel observar riagura2.30 decurso temporal da AHP para os $4hs tipos S
e F de gatos anestesiados. Negaque a amplitude e duracéo da AHP dosskinores (tipo
S) sdo maiores que a amplitude e duracdo da AHP em MN maiores (tipo F). Entretanto,
guando os animais ndo estdo anestesiados, isto €, sob acdo de neuromod@apores
serotonina e norepinefrinag amplitude e duracdo da AHP tendem a asseatores menores
e 0s MNs tornarse mais excitdveilREKLING et al., 2000)

FF .
L
S . 20 ms

Figura 2.3 Decurso temporal da AHP em dois diferentes tipos de MNs de gatos anesteSiadusrde
encontrarrse as amplitudes e em azul as duracdes das fkiRptado de ZENGEL et al., 1985
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2.3 Correntes de entrada persistentes e ativacdo de condutadncias em potenciais
subliminares

Schwindt e Crill (1980a,bpbservaramcorrentespersistentes de entragaesentes
(PICs)em potenciais de membrana subharesem gatosanestesiadosAs PICs sao geradas
pelas’Q e pela™Q (canal CaV 1.3)ambas dependentes do potend@al membrana
responsaveis por uma despolarizacdo sustentada. Em alguns MNs a despolarizacdo gerada
pelas PICs pode atingir niveis tdo elevados que esses MNs podem passar a apresentar disparo
autossustentada®nformeilustrado na Figura 2.4

Lee e Heckman (1998a929) observaram também que MMsenores (maiorY §
apresentam maior propensdo a apresenthrsti@resena curvadV, pois a PICs destes MNs
sdo desativadas em potenciais de membrana ainda hipaigpolarizados em relacdo ao
potencial de membrana de ag@a das PICSOu seja, estes canais mantéenabertos por
mais tempo e causam uma despolarizacao sustentada da membranaGimtbtlo, apenas a
presenca da PIC ndo conseguiria explicar completamente a histerese observada
experimentalmente, sabeseque alocalizacdo dendritica de candisd @ contribui com os
diferentes padrbes de tensdes observadssurvas-V (LEE; HECKMAN, 1998a)

Figura2.4. MN disparando de maneira autossusi@mtéapos cessado estimukrn resposta um pulso de
corrente déongaduracdo Adaptado do trabalho de Schwindt e Crill (1980a).

2.4 Potencial datd e comportamento biestavel

A PIC, conforme descrita na subse¢a®,2aumenta a excitabilidade dos MNsa
auséncia de anestesia (maior grau de atividade das vias monoaminéogibélsy podem
apresentar comportamest de biestabilidade e potencigatd. Este fendmens sao
caracterizade pela presenca ddispar® autossustentadodo MN em resposta @ntrada

sinaptica excitatoria que sdo removidas apds um determinaatervala Os disparos
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autossustentados sdo cessados apenas apéglicacdo de entradasle correntes
hiperpolarizanteqque fecham os canai$nicos responsaveis pela PIC dendrititee e
Heckman (1998butilizaram abordagem experimentaldderenciaramos MNs de gatos
descerebrados em totalmente biestavejsandoos disparos autossutentadiisham uma
duracdo maior queés segundos e, parcialmente biestaveis, se os disparos autcadastent

duravam menos de trés segundos ou se ndo aconteciam.

2.5 Relagao frequénciaorrente

Outra maneira de se estudamaitabilidade dos MNé pela analise da relacdo entre a
corrente injetada e a frequéncia de disparos de PAs. Esta caracteristica pode ser obtida através
da injecdo de degrawe corrente oworrentes triangulares de longa duragédo. Registeam
entdq a frequénciade dispare de PAs sob essas condi¢des. Apds esse registeeseiuma
curva que relaciona a magnitude da corrémbeeixo das abscisgas afrequénciade dispare
(no eixo das ordenadasDesta forma, o coeficiente angular da regido linear da curva f
fornece o gamo (em Hz/nA, que permite que se infira a respeito de qual variagao de corrente
injetada é responsavel por determinada variacdo na frequéncia de disparos de PAs. Essa
relacdo esta relacionada as caracteristicas da AHP, sendo que quanto maior sua amplitude

