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Resumo

A Internet das Bio Nano-Coisas ¢ um novo paradigma que visa proporcionar novas técnicas
remotamente controladas de deteccdo e atuagdo dentro do corpo humano. Para o desenvolvimento
desse paradigma, é necessdrio que sejam modelados e investigados modelos capazes de conduzir a
uma melhor compreensdo e uma detec¢io precoce de doencgas. A doenca de Alzheimer é uma doenca
neurodegenerativa cronica que causa perda de memdria e nio tem cura, sendo desenvolvida pelo acimulo
de placas do peptidio $-amildide. Essa doenga causa sérios danos em neurdnios e também em células
da glia, como os astrécitos. Por esse motivo, o presente trabalho investiga o efeito das placas de f3-
amildide em astrécitos com doenca de Alzheimer. Para tal, foi desenvolvido um modelo computacional
para a simulacio de um sistema de comunicagio molecular baseado na sinalizacdo de Ca®*, composto
de astrdcitos sauddveis e, também, de astrécitos acometidos pela Doenca de Alzheimer. O simulador foi
construido a partir de modelos matemadticos concebidos por meio de resultados experimentais, os quais
levam em consideracao a dinimica intracelular do astrécito, a dindmica do IP3, as jun¢des comunicantes,
os canais de cdlcio controlados por tens@o e o volume dos astrécitos. O simulador implementado também
leva em consideracdo as diferentes topologias de redes de astrdcitos, incluindo a rede de Grau Regular,
rede de Raio de Ligacdo, rede de Atalho e a rede Erdds-Rényi. Um resolvedor estocéstico proposto
em varias escalas captura a relacdo entre as reagdes intracelulares e intercelulares. Com isso, foram
avaliadas algumas métricas que sdo capazes de avaliar o desempenho deste sistema de comunicagdo, a
saber, a extensdo de propagac¢do, o atraso molecular, o ganho de canal, a capacidade do canal e o ruido
da comunicagdo. Os resultados revelam que as oscilacdes mais instdveis, mas a0 mesmo tempo mais
baixas, das redes de astrécitos sob a influéncia da Doenca de Alzheimer podem criar um efeito em varias
escalas na comunicacgdo entre astrécitos como maior atraso molecular, maior ruido na comunicagio,

menor ganho de canal e menor capacidade de canal em comparagio com astrécitos saudaveis.

Palavras-Chave: Comunicacdes Moleculares, Doenca de Alzheimer, Nanorredes, Engehanria de

Comunicacio.



Abstract

The Internet of Bio-Nano-Things is a new paradigm that can bring novel techniques of
detecting and acting remotely controlled within the human body. For the development of this paradigm,
it is necessary investigate models capable of leading to a better understanding and an early detection
of diseases and then develop it. Alzheimer’s disease is a chronic neurodegenerative disease that causes
memory loss and has no cure, being developed by the accumulation of plaques of the 3-amyloid peptide.
This disease causes serious damage to neurons and also to glial cells, such as astrocytes. For this reason,
the present work investigates the effect of 8 -amyloid plaques on astrocytes with Alzheimer’s disease. To
this end, a computational model was developed for the simulation of a molecular communication system
based on Ca* signaling, composed of healthy astrocytes and, also, of astrocytes affected by Alzheimer’s
Disease. The simulator was built from mathematical models designed by means of experimental results,
which take into consideration the intracellular dynamics of the astrocyte, the dynamics of IP3, the gap
junctions, the voltage-gated calcium channels and astrocytes volumes. The implemented simulator also
takes into account the different topologies of astrocytes networks topologies, including Regular Degree
networks, Link Radius networks, Shortcut networks and the Erdés-Rényi networks. A stochastic solver
proposed at various scales captures the relationship between intracellular and intercellular reactions.
Finally, some metrics were evaluated that are able to describe the communication system performance,
such as propagation extent, molecular delay, channel gain, channel capacity and communication noise.
The results show that the more unstable, but at the same time lower, oscillations of the astrocytes
networks under the influence of Alzheimer’s Disease can create an effect on various scales in the
communication between astrocytes such as greater molecular delay, greater noise in communication,

less gain channel and less channel capacity in comparison to healthy astrocytes.

Keywords: Molecular Communication, Alzheimer’s Disease, Nanonetworks, Communication

Engineering.
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Capitulo 1

Introducao

A possibilidade de uma futura integragdo de sistemas biolégicos com a Internet por meio
de dispositivos bionano moleculares, um paradigma chamado de Internet das Bionano-Coisas,
nos conduzird a interfaces celulares de alta resolu¢ao minimamente invasivas (Akyildiz et al. ,
2015).

Os dispositivos bionano implantdveis permitirdo o monitoramento remoto em tempo
real e o tratamento de doencas (Barros, 2017; Wirdatmadja et al. , 2017). Os mecanismos
moleculares que regulam a homeostase de sistemas bioldgicos sdo desenvolvidos para serem
completamente compreendidos por modelos matemadticos, que conduzem a uma completa
descricdo da propagacdo do sinal dentro das redes de comunicagdo bioldgica (Akan et al. ,
2017).

A drea da Comunica¢do Molecular tem focado seus esforcos, desde a década passada,
em prover esses modelos para a andlise de sistemas de comunicacdo em tecidos vivos que
apresentam diferentes transportadores de informac¢ao molecular; por exemplo, DNA, célcio,
hormonios ou sangue. Entretanto, ainda sdo poucos os esforcos empregados na compreensao
desses sistemas quando eles se encontram acometidos por uma doenga ou algum outro
mecanismo que conduz a um comportamento dessa natureza (Akan et al. , 2017).

As doencgas neurodegenerativas, como um todo, afetam 50 milhdes de pessoas
ao redor do mundo com um custo de tratamento anual de 818 bilhdes de dolares,
aproximadamente(Haughey & Mattson, 2003). Na Doenca de Alzheimer (DA), em particular,
existe a necessidade de um cuidado médico constante devido aos intimeros prejuizos que os
sintomas trazem ao individuo (Latulippe et al. , 2018).

Tanto a origem quanto a cura da doenca de Alzheimer estdo longe de serem
completamente conhecidas; além disso, a complexidade dessas desafiantes questdes de pesquisa
tem incentivado a utilizacdo de métodos interdisciplinares nos ultimos anos (Barros et al. ,

2018).



Introducio 2

As pesquisas acerca da Doenga de Alzheimer alcangcaram um progresso crescente pela
integracdo da neurociéncia com as dreas da ciéncia da computac@o, nanotecnologia, biologia
sintética e engenharia de comunicacdo. Nas ultimas décadas, os pesquisadores estdo focados

em duas novas abordagens da DA (Latulippe et al. , 2018):

1. Estudo sobre como essa patologia afeta na perda de informacao neuronal no cérebro;

2. Desenvolvimento de modelos de doengas que potencialmente permitam o progresso
da pesquisa para a descoberta de medicamentos, e teste com precisos modelos

computacionais.

A propagacdo de informac¢do molecular dentro do cérebro, em particular, envolve
diferentes tipos de células (neuronais e nao-neuronais), o que corresponde a diferentes
tipos de sistemas de comunicacdo. A organizacdo dos astrocitos, uma célula glial presente
no sistema nervoso central, em suas diferentes topologias de redes, tem sido estudada
para uma caracterizagdo detalhada da propagacdo dos sinais de informacdo dessas células.
A neurodegeneracdo também afeta a propagacdo do sinal, uma vez que eles interferem
diretamente com a organizacdo do cérebro em multiescala, o que inclui os caminhos dos sinais
intracelulares, as comunicacgdes intercelulares e as topologias de redes hierarquicamente mais
elevadas (Lallouette et al. , 2014a).

Uma vez que a propagacdo do sinal de comunicagdo molecular em doencgas
degenerativas € uma abordagem interessante para a compreensdo, em nivel molecular,
de processos neurodegenerativos, uma andlise que leva em consideracdo uma modelagem
intracelular e intercelular, neste cendrio, € um passo fundamental para uma descricdo mais
detalhada da fisiologia celular e a distribuicao espacial do sinal, que pode ser obtida por meio
de uma simulacdo computacional em multiescala (Barros et al. , 2018).

Na DA, a propagacdo intracelular de informacdo de cdlcio dentro de células ndo-
neuronais, como os astrdcitos, impacta na propagacdo das sinapses tripartite das células
neuronais, causando a perda de conexdo (Hardy & Allsop, 1991; Selkoe & Hardy, 2016).
A hipétese do peptideo B-amiléide sugere que a acumulacdo de 3-amildide no cérebro é a
principal causa da doenca de Alzheimer e muda o comportamento das sinapses (Hardy &
Selkoe, 2002; Selkoe, 1991; Latulippe et al. , 2018).

Nesta hipotese, a formagado de placas e fibrilos de f-amiléide — uma proteina de 40-

42 aminodcidos de auto-agregacdo — como um resultado de um processo de desequilibrio
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subjacente, provoca um lento acumulo desses peptideos que pode alterar os processos de
sinalizagcdo de célcio, levando a falha sindptica e a morte neuronal. Apesar da ligagdo entre
o f-amildide e a homeostase do célcio intracelular ainda ndo estar clara, inimeros estudos
fornecem crescentes evidéncias de que o 3-amildide interfere diretamente no in/ositol trifosfato
(IP;) (Demuro & Parker, 2013; Matrosov et al. , 2017), nas jun¢des comunicantes (Haughey
& Mattson, 2003; Cruz et al. , 2010), nos canais chaveados por tensdo com membrana
celular (Zeng et al. , 2009a) e no volume da célula (Olabarria et al. , 2010).

Diante disso, no presente trabalho, foi analisado o processo de sinalizac@o intracelular
de calcio sob a influéncia do 3-amildide, como uma forma de observar o efeito da DA dentro
de nanoredes de astrécitos. A partir dos resultados de experimentos e de modelos biolégicos
computacionais, foram extraidas informagdes que determinam como o f3-amildide afeta a
sinalizag@o intracelular de célcio e, dessa forma, criou-se um novo modelo computacional
que leva em consideracdo as mudangas no caminho do calcio: a dindmica do IP,', as juncdes
comunicantes, a membrana celular e o volume celular.

Além disso, também foi desenvolvido um modelo de simulacdo que levam em
consideragdo, tanto o processo de sinalizagdo intracelular quanto o processo de sinalizagcdo
intercelular, por meio do qual serdo quantificados os parametros de propaga¢do do sinal dentro

das redes de astrocitos.

1.1 — Motivacao

O desenvolvimento desta nova abordagem computacional pode beneficiar a pesquisa
da DA, fornecendo novas perspectivas sobre a caracterizagdo da comunicacdo molecular de
doencas em tecidos bioldgicos, como os astrocitos.

As principais contribui¢des sdo:

w Um modelo computacional da doenga de Alzheimer baseado na influéncia das placas

pB-amiléide sobre a propagacdo do cdlcio na célula.

w Implementacao de diferentes topologias de redes de astrdcitos, incluindo a rede de Atalho,

a rede de Grau Regular, a rede Erdos-Rényi e rede de Raio de Ligacao.

nositol trifosfato (IP3) é uma molécula de mensagem secunddria que viaja através do citosol e estimula a
liberagdio de Ca?* do reticulo endoplasmético para o citosol.
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[ 2

Quantificacao dos efeitos em multiescala da DA nos niveis intracelular e intercelular, e

em nivel de rede.

1.2 — Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho € desenvolver um algoritmo capaz de simular o

processo de sinalizacdo de Célcio (Ca®") em um tecido celular tridimensional de astrécitos com

diferentes topologias de acoplamento das jun¢des comunicantes em uma rede de astrdcitos,

considerando-se dois cendrios distintos: um tecido saudavel e um tecido acometido pela doenca

de Alzheimer — considerando a hipétese do f-amildide. Com isso, serdo avaliados alguns

parametros de comunicagao.

1.2.1 - Objetivos Especificos

I 2

I 2

[ 2

I 2

11

1.3

Estudar e implementar os modelos matematicos mais recentes que descrevem o processo

de sinalizacdo de Ca?* em um tecido de astrécitos;

Estudar os efeitos causados pela Doenca de Alzheimer (hipdtese do f-amildide) sobre

todos os componentes presentes em um tecido de astrocitos;

Definir um novo modelo computacional que leva em consideracdo os efeitos do
B-amiléide no processo de sinalizacdio de Ca®' e realizar a sua implementagio

computacional;
Avaliar o processo de sinalizagio intracelular de Ca** nos astrécitos nos dois cendrios;

Avaliar a dindmica de propagac¢do de cdlcio no tecido de astrécitos, considerando quatro
topologias de acoplamento das jun¢des comunicantes, com base em cinco parametros de
comunicacdo: extensdao de propagacdo, ganho do canal, atraso molecular, capacidade do

canal e ruido na comunicagao.