durado, menor o ganho da curva f

2.6 Respostarepetitiva

Os MNs apresentam um comportamento caracteristico de adaptagimo
submetidos a pulsode corrente supraliminares sustentados. Esta adaptacéo na frequéncia de
disparos apresenta um comparento monotonicamente decrescente (SCHWINDT; CRILL,
1984SAWCZUK, A.; POWERS; BINDER, 1995)Em MNs de gatosanestesiadgsa
adaptacao possui duas fases tipicas: fase inicial e fase(tERNELL, 2006) A fase inicial
esta associada uma diminuicdo naniclinacdo (ganho) da curval fe aprofundamento da
amplitude da AHP (aumento na amplitude'@ee somacéo das AHPdevido sia ativagéo
incompleta ap6s unmPA) (BALDISSERA, F; GUSTAFSSON, 1971; BALDISSERA;
GUSTAFSSON; PARMIGGIANI, 1973; GRANIT; KERNELL; SHORTESS, 1963;
KERNELL, D.; SJOHOLM, 1973; KERNELL, 1965FEsta somagé&o ocorre quando PAs séo
disparados em um intervalo menor que a duracdo da AHP, de maneira que a araplitud
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duracdo da segunda AHP é maior que da primeira. Acreeligue isi ocorra devido a
somacdo algébrica das condutancias da segunda AHP com a AHP r@gsXILRISSERA;
GUSTAFSSON, 1974)Segundo Kernell (2006), o aumento inicialfdeguéncia delispars
produzido no inicio de um degrau de corrente auxilia a produzir um aumento da forca (saida)
emesposta ao aumento da &estimula-«o0o (entr
complexa entreo MN e o musculo. Ja dase tardia € caracterizada por uma diminuicdo
exponencial lenta na frequéncia de dispgporcional anagnitude da corrente injetada
sugerese, que seja devido asodificacdes no tamanho e/dacursaemporal da condutancia
lentade K™, bem comalteraces no limiar de tenséo para inicio dos (RERNELL, 2006)

A caracteristica de adaptacao réaposta repetitiva descrita acima é encontrada em
animais anestesiados. Ja o0s animdescerebrados, r® quais a atividade dawias
monoaminérgicagncontrarrse em niveis elevadogoresentarmaceleacao na frequéncia de
dispars de PAsKigura 2.9, devidoa presenca daPICs.
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Figura2.5. Dois MNs com diferentes taxas de aceleragdo: a esquerda, um MN completamente biestavel e a
direita, um MN parcialmente biestavel. AdaptaddqldeE; HECKMAN, 1998a)

2.7 Acomodacéao

A acomodacaaconsiste em outro comgamento observado em MNs e pode ser
observadajuando estesdo submetidos a inje¢do de rampas de correntes de longa duragéo
(1000 ms, por exemplopob essas condi¢bes, ns@qe ha um aumento na amplitude da
corrente necessanara o disparo de PAgue pode ser maior que 20% da corrente de reobase
(‘@) a uma laténcia de 300 ms do inicio da corrente injgBA&KE; NELSON, 1971)Uma
possivel explicacdo para este comportamento pode ser decorrente de diferentes graus de
inativacdo de canais dé w, considerando que estesio dependentes do potencial de

membrana e do tempo. Assim sengarauma corrente de longa duragéo, canaig de sao
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inativados (< condutancia de &), além de ocorrer diminuicdo da magnitudedii&ing
force deste iond & ‘O ). Com isso, observee umareducdo na amplitude dé*As, em
razdo de umamenor corrente d& @ [[O "Q ®w wd O )], e uma maior laténcia
guanto menor a inclinacdo da rampa de corrente injefadgerese que este fendbmeno seja
importante na regulacdo da frequéncia de disparos de PAs do(BMUDISSERA,
GUSTAFSSON, 1974)