— Estado da Arte

A pesquisa sobre a sinalizacdo de cdlcio em astrcitos € uma tentativa recente de

descrever as leis que governam a propagacdo da informagdo no cérebro, relacionando os

astrocitos e os neuronios (Giaume, 2010). Muitos pesquisadores, através dos anos, forneceram
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a base matematica para a sinalizac¢do de célcio em astrécitos (Goldberg et al. , 2010; Fujii et al.
, 2017; Matrosov et al. , 2017; Manninen et al. , 2017; Lenk et al. , 2016; Wallach et al. , 2014;
Szabd et al. , 2017).

Como existe uma relacdo dual intrinseca com o0s neurdnios, os astrocitos podem
alterar significativamente a plasticidade sindptica dos neurdnios. Sua organiza¢do em rede,
a partir de entdo, tem um impacto fundamental no fornecimento de informagdes aos neurénios
codificadas em muitas moléculas diferentes, que regulam tanto sua energia quanto seu
funcionamento (Giaume, 2010).

Evidéncias experimentais permitem a observacdo da propagacdo de ondas de cdlcio
dentro de redes de astrdcitos, confidvel em sua regido cerebral, mas comumente exibindo
dependéncia da topologia na dinamica de propagacao de informagao (Lallouette et al. , 2014a).
Por exemplo, este fendmeno € descrito em trabalhos sobre os glomérulos olfativos (Roux et al.
,2011) ou o cértex somatossensorial (Houades er al. , 2008).

Modelos computacionais sao suficientes para descrever com precisdo a mesma
propagacdo de ondas de cdlcio dos experimentos com a variagdo da topologia. No entanto,
o uso das abordagens experimentais €, muitas vezes, limitado a observar o impacto total
da propagacdo do sinal de cdlcio nestas topologias de rede de astrdcitos. Os resultados
intracelulares e os modelos de saida ndo sdo usados em termos de funcionamento da rede
e mudancas. Modelos computacionais moleculares podem ser introduzidos para quantificar
a variabilidade da propagacdo do sinal, e os modelos resultantes podem ser responsdveis
pelas propriedades de comunicagio intercelular dos astrdcitos, ou seja, juncdes comunicantes,
organiza¢do darede e entendimento da atividade da populacdo celular (Lallouette ez al. , 2014a).

A pesquisa de Alzheimer tem se concentrado historicamente em abordagens
experimentais que analisaram a génese da doenca, e o resultado final é a hip6tese do 3-amiléide.
Existem outros peptideos que também estdo correlacionados com a génese da DA, incluindo
a hipdtese T Volgyi et al. (2015). Os pesquisadores ndo descartam a possibilidade de que
esses peptideos trabalhem juntos, no entanto, a pesquisa atual sobre a génese da DA € lenta
devido aos numerosos esforcos experimentais na validacdo dessas hipdteses. Em particular
aos astrdcitos, os estdgios mais avancados da compreensdo da DA e sua sinalizacdo de cdlcio
estdo distribuidos em trabalhos que consideram o trifosfato de inositol (IP;) (Demuro & Parker,

2013; Matrosov et al. , 2017), as jungdes comunicantes (Cruz et al. , 2010; Haughey & Mattson,
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2003), os canais dependentes de tensdo com a membrana celular (Zeng et al. , 2009b) e o volume
celular (Olabarria et al. , 2010).

Mais recentemente, os pesquisadores comegaram a criar modelos computacionais para
ajudar o pesquisador no entendimento de como a DA afeta o cérebro, em diferentes tipos de
células (Latulippe et al. , 2018; Toivari et al. , 2011; De & Dupont, 2013). No entanto, ndo
ha nenhum esforco para compilar os recentes avangos experimentais da literatura em um novo
modelo computacional, além disso, ndo ha esforcos em analisar como os danos causados a
sinalizacdo de cdlcio, sob a influéncia da DA — de uma abordagem molecular computacional
com o f3-amiléide —, pode afetar as redes inteiras de astrécitos (Barros et al. , 2018).

Observando os trabalhos ja publicados, pode-se inferir que as técnicas de modelagem
em pesquisas da DA € muito limitada. A partir da literatura é possivel notar que a investigacao
experimental dos principios moleculares da DA € limitada para obter sua compreensao global;
por exemplo, ndo € possivel visualizar a relagdo entre a comunicacdo molecular da rede de
astrocitos e a organizacgdo espacial dessa rede (Pitta et al. , 2009).

Modelos computacionais moleculares sdo bem aceitos na drea de pesquisa de biologia
da sinalizacdo de cdlcio com uma pluralidade de modelos que sdo validados através de
experimentos, incluindo variabilidade astrécito a astrécito de pardmetros de sinalizacdo
intracelular, regeneracdo IP; local, subtipos de receptores, afinidade de canais de recepcdo
de IP; em depdsitos de cdlcio ou cinética de transporte de IP; através de juncOes
comunicantes (Hofer er al. , 2002; Lallouette ef al. , 2014a; Iacobas er al. , 2006).

Os astrécitos também foram estudados no campo das comunicacdes moleculares com
o duplo objetivo de entender tanto as suas propriedades naturais de comunica¢do quanto a
transmissao de informagdes artificiais. Barros ef al. (2015a) compararam como o desempenho
de comunicacdo natural dos astrécitos difere de outros tipos de células, incluindo células
musculares epiteliais e lisas. Para isso, os autores utilizaram as métricas de ganho do canal,
atraso molecular, capacidade do canal, dentre outros parametros.

Mesiti et al. (2015) adotaram uma abordagem diferente, estudando como os astrécitos
se comunicam com os neurdnios nas sinapses tripartites. Mais recentemente, Barros & Dey
(2017b) desenvolveram um controle do célcio no citosol dos astrcitos mediante estimulacao
celular pré-definida, o que permitiu o desenvolvimento de um sistema de comunicagdo
eficaz que permite um 6timo desempenho na transmissdo de bits em comunicagdes de curto

alcance (Barros & Dey, 2017a).
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A aplicacgao dos estudos supracitados na biologia e medicina, através de novas técnicas
de nanobiossensores (Barros et al. , 2014), pode produzir um grande impacto interdisciplinar;
no entanto, ainda existem grandes problemas de modelagem e projeto de sistema. Uma delas é
a configuracdo de topologias de redes 3D astrocitdrias que compdem os tecidos (Barros et al. ,
2018).

Em Pitta er al. (2009), existem vdrias topologias de rede de astrdcitos que nao foram
levadas em consideracdo na literatura de comunicacdo molecular. Este tipo de abordagem
também € importante para outros tipos de células, onde suas formas nao-lineares e configuragao
heterogénea podem levar a um grande impacto no desempenho do sistema de comunicagdo.
Além disso, o sistema de comunicagdo molecular baseado na sinalizacdo de célcio, sob cendrios
de doenga, também € uma abordagem ausente para alcancar um quadro teérico completo.

A Tabela 1.1 apresenta um resumo das principais referéncias, previamente citadas, que
foram utilizadas como base para o presente trabalho, e dentre as quais foram exploradas as

lacunas presentes.

Tabela 1.1 — Resumo das principais referéncias utilizadas no desenvolvimento do trabalho.

Autor | Ano | Contribuigéo

Influéncia da DA sobre os canais

de Ca* controlados por tensdo.

Modelo matematico para a dindmica de

Ca?" intracelular nos astrécitos.

Olabarria et al. 2010 | Influéncia da DA sobre o volume do astrocito.
Efeitos do 3-amil6ide nos sinais de Ca®*

Zeng et al. 2009

Lavrentovich & Hemkin | 2010

Toivari et al. 2011 | . ‘- .

intracelular em astrdcitos corticais de ratos.
Demuro & Parker 2013 | Influéncia da DA sobre o IP;.

Modelo computacional para a simulagdo da
Lallouette et al. 2014 | comunicagdo intra e intercelular de astrécitos

considerando diferentes topologias de rede.
Barros ef dl. 2015 Comparagdo do desempenho da comunicagdo de

astrdcitos com outros tipos de células.

Fonte: Elaborada pelo autor.

No presente trabalho, foram exploradas essas lacunas presentes na literatura, modelando
as topologias de redes de astrécitos em um sistema de comunicagdo molecular baseado na
sinalizacdo de cdlcio e, dessa forma, melhorando os esforcos existentes na compreensao desse
complexo canal de comunicagdo. Estendeu-se, também, esse modelo para considerar a presenca

de DA nesses sistemas de comunica¢do, com o intuito de analisar a propagacdo do sinal dentro
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das redes de astrécitos quando esse tipo de neurodegeneragao estiver em estagios posteriores de

desenvolvimento.

1.4 — Estrutura do Texto

Este trabalho de Dissertacdo de Mestrado estd organizado em cinco capitulos que
compreendem todos os aspectos tedricos acerca dos topicos associados a drea da pesquisa, bem
como a metologia empregada e os resultados obtidos neste trabalho.

Além deste capitulo introdutério, no Capitulo 2 serdo apresentados os conceitos
biolégicos envolvidos na dindmica da sinalizacdo de cdlcio nos astrécitos, bem como 0s
conceitos relacionados a doenca de Alzheimer e a sua influéncia nesse processo de sinalizagdo.
Além disso, este capitulo aborda a modelagem matematica do processo de sinalizacdo de
calcio, considerando um tecido saudavel e um tecido acometido pela doenca de Alzheimer.
Os diferentes modelos de topologias da rede de astrécitos também serdo descritos.

O Capitulo 3 € dedicado a descri¢cdo da metodologia que foi empregada nesse trabalho
para o desenvolvimento do simulador computacional utilizado para analisar o processo
sinalizacdo de Ca*" em ambos os cendrios descritos no Capitulo 2, bem como os parimetros
mensurados.

O Capitulo 4 contém os primeiros resultados obtidos para os parametros de comunicacao
mensurados, assim como a andlise desses resultados. Por fim, as conclusdes, as sugestdes para
trabalhos futuros e os artigos publicados sdo apresentados no Capitulo 5, sendo este seguido

pelas referéncias utilizadas neste trabalho.



Capitulo 2 A

Sistema de Comunicacao Molecular baseado na Sinalizacao

de Calcio

Neste capitulo serdo apresentados os principais conceitos tedricos e matematicos
necessarios para a compreensdo dos processos bioldgicos, bem como a modelagem desses
processos. Na Secdo 2.1 serdo apresentados os conceitos bioldgicos relacionados a um tipo
especifico de comunicagio molecular baseada em difusdo: a sinalizacdo de Ca**. Na Secdo 2.2
serdo apresentadas algumas informacdes sobre a Doenca de Alzheimer, bem como a sua
influéncia no processo de sinalizacao.

As Secoes 2.3 e 2.4 descrevem os modelos matematicos dos canais de comunicacio
compostos por um tecido sauddvel e um tecido acometido pela doenca de Alzheimer,
respectivamente. A Sec@o 2.5 descreve os padrdes de sinapses dos neurdnios, enquanto a
Secdo 2.6 descreve as diferentes topologias de acoplamento das jungdes comunicantes. Sendo
assim, todos esses conceitos explorados nas préximas secdes serdo de suma importancia para a

compreensao do canal de comunicagdo que serd estudado no presente trabalho.

2.1 — Conceitos Biologicos sobre a Sinalizacao de Calcio

Nos udltimos anos, uma crescente comunidade de pesquisa se formou em torno de
modelos de comunicacdo bioldgica em nanoescala, um campo de pesquisa conhecido como
Comunicagdes Moleculares (Kilinc & Akan, 2014; Atakan et al. , 2012; Akyildiz & Jornet,
2010; Kuran et al. , 2012; Akyildiz et al. , 2012).

Desde o nascimento deste campo de pesquisa, inimeros componentes € processos
bioldgicos foram analisados quanto a adequacao para a realizacao de sistemas de comunicagao

molecular, incluindo: sistemas baseados em difusdo (Pierobon & Akyildiz, 2011, 2013, 2014),
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comunicacao baseada em bactérias (Balasubramaniam & Lio, 2013), FRET' (Kuscu & Akan,
2012; Kuscu et al. , 2012) e a comunicacdo baseada em neuronios (Malak & Akan, 2013;
Balasubramaniam et al. , 2011).