2.8 Respata em frequéncia

Sabese queos MNs recebem informacgBes provenientes tanto do sistema nervoso
central quanto do sistema nervoso perifériEananeiracom que estes sinais sdo integrados
gerando odrens de dispasode PAs emum ndcleo motgrdeterminaos comportamentos
motores(GOROSO; CISI; KOHN, 2000)Sabesetambém que as diferentes caracteristicas
dos MNs determinam como serdo aspostas a todas as entradas que neles convébgsta
forma, BaldisseraCampadelli e Piccinelli(984)avaliaramexperimentalmenta respostam
frequéncia de MNs dos tiposdtiando estes foram estimulados potradas senoidai&les
observaram queos MNs se comportavam como um transdutorear sensivel @anto a
intensidadegquanto avelocidade do sinal de entraddo trabalho destes pesquisadores, bem
como notrabalhode Goroso e colaboradores (2008n que compararam a resposta obtida
experimentalmente com a de diferentes modelos computacidoaidiscutido que este
commrtamentoestaassociado as caracteristicas de adaptagias elindmicas responséaveis
pela AHP (como a somacdo das condutancias responsaveis pela. Ab$P)autores
supracitados ataram também que a resposta em frequéncia dos MNs atua de dorma
compensar tanto a caracteristipassabaixas dos musculosquanto o atrasodevido a
condugdo axonal, linearizando parcialmente esta complexa rgB&AMISSERA et al.,
1998)

2.9 Simulador NEURON

A plataforma de simulacdo FURON permite a modelagentomputacional de
neurdnios individuais e redes de neurbniofCARNEVALE; HINES, 2013; HINES;
DAVISON; MULLER, 2009) O NEURON possui varios métosl numéricos de resolucéo de

equacdes diferenciais que auxiliam no desenvolvimento de cdédigos que representam
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elementos neuronais. Além de ser flexivel, por tratar a modelagem em alto nivel de
programacao, este ambiente permite a personalizacdo e desmamtiv de métodos
especificos para a representacédo de entidades biofisicas presentes na membrana dos neurénio
(e.g., condutancias sinapticas, canais iénicos, transportad@exentemente, as bibliotecas

deste simulador foram disponibilizadas para usolimguagem de programacédo Python
(HINES; DAVISON; MULLER, 2009) que € uma linguagem de programacéo simples e que
tem sido largamente utilizada pela comunidade cientiica desenvolvimento ggogramas
complexos.

E importante ressaltar que MNEURON foi utilizado em1840 artigos de 1963até
dezembro de 246 (dado disponivel em
http://www.neuron.yale.edu/neuron/static/bib/usednrn htioésso em 10 de julho de 2p17
mostando a importancia desta plataforma para a comunidade cientifica na area de

Neurociéncia Computacional e Neurofisiologia.

2.9.1 Construcdo de eurdnios motores emNEURON

O NEURON é um simulador de propoésito geral e uma das fodmadilizacdo do
mesmo € para a implementacdo de modelos matemdaddis. Para modelar MNsassim
como gqualquesistemafisico ou bioldgico,devan-se saber as caracteristicas que se deseja
representar, bem como quais delas podem ser omitidas, esammio modelo conceitugue
seja capaz de reproduzir ssmportamentos desejados. Esta etapa de criacdo do modelo
conceitual deve ser sempre revisada, principalmente durante a etapa de validacdo dos
modelos, porémbuscando manter o menor nivel de compladapossivel Apds esta etapa
de criacdo do modelo conceitual passgyara a etapa de implementacao, criasglentéo,o
chamadanodelo computacional (Figura 2.6
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Biologico

Figura 2.6 Etapagaraacria¢céo de modelosomputacionaisle MNs.



38

Capitulo 11l

MODELOS DERIEURONIOMOTORESOMDENDRITGPASSIVE

3.1lIntroducéo

Estudos experimentais baswlo o entendimento dosomportamentosde MNs
gerdmente sdo realizados eanimais anestesiadd®URAND et al., 2015; SCHWINDT, P;
CRILL, 1980; ZENGEL et al., 1985 Schwindt e Crill (1980autilizaram a técnica de
voltageclamp para estudr o efeito das correntepersistentesle entradana geragdo de
disparos prolongadomm MNs de gatos adultos anestesiados. Zengel e colaboradores (1985)
estudiram respostas eletrofisiologicas (reobase, constante de tempo de membrana, parametros
da AHP, dentre outra) de MNs do gastrocnémio medial de gatos anestesiddks.
recentementeé)urand e colaboradores (20studiram as modificagdes no desenvolento
das propriedades elétricde MNs lombares de camundongnsonatos (entre 3 e 9 dias de
idade)anestesiados por hipotermideste ultimo trabalhas autoreswvaliaram, por exemplo,

a condutancia de entrada e a reopas#ividiram osMNs emtrés guposdistintos de acordo
com suas caracteristicas de disp&ansient apresentam menor reobasenenor velocidade

do PA delayed onsetapresentam maior reobase e velocidade dosBgtainedapresentam
disparos autossustentadodo entanto, apesar deestud@ experimentaisseem muito
importante e utilizadosao longo dos anogajgumas caracteristicas de células nervosas sédo de
dificil acesso experimental e ndo se encontram bem elucidadas Beesta. forma, ha
necessidade de outras ferramentas desanal