Um processo particular de sinalizagdo bioldgica proposto como base para a comunicacao
molecular, que € encontrado na maioria dos sistemas multicelulares, € a sinalizacdo de célcio
(Ca®*). A sinalizagdo de Ca*" é um processo de comunicagio de curto alcance comumente
usado por células dentro de um tecido. A propagacdo de Ca?' pode ser dividida em dois
estagios: sinalizagc@o intracelular e intercelular (Nakano ef al. , 2007), como pode ser visto
na Figura 2.1.

A sinalizacdo intracelular resulta da estimulagdo interna que leva a geracdo, amplificacao
ou remog¢do das concentracdes de Ca®" citosélicas (no interior do citosol). A sinalizacdo
intercelular envolve a propagac¢io do Ca*' citosélico em todo o tecido celular, por meio da
difusdo. A difusdo de fons Ca*" ¢ mediada por portas que ligam duas dreas citosélicas das
células; essas portas sdo denominadas jungdes comunicantes (Barros et al. , 2015b).

A sinalizacdo intercelular de Ca®" é central para vdrios fins fisiolégicos e regulatérios
(por exemplo, crescimento e proliferacao celular, fertiliza¢do, contracdo muscular, transmissao
neuronal, motilidade? celular e diferenciaco), e € iniciada pela estimulacio de IP;, ou através
de sinalizacao hormonal ou neurotransmissora (Barros et al. , 2015b).

A Figura 2.1 ilustra uma versdo simplificada da sinalizacdo de Ca*", incluindo os

processos de sinalizacao intracelular e intercelular.
Figura 2.1 — Sinalizacio de Ca®".

Bombas
de célcio

Liberacao de calcio a partir
de canais sensiveis ao IP:

Membrana Plasmatica

Estimulo

difuséo ,*e

. ~ ’ . . " '
Liberacéo de C?‘C‘P a partir Juncdes comunicantes  Proteinas sensiveis ao calcio
de canais sensiveis ao calcio

Fonte: Adaptado de (Nakano & Liu, 2010).

'FRET é um método de comunicacio molecular baseado na transferéncia de energia de ressonincia de Forster.
’Habilidade de se mover espontinea ou ativamente, consumindo energia no processo.
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Na célula, Ca®>t é armazenado no reticulo endoplasmético (RE), que libera Ca®* para
o citosol via canais de liberacdo de cdlcio. Existem dois tipos de canais: um tipo que
nio é sensivel ao Ca®" (sensivel ao IP,) e um tipo sensivel ao Ca*". Quando os estimulos
externos (por exemplo, sinais hormonais) chegam aos receptores de superficie celular (R), s@o
produzidas moléculas de mobilizacdo de calcio (por exemplo, inositol 1,4,5-trifosfato ou IPy),
que difundem no citosol e produzem canais insensiveis a Ca*" para liberar Ca* do RE. O Ca**
liberado difunde-se livremente no citosol enquanto € amplificado através de canais sensiveis ao
Ca?*, e/ou removido no citosol (Nakano & Liu, 2010).

Os trés principais processos envolvidos na sinalizagdo de Ca*", descritos acima, sio

difusdo, amplifica¢do e remog¢ado (Nakano & Liu, 2010):

w Difusdo: Ca* difunde espacialmente no citosol, incluindo o citosol de células adjacentes

nos casos em que os canais de jungdes comunicantes sdo formados entre as células.

w Amplificacdo: O Ca®* é amplificado no citosol através de canais sensiveis ao Ca®*,
conhecido como Liberagdo de Célcio induzida pelo Célcio (CICR, do inglés, Calcium-
induced calcium release). No CICR, Ca?* liga-se diretamente aos canais sensiveis ao
Ca?*, que se abrem para liberar Ca?*. O Ca?" liberado ativa ainda mais os canais. Essa
realimentacdo positiva permite a auto-amplificacio de Ca®" e aumenta rapidamente a

concentragdo de Ca®* citosélico.

w Remogdo: O Ca®* citosdlico livre é removido por vdrios mecanismos (Hilton Arlington,
2008; Eckford, 2007), incluindo bombas de Ca*" da membrana plasmética (isto é, Ca?*-
ATPase) que expulsam o Ca?" citosélico para o espaco extracelular e organelas celulares

que isolam o Ca*, resultando na diminui¢do da concentracdo de Ca** citosélico.

Esse esquema de comunicacdo bioldgica é encontrada em uma variedade de tipos de
células, incluindo: astrdcitos (Scemes & Giaume, 2006; Scemes et al. , 2007) (abordados
na Secdo 2.1.1), neurdnios (Charles et al. , 1996), epitélio (Motoyama et al. , 1999; Robb-
Gaspers & Thomas, 1995), endotélio (Gomes et al. , 2006), musculo liso (Halidi et al.
, 2011), cardiomidcitos (Suadicani et al. , 2000), hepatdcitos (Gaspers & Thomas, 2005),
ostedcitos (Jgrgensen, 2005), condrdcitos (Kono et al. , 2006), rim (Peti-Peterdi, 2006),
glandula mamaria (Enomoto et al. , 1992), mastro (Osipchuk & Cahalan, 1992), pancreas (Yule

et al. , 1996) e queratindcitos (Koizumi et al. , 2004).
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Na Figura 2.2, o processo de sinalizacdo de Ca*>* é mapeado para um modelo de sistema
de comunica¢do. O mecanismo de liberagio de Ca*" é considerado como o transmissor, a
propagagio de Ca®* através do tecido é considerada como o canal, e, por fim, o receptor é
representado pelas regides das células, onde o nivel de concentragio de Ca?" é mensurado
e analisado. As células sdo conectadas, como mencionado anteriormente, via juncoes
comunicantes, as quais, uma vez abertas, permitem a propagacio de Ca®>* de uma célula para
outra. A Figura 2.2 destaca um tipo de célula que utiliza 0 mecanismo de sinalizacdo de Ca?*,
0s astrdcitos.

Figura 2.2 — Diagrama de blocos que delineia o modelo de comunicagdo molecular baseado em sinalizagio
de Ca*.

i
————

Astracitos

o
o

Jungdes Comunicantes

I
Mecanismo de | 1 | |

. " - 1 Absorcdo de
Lib d Propagacao
iberagdo de —‘—l" pagacg — P Cant

CaZ+

===

! Receptor (Rx)

———————————————————————————————

Fonte: Adaptado de (Barros ef al. , 2015b).

2.1.1 — Astrocitos

O cérebro € uma montagem de células organizadas em uma estrutura altamente refinada.
Sua func¢d@o no organismo animal € processar a informacao recebida do meio ambiente através

dos 6rgdos sensoriais, bem como de sua prépria atividade, e elaborar diferentes respostas

3

bioldgicas que sdo executadas pelos 6rgdos efetores’. O sistema nervoso € formado por dois

3Constituidos por musculos e glandulas, so 6rgios que recebem estimulos do Sistema Nervoso Central e atuam
sobre um sistema muscular ou glandular j4 existente na anatomia humana.
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grandes tipos celulares, os neur6nios e as células gliais — ou células da glia (Araque & Navarrete,
2010).

As células da glia estdo presentes no sistema nervoso em um numero de 10 a 50 vezes
maior em relagdo aos neurdnios. No sistema nervoso periférico existem dois tipos de células da
glia, as c€lulas de Schwann e as células de satélite; enquanto no sistema nervoso central (SNC)
existem quatro tipos diferentes: oligodendrdcitos, microglia, astrdcitos e células ependimarias,

como € possivel observar na Figura 2.3 (Silverthorn, 2010).

Figura 2.3 — Células da glia do sistema nervoso central.

Interneurénios Célula
| ependimédna

=t et

Secgio da medula espinal

Naduls Mialina (corte) Oligodendrocitos Capilar

Fonte: (Silverthorn, 2010).

A partir das descri¢Oes originais da base celular do sistema nervoso, os neurdnios foram
prontamente reconhecidos como os principais elementos celulares envolvidos na transferéncia
e processamento de informagdes, talvez porque mostram processos celulares que se estendem
para 6rgdos sensoriais, musculos e glandulas. Além disso, como a eletricidade era conhecida
como fundamental na funcdo do sistema nervoso, o fato de que os neur6nios fossem
eletricamente excitantes ainda apoiava essa ideia.

Por outro lado, as células gliais e, em particular, os astrocitos — o tipo de células gliais
mais abundante no sistema nervoso central — foram considerados por desempenhar papéis de
apoio simples para os neuronios, provavelmente porque eles ndo possuem processos longos que

conectam Orgdos sensoriais e efetores (Araque & Navarrete, 2010).
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Os astrécitos sao conhecidos por desempenhar papéis relevantes em numerosos
processos de desenvolvimento e fisiologia do sistema nervoso central, como suporte tréfico
e metabdlico para neurdnios, sobrevivéncia, diferenciacao neuronal e orientagdao neuronal. Eles
também sao elementos-chave na homeostase cerebral, regulando as concentragdes locais de fons
e neurotransmissores (Schousboe, 2003; Huang & Bergles, 2004; Seifert & Steinhéuser, 2001;
Wallraff et al. , 2006) e no controle do fluxo sanguineo cerebral (Zonta et al. , 2003; Metea &
Newman, 2006a; Gordon et al. , 2007a; ladecola & Nedergaard, 2007).

Apesar disso, os astrocitos continuavam a ser considerados como células passivas que
ofereciam suporte tréfico, estrutural e metabdlico para os neur6nios, sem participar ativamente
do processamento da informagdo pelo sistema nervoso (Zonta et al. , 2003; Metea & Newman,
2006b; Gordon et al. , 2007b). No entanto, a evidéncia obtida nos ultimos anos desafiou
o conceito de astrécitos como elementos passivos que simplesmente fornecem as condi¢des
adequadas para a funcdo neuronal apropriada e, em vez disso, indicam que os astrécitos
desempenham um papel ativo como processadores de informagdes no funcionamento do
cérebro (Araque & Navarrete, 2010).

Como a funcio neuronal se baseia, principalmente, nos sinais elétricos e os astrocitos
nao sdo células eletricamente excitdveis, eles foram largamente negligenciados como células de
sinaliza¢c@o ao considerar a funcao da rede neuronal. No entanto, o uso de corantes fluorescentes
sensiveis ao Ca?*, que monitora os niveis intracelulares de ions em células vivas, demonstrou
que os astrdcitos apresentam uma forma de excitabilidade celular com base em variacdes da
concentracio de Ca?* no citosol, em vez de mudangcas elétricas na membrana (Perea & Araque,
2005; Cornell-Bell et al. , 1990; Charles ef al. , 1991)

Os neur6nios usam os gradientes eletroquimicos em toda a membrana plasmatica
para gerar sinais elétricos devido a alta expressdo de canais especificos de fons ligados e
de tensdo (Hille et al. , 2001). Os canais de tensdo expressos pelos astrdcitos funcionam
principalmente como um mecanismo para a manuten¢do homeostatica dos niveis extracelulares
de fons, com implica¢gdes menores, se houver, para a sinalizacdo celular (Seifert ez al. , 20006).

Em contraste, os astrécitos utilizam principalmente o Ca®" armazenado no reticulo
endoplasmético como fonte de Ca*" citoplasmatico, que atua como sinal celular. Portanto,
enquanto os neurdnios baseiam sua excitabilidade celular em sinais elétricos gerados através da
membrana, os astrécitos baseiam sua excitabilidade celular em variacdes da concentracdo de

Ca** no citosol. Essas variacdes de Ca** podem servir como um sinal intracelular e intercelular
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que pode se propagar no proprio astrocito e entre astrécitos, sinalizando para diferentes regides
da célula e para diferentes células. Este sinal de calcio pode estimular diferentes respostas com
implicagdes importantes para a funcao neuronal (Perea & Araque, 2005).

Durante um longo periodo, a sinalizacdo intercelular de transferéncia e processamento
fundamental no cérebro foi considerada como ocorrendo exclusivamente entre os neurdnios.
No entanto, estudos realizados nos dltimos anos, estabeleceram a existéncia de sinalizag¢do
bidirecional entre neur6nios e astrécitos. A excitabilidade celular baseada em célcio exibida
pelos astrécitos pode ser desencadeada pela atividade neuronal e sindptica através da ativacao
de receptores de neurotransmissores expressos por astrocitos (Perea & Araque, 2005).