A modelagem matematicgoor exemplo,é uma ferrmenta bem difundida em
neurociéncia e utilizada para representac&@o estudoda excitabilidade neuronalesde o
trabalho poneiro de Hodgkin e Huxley (19%2No trabalho destes pesquisadores, foi
reportalo o comportamento das condutancia® dé e por meio da deducédo de equacdes
diferenciais evariaveisde transicdo de estado, ajustadas resultados expementais de

axonios gigantes dala (Loligo Vulgarig.
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Rall (1959)propbs uméaeoria c simplificacdomatematicala arborizacdo deritica
em troncos decilindros equivalentes para auxiliar na interpretag&oalguns resultados
experimentais obtidos por meio de eletrofisiolodtsta simplificacdo proposta por Rall
(1959) apesar de supetasar dimensdes dendriticaspnsiderou caracteristicanatémicas
de MNsprovenientes de dados experimentais patalculo da resistividade de membrana

Traub (1977) desenvolveu modelos ddNs um pouco mais complexos, contendo 7
compartimentos representado: dendritos distais, dendritogntermediarios dendritos
proximais, soma, segm# inicial, axénio mielinizado eodo de Rnvier Este bi um dos
primeiros trabalhos a represetr MNs espacialmente pela unido de compartimentos
cilindricos. No estudo supracitado, relaciorsguas dindmicas das condutanciasvas
presentes na membrana do MhmM as diferentes inclinacddss relacdes-f de MNs dos
tipos S, FR e FF.

Powers (1993) desenvolveu modelos de MNsomo um Unico compartimento
isopotencial Este studo foi um dos primeiros a represeniara condutancia persistente de
0 & . Embora este estudo tenha uma descricdo fenomenolégica para alguns mecanismos
biofisicos, como por exemplo, um limiar de disparo de PA variavel, o autor deste trabalho
corseguiu determinaras caracteristicas da AHRs relacdes entra corrente injetada e
frequéncia de disparos de PAs, aldocomportamento biestavel dowdelos desenvolvidos.

Jones e Bawa (1997, 199Vieira e Kohn (2007pptaram podesenvolver modelos
multicompartimerdis de MNscontendo dendritos passivdsstes modelose basearam em
dados eletrofisiolégicosexperimentaisde resistividade citoplasmatica, de membrana e
capacitancia de membragnmaportados principalmente por Fleshman, Segev e Burke (1988) e
Rall e colaboradores (1992).

Kim e bnes(2009) desenvolveram modelsisnplificadosde MNs baseados em dados
experimentais de MNs lombares de gatos. Os modelos desenvolvidos por esteaqmsguis
foram os primeiros a utilizareabordagem implicitaconsistindo em andlise da atenuac¢ao de
tensdo em funcao dé ¢ em conjunto com a presenca de dois compartimentos, um dendritico
e outro somatico, inovando na abordagem computacional de modatassn

Cisi e Kohn (2007, 2008) Elias e colaboradores (2012, 2013) por sua vez, optaram
por desenvolver modelos bicompartimentais e computacionalmente eficguesiao
representavam as dinamicas das condutancias ibnicas telep@eslentes seguindaresmo
formalismo de Hodgkin e Huxley (1952)estes trabalhos, a fim de reduzir o tempo de
computacapos autore®ptaram por utilizar a simplificagcao proposta por Dest€¢xB87) que

consiste emaproximar as taxas constantes poisos de transicdo detado com duracao
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finita, quandoo potencial de membraratingeum determinado limiarCisi e Kohn (2007,
2008) asenvolverammodelosde MNs com dendritos passivogo passo quélias e
colaboradores (2012, 2013) adicionarammoslelosuma™@ no compartimento dendritico.
Desta forma, foi possivel estudar comparativamemesposta ds modeloscom dendritos
ativo e passivpara diferentes intensidadeseaidgradas sinapticas.