Por sua vez, as elevacdes de cdlcio nos astrécitos estimulam a liberacdo de diferentes
substancias neuroativas — chamadas gliotransmissores — como o glutamato, o ATP* e a Serina’,
que regulam a excitabilidade neuronal e a transmissdo sindptica (Haydon, 2001; Volterra &
Bezzi, 2002; Perea et al. , 2009). Essas descobertas levaram ao estabelecimento de um novo
conceito na fisiologia sindptica, a sinapse tripartite, na qual os astrécitos trocam informagdes
com os elementos sindpticos neuronais. Consequentemente, os astrocitos sao parte integrante
das sinapses, envolvidos ndo apenas no controle homeostatico passivo de condi¢des adequadas
para a fun¢do sindptica, mas também ativamente na fungdo sindptica (Araque et al. , 1999; Perea
et al. ,2009).

Um neurdnio tipico no sistema nervoso central de mamiferos pode entrar em contato
com milhares de terminais sindpticos e consequentemente pode receber uma grande riqueza de
informacodes sindpticas que devem integrar e ser processadas para elaborar um tnico sinal de
saida sob a forma de potenciais de ac¢ao transmitidos pelo axonio. Essa integragcao se baseia em
propriedades funcionais dos neurdnios, incluindo a capacidade de resposta seletiva a diferentes
sinais de entrada e a existéncia de propriedades intrinsecas neuronais que representam a relacao
entrada-saida ndo-linear (Llinas & Sugimori, 1980; Agmon-Snir et al. , 1998).

As descobertas mostram que os astrcitos ndo respondem passivamente as sinapses
realizando uma leitura linear do nivel da atividade sindptica. Em vez disso, experimentos
mostram que os astrocitos apresentam resposta seletiva a insumos sindpticos especificos,
revelando uma excitabilidade baseada em calcio que exibe relacdes de entrada-saida nao-

lineares e possui propriedades intrinsecas que concedem essa nao-linearidade (Araque, 2008),

* Adenosina trifosfato é uma molécula de alta energia, necesséria para as diferentes fungdes das células, tais
como contragdo, funcionamento de bombas idnicas e processos secretérios de hormdnios e citosinas.
SUm dos aminoacidos componentes das proteinas nos seres vivos.
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o que significa que a comunica¢@o neurdnio-astrécito apresenta propriedades de processamento
complexo de informagdes que sdo classicamente consideradas exclusivas da comunicagdo
neurdnio-neurdnio. Isso também indica que os astrcitos podem ser considerados como
processadores celulares de informacao sindptica (Perea et al. , 2009).

Os astrécitos sdo conhecidos por desempenhar papéis importantes na homeostase® do
ambiente extracelular, proporcionando condi¢des adequadas para o funcionamento adequado
de neurdnios e sinapses. Como o0s processos astrociticos sdo elementos subcelulares
altamente dindmicos, capazes de mobilidade, retracdo e extensao, os astrocitos podem moldar
dinamicamente o espaco extracelular, o que pode ter um forte impacto na rede neuronal,
influenciando a difusdo extracelular de neurotransmissores (Sykovd & Nicholson, 2008;
Theodosis et al. , 2008).

Os limites estruturais e funcionais impostos pelos astrocitos causam um grande impacto
nas redes neuronais, favorecendo o controle da hiperexcitabilidade neuronal e da atividade
epiléptica. Além disso, eles conferem uma comunicagdo ponto-a-ponto entre os neurénios ou,
alternativamente, permitem uma a¢ao mais difusa de neurotransmissores que possam atuar em

diferentes alvos celulares (Rusakov, 2001).

2.1.2 - Juncoes Comunicantes

Muitas células estdo ligadas entre si por estruturas intercelulares conhecidas como
jungdes comunicantes, que permitem a transferéncia direta de fons e moléculas pequenas,
incluindo mensageiros secunddarios’, como AMPc, IP;, DAGe Ca?" (Bennett & Verselis, 1992).

Na comunicagio intercelular, os fons Ca®* sdo propagados através dos tecidos celulares
por meio de estruturas fisicas que ligam as dreas citosélicas de duas células vizinhas; essas
estruturas sdo chamadas de juncdes comunicantes. A Figura 2.4 mostra como as jungdes
comunicantes interligam dois citoséis. A juncdo intracelular estreita (2 nm) separa as duas
células vizinhas, as quais sdo conectadas via jun¢do comunicante. Isso permite que o influxo e
o efluxo de Ca?" atravesse as membranas celulares (Barros et al. , 2015b).

As jungdes comunicantes sdo compostas por dois conexons, um em cada célula que
estd conectada, o qual é formado por seis proteinas chamadas conexinas, conforme ilustrado

na Figura 2.5. Esses conexons tém dois estados: estado de alta condutancia e estado de baixa

®Uma condicdo de estabilidade que o organismo precisa ter para exercer corretamente as suas funcdes.
"fons ou pequenas moléculas que transmitem sinais no interior das células (agente sinalizadores intracelulares).
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condutincia, o que equivale ao estado aberto ou fechado da jungdo e estd relacionado a sua

permeabilidade (Barros et al. , 2015b).

Figura 2.4 — Vista lateral da juncido comunicante.

Membranas
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estreita
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Fonte: Adaptado de (Barros et al. , 2015b).

Figura 2.5 — Vista superior das jungdes comunicantes.

Jungao Jungao
comunicante comunicante
aberta fechada
(estado de (estado de

alta baixa

conduténcia) conduténcia)

Conexon Conexina

Fonte: Adaptado de (Barros et al. , 2015b).

A permeabilidade (ou seletividade) das jung¢des comunicantes estd associada aos

aspectos quimicos e fisicos do ambiente intracelular. A permeabilidade das jungdes depende,

por exemplo, da diferenca de potencial intercelular (Slack & Warner, 1975; Spray et al. , 1981)

ou das concentracdes de ions, como Ca?" (Rose & Loewenstein, 1976), H" (Turin & Warner,
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1980) e AMP ciclico (Tsien & Weingart, 1976; De Mello, 1984). Algumas dessas dependéncias
sdo conhecidas como ndo-lineares. Além disso, a alteracao na permeabilidade da juncao devido
a uma mudanca de estado celular ndo ocorre instantaneamente, mas geralmente apresenta
um transiente exponencial. Assim, as junc¢des comunicantes proporcionam acoplamento
dependente do tempo e do estado das células (Baigent ez al. , 1997a).

As juncdes comunicantes sd@o encontradas em muitos tecidos celulares animais com
diversas configuragdes. A distribuic@o das conexinas por célula tem um impacto fundamental no
comportamento de difusdo. As mudangas nessas caracteristicas podem levar a diferentes tipos
de doencas, incluindo céncer, isquemia cardiaca e hipertrofia cardiaca (M Kumar & B Gilula,
1996).

Diante disso, o controle do comportamento das jun¢des comunicantes € uma possivel
ferramenta para sistemas de distribuicdo de medicamentos e tratamento de doencas. O
crescimento celular estd diretamente associado com o controle das jun¢do comunicantes:
os sinais de crescimento regulatério sdo transmitidos através de jungdes comunicantes e a
diminuicao da capacidade de comunicagdo pode levar ao crescimento descontrolado em casos
extremos, como no cancer (R Loewenstein, 1981).

A sinalizacio intercelular de Ca®>* desempenha dois papéis fundamentais na influéncia
dos canais das jun¢des comunicantes. Ela ndo apenas ativa o canal das juncdo comunicantes,
com oscilagdes intercelulares, mas o Ca*" também pode ser transferido para uma célula
vizinha por difusdo. A difusdo intercelular ocorre apenas quando ambos os conexons estao

abertos (Barros et al. , 2015b).

2.2 - Doenca de Alzheimer

O principal fator de risco para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas e, em
particular, a doenga de Alzheimer (DA) € o envelhecimento (Heneka et al. , 2015). Existem
varios estdgios da DA, porém, o mais conhecido, um estigio tardio da DA com deméncia
grave, estd ligado a presenca de depdsitos extracelulares de peptideo [3-amildide fibrilar e
ao acumulo intraneuronal de agregados da proteina tau hiperfosforilada Selkoe (2001). A
neurodegeneracdo ocorre gradualmente e a deméncia pode refletir o estdgio final de um actimulo
de alteracdes patoldgicas que comecam a desenvolver década(s) antes do inicio dos sintomas

clinicos (Rodriguez-Vieitez et al. , 2016).
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A hipétese de calcio para o envelhecimento e a formagao da neurodegeneragao, inspirada
nos experimentos pioneiros de Philip Landfield, surgiu hd mais de 30 anos (Khachaturian, 1987;
Landfield, 1987; Landfield & Pitler, 1984). Esta hip6tese postulou que a desregulacao lenta e
crescente em cascatas homeostaticas de Ca** com a idade afeta progressivamente a homeostase
celular, a sinalizacdo celular, a transmissdo sindptica e, finalmente, a sobrevivéncia celular;
na neurodegeneragio, esse processo de desregulacdo do Ca®* ¢ acelerado, o que leva a morte
celular maciga, atrofia cerebral e deméncia, como sdo observados na DA (Toescu et al. , 2004;
Verkhratsky & Toescu, 1998).

Diversas cascatas moleculares reguladoras de Ca®' parecem estar desreguladas em
neurdnios submetidos a transformacdes degenerativas. Essas alteracdes surgem tanto de
interagdes diretas entre moléculas que manipulam f-amiléide quanto de Ca®*, ou podem se
desenvolver independentemente das primeiras, sendo provavelmente uma parte da evolugdo
patolégica. A capacidade do 3-amildide para formar canais permedveis ao Ca®" plasmético
e causar influxo macico e deletério de Ca®* nas células neuronais foi observada no inicio da

década de 1990 (Mattson et al. , 1992; Arispe et al. , 2007; Resende et al. , 2008).

2.3 — Modelagem do Tecido Saudavel

2.3.1 — Modelo da Sinalizacao de Calcio

O modelo desenvolvido neste trabalho para o processo de sinalizacdio de
Ca’* em astrécitos se baseia nas equacgdes diferenciais ordindrias (EDO) propostas
por Lavrentovich & Hemkin (2008b). Esse modelo estd em concordancia com observacoes
experimentais (Lavrentovich & Hemkin, 2008b), e foi estudado, também, em sistemas de
comunicacdo molecular por Barros ef al. (2015a). Os trés reservatorios da célula inclusos
no modelo s3o: a concentra¢do de Ca®* no citosol, C, (Equacdo 2.1); a concentracio de Ca*
no reticulo endoplasmadtico, E, (Equagdo 2.2); e a concentracao de IP5, I, (Equacdo 2.3). Esses

reservatorios sdo representados pela seguintes equagdes:

dc,
dt

=00—K,Cp+ 01— 0, +x(E, —C,), 2.1

f=0,—0,—kE,—C,), 2.2
dt 2 1 f(a a) ( )
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dI,
dt

O-B_Kdla) (2.3)

A varidvel o, representa o fluxo de Ca** do espaco extracelular para o interior do citosol,
k,C, é a taxa de fluxo de Ca*" do citosol para o espago extracelular, k¢(E,—C,) é o fluxo liquido
do reticulo endoplasmaético para o interior do citosol, e k;I, € a degradacdo de IPs.
O termo o (Equagdes 2.1, 2.2 e 2.4) modela o fluxo de Ca** do reticulo endoplasmético
para o citosol, via estimulacdo por IP;. Observa-se que esse mecanismo afeta diretamente a
concentragio citosélica de Ca*.
K%L, C! I

o, = 4v ¢l a .—2 (E.—C 2.4
! M (Cn+ kL )(Cr +KT,) K;n+1g1( a=Co) 24

Em que v,,; é o valor maximo de fluxo de Ca®* no citosol, Kgq € Ko 880 as varidveis
ativadoras e inibitdrias para o IP5, e m e n sdo os coeficientes de Hill (Barros et al. , 2018).
O efluxo de Ca** do reticulo sarco(endo)plasmatico para o reticulo endoplasmético é

modelado por o, (Equagdes 2.1, 2.2 ¢ 2.5),

CZ

=VUyo—5———
M2z 4 c2’
2 a

(2.5)

O,

em que vy, € o fluxo maximo de Ca®*" no processo de efluxo de Ca®*' do reticulo
sarco(endo)plasmdtico para o reticulo endoplasmatico. Por fim, o5 (Equagdes 2.3 e 2.6)

descreve a geracdo de IP; pela proteina PLC,

2
Ca

=Vt c (20)
p a

O3

em que v, € o fluxo méximo de Ca®" no processo de geracio de IP; pela proteina PLC, e p é o
coeficiente de Hill (Barros et al. , 2018).

A Figura 2.6 ilustra os processos e varidveis envolvidas nas equacdes diferenciais
apresentadas anteriormente. Como pode ser observado, os niveis de Ca®* e IP; sdo regulados

pela proteina PLC e o reticulo endoplasmatico.

2.3.2 - Modelo das Juncoes Comunicantes

O modelo estocdstico das juncdes comunicantes, introduzido por Baigent et al.