A partir da evolucdo dos estudos gortacionais deMNs U apresentadanesta
resumida introdugdonotase que modelosnatematicossao utilizados pararepresentar
diversos comportamentos motoneuronais experimei@aistudo, os modelos desenvolvidos
anteriormente possuem simplificacfes quantbnamica das condutancias iéaéce alguns
deles sdomplementadogm linguagens de programacao de dificil acgssa a comunidade
de NeuroscientistasOutros modelogoram desenvolvidos em linguagens proprietagague
limita a larga utilizacdo destes modelos pela comunidade @antfssim sendo,h&
necessidadde se desenvolver modelos de MNJ computacionalmente eficientespntendo

dendritogpassiva, cuja dindmica segue o formalismo propostohpoagkin e Huxley (1952

3.20bjetivo

O objetivo do estudo apresentado neste Capfibultesenvolver modelos matematicos
bicompartimentaispiologicamente plausiveis e computacionalmente eficiededyINs U

dos tipos S, FR e FEontendo dendritos passivos.

3.3Metologia

3.3.1Descricdo dos modelos mtematicos deMNs com dendritos passivos

No presentecapitulg serdo apresentados m®delos matematicos de trés diferentes
tipos de MNs. A estrutura dos modelos foi baseada na proposta de Cisi e (R60O8)
Brevemente, a morfologia dddNs é sintetizada em apendsis compartimentos (modelos
bicompartimentais), urdendriticoe outrosomatico(Figura 3.). O compartimento dendritico
dos modelos é constituidoor elementos passivos, aeja, 'Y & e 0 6, enquanto que 0
compartimento somatico contémalém dos elementos passivos, condutancias ativas

(dependentes do tempo e do potencial de memprAsacondutancias ativas presentes no
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soma saorapida ded @ ('Q ), rapida dad ("Q ), lenta deb ("Q ) e persistente dé &

("Q ). As condutancia¥®) e"Q sd&o responsaveis petlecurso temporal do potencial de
acao(HODGKIN; HUXLEY, 1952) a condutanci& € responsavepelo decurso temporal

da AHP (REKLING et al., 2000; TRAUB, 1977) a condutanci&) € responsavel por

parte das caracteristicas lEC, que @esponavel por uma despolarizacédo sustentada do MN
(HECKMAN et al., 2008; HSIAO et al., 1998; LEE; HECKMAN, 2001, BENNETT,

2003) Esta ultima condutancia foi incorporada neste estudo para que se possa investigar

posteriormentesels efeitos nas alteracdes da excitabilidade motoneuronal durante o
desenvolvimento da ELAKUO et al., 2005)
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Figura3.1 Circuito elétrico equivalente que representa os modeldsNie

3.3.2 Equacionamentoe dinamicas dos rodelos de MI¢

Resolvendo o circuito elétrico apresentado na Figurapodese chegar asquacdes
diferenciais que descrevem o decurso temporal do potencial de membrana soméatico (Equacgéo

1) e dendritico (Equacéao 2).

— -0 60 0O MO ®o6 Q Q 6o O

M Q wo O (1)
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— —MQ ®d6 0 WHo »o (2

em que,w O é o potencial de membrana compartimenta (si soma;di dendrito) O e

'O sao os potenciais de equilibrio dos idns)e 0 , respectivamenté) é o potencial de
membrana no repouso, definido aqui como 0 mV;é a capacitancia de membrada
compartimento (Equacoése 7); "Q e "Q(Equacdes3 4 e 5) sdo as condutancias passivas de
acoplamentoe de fuga respectivamentéy @ wsdo as resisténcias de membrana do
compartimento;’Y & a resisténcia de membrana do MN como todo (Equacady 8)a
resisténcia de entrada (Equacao ®)as condutancias idm@ig ativas deQ , 'Q ,'Q e

"Q séo dadas pelagjgacéedOa 13.

Q —(3)

= (4)
“Q - z z (5)
i cz“zi Fatda (6)
8Q cz“21 @4 D8 a 7)
Yo o — 8)
Y& ———— 9)

em que.Y '@ a resistividade citoplasmatica,Ad s&oos comprimentos dos compartimesit
somatico e dendriticop ¢é a capacitancia de membrarai Qi ‘Qsdo os raios dos

compartimentos somatico e dendritico, respectivamente.