(1997b), foi primeiro estudado para a comunicagdo molecular por Kilinc & Akan (2013) e,
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Figura 2.6 — Modelo da Sinalizacdo de Célcio em um tecido saudavel.
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Fonte: (Barros et al. , 2018)

posteriormente, por Barros et al. (2015a). Foram consideradas jungdes comunicantes sensiveis
a tensdo com dois estados de condutincia para cada conexina: um estado aberto de alta
condutancia e um estdgio fechado de baixa condutancia. Em seguida, as quatro combinagdes

basicas dos estados foram consideradas:

w Estado HH: ambas as estruturas estio abertas, ou seja, em um estado de alta condutancia.

Essa probabilidade € indicada por pyy;

w Estado HL: Uma estrutura esta em um estado de alta condutincia (aberta) e a outra esta

em um estado de baixa condutancia (fechada). Esta probabilidade € indicada por py;;

w» Estado LH: Uma estrutura estd em um estado de baixa condutincia (fechada) e a outra

estd em um estado de alta condutancia (aberta). Esta probabilidade € indicada por p; ;

w Estado LL: ambas as estruturas estdo fechadas, ou seja, em um estado de baixa

condutancia. Esta probabilidade € indicada por p;;.

A validagdo experimental do modelo indicou que o estado LL apresenta taxas de

ocorréncia muito baixas (Bukauskas et al. , 2001), e, dessa forma, pode ser desprezado. Assim,

Pup +PuL + 0w =1 2.7
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Além disso, pyy, Py € pry estdo inter-relacionadas da seguinte forma:

d

gfL = B1(0;) X pyy — a1 (F;) X pry» (2.8)
d

giH = /32(17]') X PaHa — az("?j) X PHL> (2.9)

em que o controle da permeabilidade das juncdes comunicantes ¢ mediado por meio da
diferenga de potencial da membrana de duas células adjacentes (¥;), a taxa de abertura da
estrutura € a e a taxa de fechamento da estrutura € 3. Os termos a;(¥;), a,(¥;), B;(7;) e

B,(9;) sdo definidos como:

a,(9;) = Ae a0, (2.10)
ay(1;) = AetalitP), 2.11)
B (8;) = Aete 0%, (2.12)
Bo(8;) = Ae e 0it00), (2.13)

em que 7, € a tensdo de juncdo, e as taxas de abertura e de fechamento das jun¢gdes comunicantes
t€ém o mesmo valor comum, A; A, e Ap s@o constantes que indicam a sensibilidade de uma

jun¢d@o comunicante a tensdo de juncdo (Barros et al. , 2015a).

2.4 - Modelo do Tecido sob Influéncia da Doenca de
Alzheimer

A hipétese do B-amiléide é essencial para capturar mudancgas na sinalizagdo de célcio
nos astrécitos com o objetivo de quantificar o sinal propagado no cérebro como um todo. Em
estagios posteriores — mais avancados — da DA, as placas 3-amildide no cérebro interagem com

as células; e, nos astrécitos, a concentracdo global de célcio € alterada (Barros et al. , 2018).
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Os efeitos temporais e espaciais deste aumento ndao sdo bem explorados pela
comunidade neurocientifica e a caracterizacdo da relagdo entre os astrdcitos afetados e suas
redes ainda estd ausente. Como os esfor¢os experimentais nesse cendrio sdo raros devido as
limitagdes de recursos e de infra-estrutura, as abordagens computacionais sdo o método mais
acessivel para estudar tais sistemas (Barros et al. , 2018).

Rumo a essa dire¢do, serd apresentado um modelo de sinalizacio de célcio intracelular
em um tecido de astrécitos sob a influéncia de placas 3-amildides, visando estudar o efeito
da DA nessas células. O modelo desenvolvido € uma tentativa de integrar tanto modelos
computacionais validados existentes quanto resultados experimentais na direcdo de uma
descricdo mais completa do cendrio estudado. N&do € um processo de integracdo simples,
pois sua construcao foi cuidadosamente realizada para manter relacdes lineares e ndo-lineares

validas entre as variaveis.

2.4.1 - Modelo da Sinalizacao

O modelo de referéncia para a sinalizac@o de célcio intracelular de astrécitos utilizado
neste trabalho se baseia no trabalho de Toivari et al. (2011). Foram utilizados quatro
reservatorios e, portanto, quatro EDOs para quantificar as alteragdes ao longo do tempo: a
concentragio de Ca®* citoplasmatico (C), concentragio de Ca*' no reticulo endoplasmatico

(E), concentracao de IP5 (I) e IP5R ativo (R). Primeiro, consideremos

dcC
i Jveee T Vece T Vi — Vour + Verteak) T Ver(rel) = Vsercas (2.14)

dE

dt

B (Vsgrca — VER(leak) — VER(rel))J (2.15)

em que Jygces Veces Vir» Vours VER(leak)s VsErca € B representam, respectivamente, o influxo de
calcio através dos canais de célcio controlados por tensao, captacdo de cdlcio CCE (entrada de
calcio capacitiva; do inglés, capacitive calcium entry), taxa de receptor ionotropico, extrusao
de célcio, taxa de vazamento de cdlcio do reticulo endoplasmatico, taxa de liberagcdo de calcio
do reticulo endoplasmatico, bombeamento de célcio do reticulo endoplasmatico, e propor¢cdo
dos volumes eficazes de célcio de citoplasma e do RE. Nas Equacdes 2.14 e 2.15, os efeitos do

armazenamento de cdlcio (rdpido) nas reservas do citoplasma e do reticulo endoplasmatico sdo
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contabilizados pela definicdo de constantes de velocidade efetivas e um coeficiente de difusao
efetivo.
Assumiu-se uma taxa nao-linear de célcio regulador de capacitancia, conforme descrito

em Di Garbo et al. (2007),

CCE
CE 2.16
H2., +E? 2.16)

Vece =
em que kqcp € Hocp s80 a constante de taxa maxima para o influxo CCE e a constante de
meia inativacdo para o influxo CCE, respectivamente. A taxa de influxo de célcio, induzida por
receptores ionotrépicos, do espaco extracelular para o citosol foi modelada como em Di Garbo

et al. (2007):

) [ATP]:*
Vip = ,
iR AT Ppax) (HATP(pZX) + [ATP ]g;})

(2.17)

em que kATP(sz) e Hyrp,,,, S0 a taxa maxima de influxo de calcio inotropico evocado por
estimulos e a constante de meia saturag@o para calcio ionotrépico evocado por estimulos.

As seguintes equacgdes de lei de taxa s@o escolhidas para modelar a liberacao de célcio
induzida por célcio e pelo IP5, bem como a regulagdo do calcio do reticulo endoplasmatico.

Eles sao modelados da seguinte forma:

Vour = ksC, (2.18)

VErQleak) = k1(E — C), (2.19)
k,RC?I?

2 (E—C), (2.20)

VER(rel) =
FRID 1 (K2 + C2) (K25 + 12)]

Vsgrea = k3C, (2.21)

em que os termos ks, ky, ky, k,, K;ps € kg sd0 a taxa de extrusdo de célcio da membrana
plasmatica, a taxa de vazamento de cdlcio do reticulo endoplasmatico, a taxa de liberagcdo de
calcio através de receptores de IP;, a constante de meia saturagdo para ativagcdo de calcio do

receptor de IP5 e a constante de meia saturacao para ativacdo de IP; do receptor correspondente,
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respectivamente. Embora existam evidéncias de que o reticulo endoplasmaético sofre estresse
sob a influéncia do f-amildide (Alberdi et al. , 2013), ndo foi possivel encontrar dados
suficientes para construir um modelo baseado em equagdes, portanto, este fenomeno ndo foi

explorado dentro do presente modelo.

2.4.2 - Dinamica do IP,

A dinamica IP5 dos astrécitos permite modelar o processo de sinalizagdo dos astrocitos
da DA com o controle direto do célcio citosdlico, o que ajuda na obtencdo de resultados
proximos as experiéncias in-vitro. Além da ativacdo do IP;R pelo célcio citoplasmatico,
também foi considerada a inativacdo mais lenta induzida pelo célcio. Foram utilizados a

concentracao do IP; (I), e o IP5R ativo (R), sendo descritos como:

dR

E = VIP3R(Rec) — VIP3R(Inact)> (2.22)
dI 7 )
dc Jorod — Vipaeg) T 2; Ui, I;1j € A, (2.23)

Vip3(peg) = Kol (2.24)

K?
VIP3R(Rec) = kem, (2.25)
VIP3R(Inact) = keR, (2.26)

em qUE Vip.p(rec) € Vip,R(Inact) S0 as taxas de produgdo e inativagdo de IP;R, respectivamente.
ko, k¢ e K; sdo a constante de taxa de degradagdo de IP;, a constante de taxa de inativagdo de
IP; e a constante de meia saturacio para ativacdo de calcio do receptor de 1P, respectivamente.

A modelagem de sinais de cédlcio complexos deve incluir processos estocdsticos
no caminho do IP; e, assim, imitar os efeitos do f-amiléide sobre o célcio intracelular
(Matrosov et al. , 2017). Portanto, foi adicionado mais um termo a produgdo estocdstica

de IP; por ativacdo espontinea de PLCS ou por ativacdo de PLCf por entradas sindpticas
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estocasticas (Lavrentovich & Hemkin, 2008b; Aguado et al. , 2002). Assim, a produgdo de 1P,

por isoenzimas de PLC € descrita por Wu et al. (2014) com

Jprod(t) = Op%g(0, 1|tk)Z 6(t—1ty)
k (2.27)
+0;%5(0,1[v,) Y 5(t—v,),

onde %,(0,1|t) (com x = f3, 6) denota a gera¢do de um niimero aleatério no tempo t seguindo
uma distribui¢do uniforme, e representa modulacdes da taxa médxima de producdo de IP;; t;
e v, representam, respectivamente, os instantes de nucleagdo sindptica evocada e espontanea
de picos de IP;/calcio, que podem ser aproximado pela distribuicio de Poisson, seguindo
observacdes experimentais (Softky & Koch, 1993; Skupin et al. , 2008).

Para explicar a distribui¢do esparsa de IP; dentro da rede, incorporamos sua difusdo no
modelo geral de dindmica IP;. O fluxo de difusdo global € definido como uma soma de um
conjunto do fluxo individual de IP5 da célula i a j dentro do conjunto de células vizinhas A}, e

¢ matematicamente definido como
2/, Llj € ) =D Ty, (2.28)
jeHN
em que cada fluxo J;; € denifido por (Lallouette, 2014):

ii AII_I All
%=—é~1+mm| AN L (2.29)
2 w; |AIU~|

em que Al;; € o gradiente de IP; entre j e i; I € o limiar do gradiente de IP; difusivo, inclinagdo
de aumento w; de Al;; e {;; € o fluxo méximo do coeficiente de difusdo. Este modelo permite
a influéncia direta de multi-escala de 3-amildide ao interferir com a producdo de IP; dentro
dos astrdcitos, e sua propagacao na rede, com o processo de transporte nao-linear apresentado
acima.

A Figura 2.7 ilustra os processos e varidveis envolvidas nas equacdes diferenciais
apresentadas nesta secdo e na secdo anterior (Secao 2.4.1). Neste novo cendrio, como pode
ser observado, os niveis de Ca*" e IP; sdo regulados pela proteina G, protefna PLC, reticulo

endoplasmatico e pelos canais de cédlcio controlados por tensao.
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Figura 2.7 — Modelo da Sinalizacdo de Célcio em um tecido sob influéncia do f-amildide (Doenga de
Alzheimer).
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Fonte: (Barros et al. , 2018)

2.4.3 — Modelo das Juncoes Comunicantes

Foi investigado como as pesquisas existentes na literatura, referentes a Doenca de
Alzheimer, poderiam impactar no modelo de jun¢do comunicantes apresentado na Secdo 2.3.2.
Estudos experimentais apresentaram resultados para o comportamento de jun¢des comunicantes
sob a influéncia de f-amildide para astrocitos em ambos 0s contextos in vitro e in vivo (Cruz
et al. , 2010; Haughey & Mattson, 2003). Esses estudos observaram que mesmo com as
mudancas nas vias de cdlcio, amplitude e velocidade do sinal, o desempenho das juncdes
comunicantes ndo foi alterado e, portanto, resultados inconclusivos foram alcancados. Por esse

motivo, foi utilizado o mesmo modelo das jun¢do comunicantes apresentado na Se¢do 2.3.2.

2.4.4 — Modelos do VGCC das Membranas Celulares

Os canais de célcio controlados por tensdo sdao mecanismos que aumentam a
concentracdo de cdlcio das células devido aos valores do potencial da membrana, que podem
ser provenientes de diferentes fontes que sdo caracterizadas com diferentes tipos de corrente.
Estudos sobre a influéncia do f3-amiléide no VGCC dos astrdcitos podem ser encontrados no

trabalho de Zeng et al. (2009b).
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Para analisar essa influéncia € necessario que, primeiramente, seja calculada a
contribui¢do atual para o aumento da concentracdo de calcio, que € expressa em termos da

corrente nos canais, a qual € convertida no fluxo como

I
Jveee = _Z;?/CC > (2.30)

ast
em que V,, é o volume de um astrécito, considerado como um soma® esférico com um raio de
5 mm; z € a valéncia do célcio e F € a constante de Faraday. Jy ;.- € a taxa de variacao da
concentracao de calcio.

O total de fluxo de corrente de calcio através de VGCCs em uma célula individual

(Iygee) € dado por

Ivgee =Icar T 1Icar T Ican +1cars (2.31)

em que, Icor, Icar Ican € Icqr (respectivamente, a corrente do canal de cdlcio do tipo T,
a corrente do tipo L, a corrente de tipo N, a corrente de canal de cdlcio residual ativada por
alta tensdo) sdo as correntes de estado estaciondrio de VGCCs que fornecem o Iy ;.. Elas
podem ser definidas genericamente como demonstrado por Zeng et al. (2009b), no entanto,
neste trabalho sdo fornecidas as férmulas especificas para cada tipo de corrente, as quais estao
dispostas em detalhes na Tabela 2.1. Dessa forma, ndo apenas o fluxo total de célcio, mas
também o influxo de rede via diferentes VGCCs podem ser calculados. FEles dependem da
ativacdo do canal (m) e da inativacdo do canal (h), que pode ser definida como
dm _m-m dh _h—h

— = , = . 2.32
dt T dt Th (2.32)

As férmulas também sdo dependentes da tens@do de membrana (V) e do potencial de

cdlcio de Nernst (E,,), sendo definidas:

T (V
E.,= G—-ln( OUT), (2.33)
zF C

em que G € a constante do gés ideal, e T € a temperatura (em Kelvin).

80u corpo celular.
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Tabela 2.1 — Equagdes para cada tipo de corrente de célcio.

Tipo de Canal Equacao da cinética do canal

Tipo T Ieqr = ETmT(hTf +0.04h)(V —Ec,)
m h 1.0
T = 1.04+e— (V+63 sl = 1.0+e(V+76.2)/3.0

Th,, = 50.0e~ (V727107 4 10
= 400.0e((V+100/100* 4 400

ThTf
Ty = 65.0e"(V+68)/67 4 19
Tipo L Ieor = §LmLh (V—Ec,)

T, = h 0.00045
L~ 1. 0+e—(V+50 ool = 0.00045+Ca,y,

=18.0e (V+45)/207 1 1 5

Tm, =
Tipo N ICaN gNmN hy(V = Eg,)
N~ 000010+Caw
2
Ty, = 18.0e” (V1707257 1 0,30
Tipo R Icar = grmghp(V — ECa)
m 1.0 A 1.0
R = T.01e-(v+10.0)/100 IR 21'0_,_6(v+4840)/5.0
T, = 0.1~ (V¥620/13.07 1 0,05

T :0.56—((V+55.6)/18.0)2+0.5
hrg

2.4.5 - Modelo do Volume do Astrocito

Utilizando uma abordagem imuno-histoquimica, Olabarria et al. (2010) observaram a
atrofia dos astrécitos pela medi¢do da superficie, volume e a relagdo entre os astrécitos e as
placas neuriticas. Seus resultados sdo relevantes para observacdes temporais das mudangas do
volume dos astrdécitos. No entanto, uma vez que nos concentramos nos estdgios posteriores
da DA, modificamos o volume de astrocitos com base em seus resultados de 19,635 ,um3 para

11,027 um?3, representando um total de 43,84% do volume celular inicial.

2.5 — Modelos de Disparos dos Neuronios

Nesta secdo serdo apresentadas as seis classes mais comuns de padrdes de disparos de
neuronios observados no neocortex de mamiferos. Embora muitos biélogos apontem que essa
classificacdo apresentada € muito simplificada (Markram et al. , 2004), que a distin¢do entre as
classes ndo € nitida, que existem subclasses dentro de cada classe (Nowak et al. , 2003) ou que
os neurdnios podem mudar sua classe de disparos dependendo do estado do cérebro, a maioria

dos bidlogos concordam com essa classificacdo (Wang et al. , 2004).
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Cada um dos principais padroes de disparos em neurdnios contidos nessa classificacao
podem ser simulados computacionalmente. Esse modelo deve ser: 1) computacionalmente
simples, e 2) capaz de reproduzir com fidelidade o padrio de disparos apresentados por
neurdnios biolégicos reais. O modelo desenvolvido por (Izhikevich, 2003), conhecido por
Modelo Simples de Disparos de Neurdnios, é capaz de satisfazer as duas condicdes descritas
anteriormente. Dependendo de quatro parametros, o modelo reproduz os padrdes de disparos
conhecidos de neurdnios.

Esse modelo descreve os neurdnios, matematicamente, como um sistema de equagdes

diferenciais ordinarias bidimensional na forma

v = 0,04v24+5v+140—u+1 (2.34)

u = a(bv—u), (2.35)

com uma redefinicao pds-disparo definida pela relagdo:

Ve
se v > 30 mV, entao, . (2.36)
u—u-+d

Nas Equacdes 2.34, 2.35 e 2.36, v e u sdo varidveis adimensionais; a, b, ¢ e d sdo
pardmetros adimensionais, e * = d/dt, em que t € o tempo (Izhikevich & Moehlis, 2008).

A varidvel v representa o potencial de membrana do neurdnio e u representa a corrente
de recuperacdo da membrana. Depois que o disparo atinge o seu dpice (+30 mV), a tensdo
de membrana e a corrente de recuperacdo sdo redefinidas de acordo com a Equacdo 2.36.
A varidvel I é responsdvel por entregar correntes sindpticas ou injetar um componente
CC (Izhikevich & Moehlis, 2008).

O potencial de repouso neste modelo é entre —70 e —60 mV, dependendo do valor de
b. Como na maioria dos neur6nios reais, o modelo ndo tem um limiar fixo; dependendo do
histérico do potencial de membrana que antecede o disparo, o limiar do potencial pode ser —55
mV ou mesmo —40 mV (Izhikevich, 2003).

Os quatro parametros utilizados no modelo — presentes nas Equacdes 2.34 e 2.35 — sdo

descritos abaixo (Izhikevich, 2003):
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O parametro a descreve a escala de tempo da varidvel de recuperacdo u. Valores menores

para esse parametro resultam em recuperacdes mais lentas.

w O parametro b descreve a sensibilidade da varidvel de recuperacdo u as flutuacdes
dos limiares do potencial de membrana v. Valores maiores de v e u resultam mais
intensamente em possiveis oscilagdes nos limiares e produzem uma dindmica de disparos

com limiares baixos. Um valor tipico é b =0, 2.

O parametro ¢ representa o valor de redefini¢do apds o pico do potencial de membrana v

causado pelas condutancias K de alto limiar rdpido. Um valor tipico é ¢ = —65.

m O parametro d descreve a redefinicdo apds o pico da varidvel de recuperagido u causada

pelas condutancias Na®t e K* de alto limiar lento. Um valor tipico é d = 2.

A variacdo dos parametros acima produz os diversos padrdes de disparos. Neste
trabalho serdo considerados os seis principais padrdes de disparos em neuronios, 0s quais serao
descritos com detalhes nas proximas subsecoes, incluindo os valores dos parametros elencados
anteriormente que devem ser utilizadas no processo de simulacdo computacional, os quais

também sdo apresentados por meio dos graficos da Figura 2.8.

Figura 2.8 — Os diferentes valores para os parimetros a, b, ¢ e d em cada um dos diferentes padrdes de
disparos de neurdnios.
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Fonte: Adaptado de (Izhikevich, 2003).

2.5.1 — Neuronios de Disparos Regulares (RS)

Os neuronios de disparos regulares (RS) s@o a principal classe de neurdnios excitatérios
no neocortex. Quando apresentam um estimulo prolongado, os neur6nios disparam alguns picos

com um curto periodo entre os picos e, entdo, o periodo aumenta. Isso é chamado de adaptagdo
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da frequéncia de pico. Aumentar a for¢a da corrente CC injetada aumenta a frequéncia entre
picos, embora nunca se torne muito rapido devido a grandes picos apds hiperpolarizagdes. No

modelo, isso corresponde a ¢ = 0,65 mV e d = 8 (Izhikevich, 2003).

2.5.2 — Neuronios Intrinsically Bursting (IB)

Os neurdnios IB (do inglés, intrinsically bursting) disparam uma explosdo de picos
seguidos por picos tUnicos repetitivos (ver Figura 2.9). No modelo, esse padrao corresponde
ac=0,55mV e d = 4. Durante a explosao inicial, a varidvel u se acumula e, em seguida,

muda a dindmica de explosdo para disparos (Izhikevich, 2003).

2.5.3 — Neuronios Chattering (CH)

Os neurdnios CH (do inglés, chattering) podem disparar rajadas de picos espagados. A
frequéncia entre essas rajadas pode chegar a 40 Hz. No modelo, esse padrdo corresponde a

¢ =0,50 mV e d = 2 (Izhikevich, 2003).

2.5.4 — Neuronios Fast Spiking (FS)

Os neurdnios de FS (do inglés, fast spiking) podem disparar trens periddicos de
potenciais de acdo com frequéncia extremamente alta, praticamente sem nenhuma adaptagao
(desacelerag¢do), como se pode ver na Figura 2.9. No modelo, isso corresponde a a =

0.1 (Izhikevich, 2003).

2.5.5 — Neuroénios Low-threshold Spiking (LTS)

Os neurdnios LTS (do inglés, low-threshold spiking) também podem disparar trens de
alta frequéncia de potenciais de acdo (ver Figura 2.9), mas com uma adaptacido notdvel da
frequéncia de pico. Esses neuronios t€ém limiares de disparo baixos, o que € explicado por
b = 0,25 no modelo. Para obter um melhor ajuste quantitativo com os neurdnios LTS reais,
outros parametros do modelo também precisam ser alterados (ver Figura 2.8) (Izhikevich &

Moehlis, 2008).

2.5.6 — Neuronios Late Spiking (LS)

Os neurdnios LS (do inglés, late spiking, ou de pico tardio) apresentam um aumento

linear de tensdo de membrana em resposta a corrente DC injetada, resultando em pico de
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atraso com laténcias de, em média, 1 segundo. H& uma oscilacdo acentuada do limiar
durante o aumento linear, mas a frequéncia de descarga é muito menor que a dos neur6nios
FS (Izhikevich & Moehlis, 2008). Morfologicamente, os neurdnios LS sdo interneurdnios nao-
piramidais encontrados em todas as camadas do neocértex, especialmente na camada 1 (Kubota

& Kawaguchi, 1997; Kawaguchi et al. , 1995; Chu et al. , 2003).

Figura 2.9 — Diferentes padrdes de disparos de neurdénios em um intervalo de 60 ms: (a) RS; (b) IB; (c) CH;
(d) LTS; (e) FS; (f) LS.

Potencial de membrana, v (mV)
Potencial de membrana, v (mV)
Potencial de membrana, v (mV)

0 10 20 30 40 50 60 4 10 20 30 40 50 60 4 10 20 30 40 50 60
Tempo (ms) Tempo (ms) Tempo (ms)

@ (b) (©

Potencial de membrana, v (mV)
Potencial de membrana, v (mV)
Potencial de membrana, v (mV)

0 10 20 30 40 50 60 4 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
Tempo (ms) Tempo (ms) Tempo (ms)

) (e) ®

°

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.6 — Modelo das Topologias da Rede de Astrocitos

A distribuic@o espacial dos astrécitos e sua conectividade podem determinar o padrao
de propagacdo espacial das ondas de Ca®* e alterar o desempenho do sistema de comunicago
molecular utilizando esse canal. E importante que esses padrdes sejam caracterizados e
analisados para que possam surgir novas técnicas para lidar, especificamente, com os detalhes
que envolvem esse tipo (ou padrao) de tecido.