QG0 (10)
Q. Q N (11)
QN 0¢ (12)
N Qi (13)

em que;Q ,"Q ,"Q ,"Q sdo os valores maximos que as condutancias ibnicas ativas

podem atingire consistem enparametros dos modelas, h, p, n er, sdo variaveis de estado
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que representam a ativacéo e a inativacdo do carfdidetivacdo do canglersistentele
Na’, ativacao do canal rapido #é e ativacédo do canal lento HE, respectivamente.

As dindmicaglasvariaveis de estadambedecem ama equacéao diferencial genérica de

primeira ordem descrita pela Equaddpem quenpode ser substituido por, h, p, ner.

— | w0 p ®w I w0 ®w — (14)

enque® —— OQQAQE T &¢ ¢& G .

As taxas el , cujass unidade sacd i ,variam com ow e, a fim dese obter a
dindmica mais adequada para os modelosfopaen desenvolvidos neste projetavaliouse
diferentes propostas para as dinamicas dos canais idnicos representados nestédsestudo
Figuras 3.2 a3.5mostran a dependéncia das taxasel , dasvaridveis de estado em regime
permanentew e das constantes de temgas variaveis de estadd (com o potencial de
membrana. As curvas mostradasamobtidas a partir das funcdes reportadaditeraturaem
diferentes estudos computacion@a\l et al., 2002; JONES; BAWA, 2009; TRAUB, 1977)
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Figura 3.2.(A) Taxas| ,f ,| el dependentes t
potencial de membrana. (B) Varidvel de ativaga
canal del dem regime permanenté ( ) e constant
de tempo de ativacdo do canal ded (T ). (C)
Variavel de inativacdo do canal ded@em regim
permanenteQ ) e constante de tempie inativacéo c
canal de( & (f ). Estas dinamicas foram obtida
partir dasfun¢des reportadgsor Daiet al (2002).

Steady-state inactivation
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Figura3.4. (A) Taxas ,T dependentes do potencial de membréBaVariavel de ativacdo do carapido
de U em regime permanent& () e constante de tempo de ativagdo do cafgido de U (T &Estas
dindmicas foram obtidas a partir daa¢Besreportadas por Dai et al. (2002) e Trgub77).
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Figura3.5. (A) Taxas ,f dependentes do potencial de membrana. (B) Varidvel de ativacdo do can:
de 0 em regime permanenté ( e constante de tempo de ativagdo do canal lentd dg . Estas
dindmicas foram obtidas a partir das fung@ortadas no artigde Jones e Bawa (2009).

Devido as diferengcas morfolégicas entre os modelos previamente reportados na
literatura e e model proposts neste trabalho, foi necessario reparametrizaaxssU e b
de cada variavel de estafftquacded5a19). Note, no entanto, quapos a reparametrizacao,
as dependéncias das taxts varidveis de estado em regime permanemtaconstante de
tempo com o potencial de membrana (Fig®é a 3.9 sdo similares as mostradas na Figura

3.2a35
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dey em regime permanente () e constante de tempo de ativacéo do canal lento d¢ . Estas curva:
foram obtidas a partir das funcdes reparametrizadas estsigo (Equacédo 19

3.3.3 Parametros utilizados nos nedelos

Os parametros geométricos e eletrotbnicos do compartimento dendritico e somatico
adotados nos trés modelos de MNs (Tabdds e 3.2) foram baseados em estudos
experimentais anterioregalizados conMNs de gatosadultosanestesiado§~LESHMAN;
SEGEV; BURKE, 1988; RALL, 1992SCHWINDT; CRILL, 1984).

Tabela3.1. Parametros geomeétricos e eletrotdnicos do compartimento dendritico.

Parametros Tipo S TipoFR Tipo FF
Comprimento (mm) 6,15 7,45 9,35
Diametro (um) 52 73 88
Capacitancia especifica (UF/m 1 1 1
Resistividade cito 70 70 70

Resisténcia especifickY ¢ 12,55 8,83 6,50
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Tabela3.2. Parametros geométricos e eletrotdnicosatopartimento somatico.

Parametros TipoS  Tipo FR Tipo FF
Comprimento (um) 80 85 100,25
Diametro (um) 80 85 100,25
Capacitancia especifica (UF/&m 1 1 1
Resistividade cito 70 70 70
Resisténcia especificaYkc 1,10 1 0,80

Os parametros utilizados para os diferentes canais ibnicos adotados nos trés tipos de
MNs desenvolvidogoram obtidos na etapa de parametrizacdo dos modelos, a fim ds que
modelosrepresentassem caracteristieasontradas na literatura experimerjr exemplo,
caracteristicas da AHP e do P#éentre outas que serdomostrads na Secdo 3.4). Os

parametros utilizados encontrasa nal abela3.3.

Tabela3.3. Pardmetros das condutancias atwaks potenciais de equilibritms modelogsle MNs dos tipos,
FR e FF.

Parametros Tipo S Tipo FR Tipo FF
C (mS/cnf) 50 70 75
G (mS/cn?) 0,52 0,80 0,65
G (mS/cn¥) 2,80 4 1,35
G (mS/cn¥) 18 37 16
O 16 120 120 120
O 16 -10 -10 -10
o1 6 0 0 0
i (mv) 13 17 19,2
r (ms?) 0,025 0,058 0,062

3.34 Implementagdo computacional dos mdelos

Os modelos déMNs descritos na &ao 33 foram implementados em linguagem de
programacao PythoB.5, utilizando as bibliotecas do simuladoENMRON (CARNEVALE;
HINES, 2006; HINES; DAISON; MULLER, 2009) As equacdes diferenciais foram
resolvidas numericamente pelo método de Eaten um passo de integragéo deo,ms

Nesta etapa dprojeto, foram implementados modelmmntendo dendrito passivue
servimm de referénciaEstes rndelosrepresentanMNs lombares(dos tipos S, FR e FF) de

animais anestesiad@gatos)saudaveis
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3.3.5Protocolos de émulacdo

Simula¢gBes computacionais foram realizadas com injecdo de cerdatéeministicas
no compartimento somatico. As correntes injetadas variaram em fopodendo ser pulsps
correntes triangularesu rampasdependendo do comportamento do modelo que se desejou
avaliar. Nas secdes subsequentes, serdo descritos os protocolos utilizadtes alfiase de
parametrizagdgcaracteristicas da AHP e do P&, Y ¢ T § e validagadcaracteristicas de

disparos repetitivos, relagde$ acomodagédojos modelos.

3.3.51Resisténcia de entrada

Paraa determinacdo d¥ ¢ foram aplicadas coentes sublimings com amplitudes
variaveis {5 e 1nA) no compartimento somético e medie o valor em regime permanente
do potencial de membrana no sorAaY &foi obtida pelo coeficiente angular dzta de ajuste
da relacéo entre a corrente injetada gotencial de membraf6kERNELL, 2006; ZENGEL
et al., 1985

3.3.5.2 Constante de Tempo de Membrana

A z foi estimadano modelopor meio da inje¢cdo de pulsos hiperpolarizantes de 20
nNA e 1 ms de duracdo, basearsdono protocolo experimental descrito por Fleshman e
colaboradores (1988). Desta forma, o potencial de membrana se hiperpolariza
momentaneamente e obses&o retorno dpotencial de membrana ao potencial de repouso
conforme mostrado na FiguBall Considerando que o retorno do potencial de memim@ana
modelo é exponencial, apdés a aplicacdo da corrente hiperpolarizante, o potencial de

membrangode sedescrito pela Equgio 20

wo 6 A@pO, (20)

em qued é uma constante.

Aplicandose o logaritmo natural em ambos os lados da Equafaé possivel
observar que a relacéo entre o logaritmo do potencial de membrana e o tempo é descrita por

umafuncaolinear (Equacao 2l Portanto, para se estimar o valerzd , podese gerar um
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grafico do retorno do potencial de membrana em escalalegaitmica e, em seguida,

ajustar a curva por uma reta. A inclinacdo desta reta € igual a recipmca de
i o oy 118 (21)

Outro mébdo para se estimar o valor gle é a partir do produtoa’Y pelad , visto
que antes de se atingir o limiar de disparo deRAD MN se comporta aproximadamente

como umcircuito RC.