As redes de astrécitos sdo caracterizadas por exibir um grande nimero médio de
conexdes por célula, conexdes célula-célula de longa distincia, ou conexdes de atalho que
podem promover, coletivamente, a propagacdo do sinal. O processo de mapeamento das

topologias de redes de astrocitos € desafiador e baseia-se em abordagens experimentais
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sofisticadas que combinam tanto o processo molecular que regula a sinalizacdo quanto a
abordagem em imagens, que, em conjunto, permitem a obtencdo de uma reconstru¢do da
topologia.

Em Lallouette et al. (2014a), os autores apresentaram uma colecao de quatro topologias,
que foram coletadas a partir de uma revisao de literatura na area, incluindo as topologias de grau
regular, raio de ligacdo, redes de atalho e Erdos-Rényi. Eles foram capazes de obter topologias
de rede de astrdcitos a partir de modelos de teoria de grafos conhecidos, os quais representam
a diversidade de conexdes encontrada no cértex somatossensorial do cérebro (Houades et al. ,
2008).

Neste trabalho foi utilizada a mesma metodologia para modelar as topologias de rede de
astrocitos, que serdo detalhadas a seguir, e integrar em nosso modelo computacional molecular
apresentado nas secOes anteriores. No final, esses modelos nos permitirdo obter também a
caracterizacdo espago-temporal da propagacdo do sinal de cdlcio em diferentes topologias de
redes de astrdcitos. As topologias utilizadas neste trabalho sdo apresentadas na Secao 3.1.

A Figura 2.10 ilustra os diferentes tipos de configuragdes de rede de astrécitos que sao
encontrados no interior do cértex somatossensorial do cérebro. Esses tipos de configuracdes de

rede serdo apresentados com maiores detalhes nas proximas subse¢des.

Figura 2.10 — Os diferentes tipos de redes tridimensionais de astrécitos dentro do cortex somatossensorial do
cérebro.
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Fonte: Adaptado de (Houades et al. , 2008).
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2.6.1 — Redes de Grau Regular

As redes de grau regular (do inglés, Regular Degree networks) sao construidas
acoplando cada vértice da rede aos seus k vizinhos, espacialmente, mais proximos. Em geral,
esses k vértices mais proximos podem ser definidos pelo cdlculo da distancia euclidiana ou
podem ser definidos, simplesmente, mediante a geometria da rede. Cada vértice nessa rede &,
portanto, acoplado exatamente a0 mesmo nimero de vértices (k). Na Figura 2.11 € apresentado
um esquema de acoplamento para esta topologia para o caso em que k = 4 (Lallouette et al. ,

2014b).

Figura 2.11 — Ilustracéo dos acoplamentos em uma rede de grau regular.

Fonte: Adaptado de (Lallouette et al. , 2014b).

2.6.2 — Redes de Raio de Ligacao

As redes de Raio de Ligacao (do inglés, Link Radius networks) sdo construidas por meio
do acoplamento de cada vértice a todas os vértices que sdo encontrados a uma distancia inferior
ou igual a d, em que d € o raio. Portanto, o nimero de vértices distintos acopladas a cada
vértice em redes de raio de ligacdo é uma varidvel aleatéria, cujo valor médio ({k)) aumenta
com d (Lallouette ef al. , 2014b). Na Figura 2.12 é apresentado um esquema de acoplamento

dessa topologia.

Figura 2.12 — Tlustracdo dos acoplamentos em uma rede de raio de ligacdo.

Fonte: Adaptado de (Lallouette et al. , 2014b).
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2.6.3 - Redes de Atalho

A rede de Atalho (do inglés, Shortcut networks) — ou rede de Pequeno Mundo — foi
proposta por Watts e Strogatz Watts & Strogatz (1998). Eles projetaram um modelo de rede
que estd entre uma rede de grau regular de dimensdes finitas e uma rede aleatdria, conforme

apresentado na Figura 2.13.

Figura 2.13 — O posicionamento das Redes de Pequeno Mundo entre as Redes de Grau Regular e as Redes
Aleatdrias, no que se refere a aleatoriedade.
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Fonte: Adaptado de (Albert & Barabasi, 2002).

Esse modelo tem suas raizes em sistemas sociais em que a maioria das pessoas sao
amigas de seus vizinhos imediatos — vizinhos na mesma rua, colegas, pessoas que 0s seus
amigos os apresentam. No entanto, todos t€m um ou dois amigos que estdo muito longe —
pessoas de outros paises, velhos conhecidos — que sdo representados pelas bordas de longo

alcance obtidas pela reconex@o no modelo Watts-Strogatz (Albert & Barabasi, 2002).

2.6.4 — Erdos-Rényi

Esta topologia € utilizada para fornecer uma distribuicdo de conexdo espacial irrestrita
entre os nds. Para tal, considera-se que as células estdo conectadas a outras células com base
em uma probabilidade p. Dessa forma, cada célula se conectard ao méximo de n células, mas

ndo necessariamente a seus vizinhos (Barros et al. , 2018).



Capitulo 3 -

Simulador Computacional para o Sistema de Comunicacoes

Moleculares 3D baseado na Sinalizacdo de Ca**

Neste capitulo serdo descritos os métodos utilizados para a implementacdo do algoritmo
de simulacdo computacional. Esse algoritmo simula um sistema de comunica¢do que envia
informacdes por meio das redes de astrocitos com o objetivo de medir os efeitos de propagacao
do sinal e calcular a extensdo da propagagdo, o atraso molecular, o ganho do canal, o ruido na
comunicacao e a capacidade do canal. O sistema de comunicagdo € ilustrado pela Figura 3.1, e

consiste em trés elementos: transmissor, receptor e canal, os quais sdo descritos a seguir.

w Transmissor: o transmissor € uma célula posicionada no centro do corte intermedidrio
do tecido celular. Presume-se que este astrdcito tenha uma fonte infinita de cdlcio com
base em um mecanismo de estimulacdo abstraido que permite a execu¢ao da modulacao

da frequéncia do sinal.

w Canal: o canal é a rede tridimensional de astrdcitos. Foram modeladas as diferentes
topologias que uma rede de astrécitos pode formar, que descrevem a organizacio
da conexdo entre as células, a qual serd explicada mais adiante (ver Secdo 3.1).
Cada astrécito na rede tem uma concentracdo inicial de cdlcio que € controlada
independentemente por suas vias regulatdrias de calcio e, além disso, tem sua propagacao
de sinais intercelulares aleatdrios. Esse mecanismo € importante para a regeneracao do

célcio ao longo do tecido, mas pode se tornar uma fonte de ruido ou interferéncia.

m Receptor: o receptor € um astrdcito que fica a poucas células de distancia do transmissor.
Uma vez que o célcio chega em uma concentracao determinada, o receptor € ativado e
inicia a recep¢ao das moléculas de célcio. Para esta andlise, ndo assumimos nenhuma

interferéncia intracelular.
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Figura 3.1 — Modelo da rede de astrdcitos e do sistema de comunica¢do molecular baseado em célcio. As
redes reais de astrdcitos sdo modeladas como um grafo e usadas para construir as conexdes entre as células.
Este grafo € usado entdo para a criacdo dos modelos computacionais de astrécitos de célula tnica para criar
as simulacdes estocdsticas em multi-escala. Transmissor e receptor também sdo projetados.
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Fonte: Adaptado de Barros et al. (2018).

O algoritmo desenvolvido neste trabalho foi baseado no algoritmo proposto em Barros

et al. (2015b). O fluxograma do algoritmo proposto € ilustrado pela Figura 3.2.

Figura 3.2 — Fluxograma do algoritmo de simulagdo dos sistemas de comunicacdo desenvolvidos e
analisados.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Inicialmente, tendo em vista que existem dois cendrios distintos a serem considerados
e analisados — sauddvel e Doencga de Alzheimer —, € necessdrio definir o modelo que sera
utilizado. Caso seja escolhido o cendrio sauddvel, serd utilizado o modelo baseado nas equacdes
descritas na Secdo 2.3. Por outro lado, caso seja escolhido o cendrio da Doenca de Alzheimer,
serd utilizado o modelo baseado nas equagdes descritas na Sec¢do 2.4.

Com a defini¢do do modelo a ser utilizado durante o processo de simulagdo, o proximo
passo € a definicao dos valores dos parametros, constantes e varidveis que serdo utilizados na
simulagdo, os quais serdo apresentados na Subsecdo 3.2 (ver Tabela 3.2). Essa etapa procede
a anterior pelo fato de que os parametros utilizados, bem como os seus respectivos valores,
dependerdo do cendrio que serd utilizado na simulacdo. Além disso, esses parametros incluem
também as dimensdes do tecido, o didmetro da célula, o tempo total de simulagdo, a frequéncia
de oscilacdo espontanea de Ca®*, a métrica a ser calculada ao término do algoritmo, dentre
outros.

A préxima etapa, por sua vez, consiste em definir a estrutura do tecido de acordo com
a topologia de acoplamento das jun¢gdes comunicantes que serd aplicada na rede (no tecido) de
astrocitos. O tecido € representado como uma matriz € as conexdes entre os seus elementos
serd estabelecida de acordo com os critérios da topologia da rede. A estrutura do tecido, bem
como os esquemas de conexdes para cada uma das topologias analisadas, serdo descritos na
Subsecao 3.1.

A préxima etapa consiste no calculo da probabilidade de cada reacdo ocorrer, em um
determinado astrécito do tecido, o qual € realizado por meio de um resolvedor estocdstico que
se baseia no algoritmo de Gillespie (Gillespie, 1977) (Subsecdo 3.2). A reacdo escolhida serd
executada no respectivo astrocito, podendo ser uma reacao intracelular — no interior do proprio
astrocito — ou uma reagdo intercelular — ocorrendo uma difusdo entre o astrdcito selecionado
e um dos astrécitos com os quais ele estd conectado. O tempo de execucdo da reacdo
selecionada serd incrementado ao tempo atual da simulacdo (Equacdo 3.4). Na Subsecdo 3.2
serdo apresentados mais detalhes sobre esse processo de simulacio estocdstica.

Enquanto o tempo atual da simulacdo ndo exceder o tempo total de simulagdo, o
algoritmo continuard escolhendo e executando uma nova reagdo, e incrementando o tempo da
reacdo ao tempo atual da simulacdo, conforme pode ser observado no fluxograma da Figura 3.2.

Em contrapartida, ao atingir o tempo total de simulacdo, o processo estocdstico de escolha de
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reacdes é encerrado e os niveis de Ca®* sdo avaliados. Nesse momento, o parAmetro (ou métrica)
de comunicag¢do previamente escolhido seré calculado.
O tempo total de simulacdo ¢ definido na inicializacdo dos parametros, podendo ser

alterado ao longo da execucao. O algoritmo € encerrado logo apds o calculo da métrica desejada.

3.1 — Modelagem 3D da Estrutura do Tecido Celular

O tecido celular consiste no canal de propagacdo do Ca®*. Foi considerado um tecido

celular composto por I x J x K células (¢c),emquec; ;, (i=1,..I;j=1,.J ek =1,..K)

i),k
representa uma célula (astrocito) especifica no tecido. O tecido celular foi definido com
dimensdes de 3 x (5 x 1) x (15 x 1), em que [ é o comprimento de cada astrécito. A Figura 3.3

apresenta um exemplo das dimensdes do astrocito.

Figura 3.3 — Comprimento de um astrocito.

15pum

'l

3um

Fonte: (Barros ef al. , 2015b).

E importante destacar que o astrécito transmissor foi posicionado no centro do corte
intermedidrio do tecido celular, enquanto o receptor foi posicionado abaixo do transmissor,
sendo referenciado, ao longo do trabalho, com base na sua distancia ao transmissor, em funcao
do nimero de células — como exemplo, ver a Figura 3.7 e sua descricao.

Cada astrdcito estara conectado com, no maximo, seis outros astrocitos, devido a uma
limitag¢do no algoritmo. Como apresentado no Capitulo 2 (Sec¢do 2.6), a organizagdo do tecido
celular dependera da topologia de acoplamento das jungdes comunicantes. Portanto, como uma
extensdo do trabalho desenvolvido por Barros et al. (2015b), foi analisado o comportamento
da comunicacdo molecular em redes de astrdcitos para outras trés topologias de acoplamento
das juncdes comunicantes e considerando os dois diferentes cendrios. As particularidades no
desenvolvimento da estrutura do tecido para cada uma das topologias serdo apresentadas na

secdo a seguir.
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3.1.1 - Estrutura do Tecido na Topologia de Grau Regular

Nesta topologia, conforme descrito no Capitulo 2 (Secdo 2.6), cada n6 ou vértice —
astrdcito, nesse caso — se conecta a um determinado nimero (k) de vizinhos mais préximos. No
presente trabalho, foi escolhido k = 6, como pode ser observado na Figura 3.4, a qual ilustra o
esquema de conexdes entre os astrdcitos para essa topologia.