3.3.5.3 PaAimetros da hiperpolarizacéo posgpotencial de a¢gdo emplitude do potencial de
acao

A amplitude e o decurso temporal da AHP foram estimadas a partir de simulacdes nas
quais se injetou pulsos supraliminadest5 nA de amplitude duracdo d@,5ms similar ao
utilizado no estudo de Zengel e colaboradore8%L9A amplitude do potencial de acao,
definido como o valor maximo do potencial de membrana no soma apdés a aplicacdo de um
pulso supraliminar, foi determinada a partir do mesmo grafico obtido para determinacdo dos

parametros da AHP.

3.3.5.4Corrente de Rebase

A @ isto é, a minima amplitude de corrente injetada no soma do MN necesséria para
gue um potencial de acdo seja evocado, foi determinada por meio da injecdo de correntes com
diferentes amplitudes e duracdo de 100 ms. Esta metodologia tambéradalresdescricao
de Zengel e colaboradores (1985).

3.3.5.5 Disparos Repetitivos

A fim de se estudar a excitabilidade dos modd®#MNs foram aplicadopulsosde
corrente com25 nA e amplitude e duragédo de 100 rBsn seguidaforam avaliados os

disparogepetitivosdos MNs
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3.3.5.6 Adaptacao da frequéncia de disparos

A fim de se estudar a adaptacdo da frequéncia de disgasomodelos de MNs,
aplicouse pulsosle corrente de 25 nA de amplitude e duragao de 200 ms

3.3.5.7Relagbes frequénciacorrente (f-I)

Uma das maneiras de se obter esta relacdo € por meio da injecdo de correntes
triangulares no compartimento somat{éd.IAS; KOHN, 2013 LEE; HECKMAN, 1998a)
Esta metodologia foi adotada no presente estudo e as correntes triangulares foram lentas o
suficiente (10 segundos, sendo 5 segundos para a subida e 5 seguadosi@scida) para
gque os modelos de MNs se comportassem como se estivessem operando em regime
permanentPOWERS, 1993)As amplitudes maximas dos estilos foram de 1RA para o
modelo do tipo S, @nA para o do tipo FR e®bnA para o do tipo FF. As regides lineares na
fase de subida das curvad foram ajustadas por umaquacédo de retasendo que 0s

coeficientes angulares das retas fornecem o ganho (Hz/nA) das relacoes f

3.3.5.8 Acomodagéao

A analise desse fendmeno foi realizada neste trabalho por meio de injecbes de rampas
de correntexom 1000 ms deduracgaoe diferentes taxas de subida. Desta forma, a fim de
registrar a ocorréncia do primeiro PA, defisi® 0 primeiro instante (laténcia) em que a
derivada do potencial de membriaghiaVIEIRA, r el a
ELIAS, 2009) A laténcia encontrae marcada nas curvas TChfesholdLatency da Figura
3.26 como pontos vermelhd3s coeficientes de acomodacéao fordaerminadosascurvas
das raz6e¥F@ em funcao da laténci@m que) é a amplitude de corrente capaz de gerar um
PA a 1000ms de laténcig er a reobagdSCHLUE et al., 1974a, 1974b, 1974c)
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3.4.1 Resisténcia de entrada

Na Figura 3.10 observse um exemplo da variacdo dpem resposta a pulsos de

corrente de 1 nA e 100 ms de duracao, utilizados @analise d& £nos trés tipos de MNs

desenvolvidosOs valores déY ¢obtidos para osnodelos sédo apresentados na TalBela

Note que para todos os tipos MENs os valores estimados para os modelos matematicos

encontrarse dentro da faixaxperimental(intervalo de confianca de 95%gportada por

Zengel,et al.(1985).
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Figura 3.1Q0 Variagdes dos potenciais de
membranaao longo dotempo para corrents de
1InA e 100ns de duracaoutilizadas para a
determinacdo da resisténcia de entrada do:
modelos dos tipos S (A), FR (B) e FF (C).

Tabela3.4. Resisténciade entrada dos modeldss tiposS, FR e FF. Os valores entre parénteses foram obtidos
experimentalmente paMNs de gatos anestesiados (ZENGH#lal,1985).

Medidas Tipo S Tipo FR Tipo FF
Resisténcia de entrada (K} 1,6 (14 php 0,9 (09 o 0,6(0,6 Tp
Y 0,99 0,99 0,99










































































































































































