Para simplificar a visualizacdo, cada astrécito € apresentado em um formato retangular,
e os astrocitos destacados na cor verde sdo aqueles que estdo conectados ao astrdcito destacado
na cor vermelha. Além disso, o tecido possui as dimensdes 3 x (3 x [) x (9 x ), sendo possivel

observar os trés cortes, dez =1 az = 3.

Figura 3.4 — Esquema de conexdes entre os astrdcitos na topologia de Grau Regular.

z=1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 3.4 é possivel verificar que o astrécito central (vermelho) estd acoplado apenas
aos seis astrocitos (vizinhos) mais proximos. O mesmo esquema de conexdes se repetird para

cada um dos outros astrécitos presentes no tecido celular.

3.1.2 — Estrutura do Tecido na Topologia de Raio de Ligacao

Nesta topologia, conforme descrito no Capitulo 2 (Se¢do 2.6), define-se um raio para
as conexOes de um astrécito aos outros, que estarao no interior do circulo formado pelo raio
definido. Tendo em vista que o tecido celular foi construido em um formato de paralelepipedo,
aplicar esse conceito da rede levaria a uma simulacao de alta complexidade, ndo apenas devido

ao nimero de conexdes — que poderia ser muito elevado — como também, pelo nimero de

10 z se refere a cada matriz do tecido, como pode ser observado na Figura 3.4.
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calculos que deveriam ser realizados a fim de definir os astrocitos que estariam em uma distancia
inferior ao raio.

Diante disso, foi realizada uma pequena variacdo dessa topologia, a fim de manter o
ndmero maximo de conexdes (seis) e reduzir a complexidade do simulador desenvolvido. A
proposta desenvolvida consiste em definir o raio (radius) com base no nivel da vizinhanca do
astrocito.

A Figura 3.5 ilustra como foram feitas as conexdes entre os astrécitos para o caso
em que radius = 2 e o tecido possui as dimensdes 5 x (5 x 1) x (9 x [). Neste caso, o
astrocito central (vermelho) esta conectado, também, a seis outros astrocitos, porém, na direcdo
do (astrécito) receptor foram feitas duas conexdes: uma conexdao com o astrécito do primeiro
nivel de vizinhanga e a outra conexao com o astrdcito do segundo nivel de vizinhanga (ambos
destacados na cor azul). Tendo em vista que os pardmetros da comunicacido sdo analisados
com base nos niveis de Ca®* no transmissor e no receptor, foi possivel, com esse esquema de
conexdes, simular uma topologia de Raio de Ligacdo e avaliar o seu impacto com a mudanca
do raio, apesar das simplificagdes realizadas.

Figura 3.5 — Esquema de conexdes entre os astrdcitos na topologia de Raio de Ligacdo, em que radius = 2.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As outras quatro conexdes foram feitas com astrécitos do primeiro nivel de vizinhanga
(destacados em verde), conforme pode ser observado na Figura 3.5. O mesmo esquema de
conexdes se repetird para cada um dos outros astrocitos presentes no tecido celular.

Quando radius = 3 as conexoes entre os astrocitos foram definidas conforme ilustra a
Figura 3.6. Como se pode observar, nesse caso, também foi simulada uma topologia de Raio
de Ligacdo, com raio 3, na dire¢do do receptor, criando, para cada astrdcito, conexdes com

astrocitos do primeiro, segundo e terceiro niveis de vizinhanca, nessa direcdo. As outras trés
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conexdes foram feitas com astrécitos do primeiro nivel de vizinhanga (destacados em verde),

conforme pode ser observado na Figura 3.6.

Figura 3.6 — Esquema de conexdes entre os astrocitos na topologia de Raio de Ligagdo, em que radius = 3.

z=1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Devido ao numero limitado de conexdes, ndo foi possivel estabelecer links a esquerda
dos astrécitos nem na dire¢cio de z + 1. No entanto, considerando que as reacdes
intracelulares alteram o nivel de Ca?" no citosol, os astrécitos dessas regides do tecido
acabam experimentando alteracdes em sua concentragdo de Ca®*, ocorrendo, inclusive, difusdes

mediante o esquema de conexdes apresentado pela Figura 3.6.

3.1.3 - Estrutura do Tecido na Topologia de Atalho

Nesta topologia, originalmente, cada vértice da rede se comunica com alguns vértices
vizinhos e outros vértices que estdo distantes. No entanto, com o intuito de reduzir a
complexidade do algoritmo desenvolvido, optou-se por retirar uma das conexdes apenas do
transmissor e, em seguida, criar uma nova conexao, de longa distancia, entre o transmissor (Tx)
e o receptor (Rx), mantendo o restante da rede com a topologia de grau regular, ou seja, cada
astrocito se comunicando com seus seis vizinhos mais proximos.

A Figura 3.7 ilustra a forma como foi feita essa altera¢do para criar um /ink direto entre
o Tx (o astrdcito central, destacado na cor vermelha) e o Rx (o astrécito destacado na cor azul).

Nesse caso, o Rx estd a uma distancia de 4 (quatro) células com relacdo ao Tx.
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Figura 3.7 — Esquema de conexdes entre os astrdcitos na topologia de Atalho.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.1.4 - Estrutura do Tecido na Topologia Erdos-Rényi

Nesta topologia, cada astrécito se conecta a seis astrocitos de forma aleatéria. Para
i1sso, geram-se seis nimeros inteiros aleatérios dentro do intervalo correspondente ao nimero
de astrdcitos presentes na rede para cada astrocito. Esses nimeros devem ser diferentes entre
si e diferentes do nimero que corresponde ao astrdcito a partir do qual serd gerada a conexao.
Dessa forma, as conexdes sdo produzidas na rede.

A cada execu¢do do simulador, a mesma rede aleatéria é gerada, uma vez que foi
escolhida uma seed” fixa para a geragcio dos nimeros inteiros aleatérios. Sendo assim, embora
a rede seja aleatdria, ela mantém a mesma configuracido, o que evita que a cada execucgdo
sejam produzidos resultados que diferem muito entre si; isso impossibilitaria uma andlise dos

parametros da rede.

3.2 — Resolvedor Estocastico

O resolvedor estocdstico se baseia no algoritmo de Gillespie (T. Gillespie, 1977), que
consiste em um método de simulacdo estocdstica de reacdes quimicas. Neste trabalho, o
algoritmo de Gillespie foi utilizado para simular a sinalizacdo de Ca®* e, assim, determinar
a quantidade de Ca®* de cada reservatério dos astrécitos, ao longo do tempo.

Em cada passo do tempo, o algoritmo de Gillespie € executado para selecionar

um astrécito especifico e uma reacdo especifica que ocorre nesse astrécito com base na

’Na programagio, trata-se de um método utilizado para definir o gerador de nimeros aleatérios. Se a seed é
fixa, os nimeros gerados serdo os mesmos a cada execucao.



Simulador Computacional para o Sistema de Comunicacoes Moleculares 3D baseado na Sinalizacao de
Ca* 45

probabilidade P(rj, 7,) (Equagdo 3.5), além de determinar o intervalo de tempo (t) em que
a reacdo deve ocorrer, ou seja, a duracdo da reagdo (Equacdo 3.4). Os reservatorios do astrocito
serdo afetados negativa ou positivamente por uma constante a quando uma certa reacdo é
executada.

Caso a reacdo escolhida seja uma reagdo intracelular, a reacdo ocorre apenas no interior
do astrécito escolhido, ou seja, haverd uma alteracdo na concentragio de Ca®* apenas em seu
proprio reservatério. Por outro lado, caso a reacdo escolhida seja uma reacdo intercelular, o
astrocito escolhido, bem como o astrécito para o qual o Ca*" serd difundido sofrerdo uma
alteragiio na concentragdo de Ca*" em seus reservatorios.

A Tabela 3.1 apresenta as reacdes intracelulares e as suas respectivas transicoes de
estado, ou seja, as alteragdes na concentracio de Ca®" por uma constante a (ver Tabela 3.1), no
citosol (C) ou no reticulo endoplasmético (E), que acontecem devido a reacdo. Essas reacoes
quimicas foram inseridas no algoritmo e podem ocorrer em qualquer astrécito do tecido celular

tridimensional.

Tabela 3.1 — Reacdes intracelulares e transi¢des de estado que podem ocorrer em um astrocito.

Reacao | Transicao de Estado
Lancamento de Ca** do Tx C+=a
Escoamento de Ca** C+=a
do citosol para o RE

Transporte de Ca** C—=a
do citosol para o RE E+=a
Lancamento de Ca®* Ct=ua
do RE para o citosol E—=a
Escoamento de Ca** C+=a
do RE para o citosol E—=
Transporte de Ca*" do C—=a
citosol para o espago extracelular

Além das reagdes intracelulares, foram também simuladas as reagdes intercelulares, ou
seja, as difusdes. A modelagem da difusdo em uma drea do tecido celular captura a dinamica
espaco-temporal da sinalizacdo intercelular de Ca?*. A diferenga de concentracio de Ca?* foi

utilizada para modelar essa caracteristica espaco-temporal, como apresentado na Equacdo 3.1,

.. D
ZA(l:]:k: n, m:l) = ; (lZn,m,l _Zi,j,k|) X p(): (31)

em que (i,j,k) e (n,m,l) correspondem as coordenadas, no tecido celular, do astrécito que

recebe Ca?* e do astrécito que cede Ca®*, respectivamente; D € o coeficiente de difusdo, v é o
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volume da célula, p(.) é a probabilidade das jungdes comunicantes estarem abertas ou fechadas,
Z; j x € a concentragdo de Ca?* no citosol do astrécito que recebe Ca®*, Z, m, € a concentragdo
de Ca®* no citosol do astrécito que cede Ca**, e Z, € a diferenca na concentracdo de Ca®* dos
astrocitos.

Sendo assim, € possivel observar que a difusdo ocorre do astrécito que se encontra nas
coordenadas (n, m, 1) para o astrcito que se encontra nas coordenadas (i, j, k). Apés a difusio,
os niveis de concentragdo de cada um desses astrocitos serd alterado pela constante a, ou seja,
Zymi = Znmi—€Z; ;= Z;j+a. Alocalizagdo da célula cedente € definida pelo algoritmo de
Gillespie. A posigdo da célula que recebe Ca*" dependerd da reacdo selecionada e da topologia
de acoplamento das jun¢des comunicantes.

Cada astrocito contém um conjunto de reagdes internas, conforme estd ilustrado na
Figura 3.8. A Figura 3.8 ilustra um exemplo de como ocorrem as reagdes intracelulares e
as difusdes (reagdes intercelulares) nos astrécitos do tecido. Para simplificar a visualizagdo,
essa figura apresenta um corte do tecido tridimensional, no qual € possivel observar que a
difusdo ocorre entre o astrdcito localizado nas coordenadas (i, j,k) e os astrocitos vizinhos
a ele. Portanto, a Figura 3.8 ilustra o processo de difusdo em uma topologia de grau regular (ver
Subsecdo 2.6.1).

Além disso, pode-se observar que um conjunto de reagdes ocorrem no interior da célula,
as quais foram representadas pelas reacdoes R; a R, — que podem ser comparadas as reacoes
descritas na Tabela 3.1. R1, ;, e R2, ; , s@o dois reservatdrios que se encontram no interior do
astrocito; eles representam o citosol e reticulo endoplasmético dessa célula.

O processo de execucdao de uma reacdo dentro do conjunto de todas as reacdes
(intracelulares e intercelulares), R, é dividido em duas fases: definicdo da reacdo e definicao
do intervalo de tempo em que a reacdo ocorrerd. Cada reacdo recebe uma constante de reacdo

(a,). Considerando que a, € o somatdrio de todos os a, em R, a préxima reagdo escolhida sera:

r,=MAX | 2 =—"—|,ueN, ueR, (3.2)
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Figura 3.8 — Representacdo de um corte do tecido celular tridimensional. As reacdes que ocorrem no interior
dos astrdcitos e o processo de difusdo para os astrécitos vizinhos sio apresentados.
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Fonte: Adaptada de (Barros et al. , 2015b).

que segue o processo roulette wheel selection, um processo que seleciona os eventos com base

em seus valores de probabilidade. No entanto, u deve satisfazer a seguinte equagao:

u—1 C(Tj u arj
D <pas ) (3.3)
j=1 a() j=1 aO

em que p, é uma varidvel aleatéria uniforme com valores no intervalo de (0, 1).
Em cada passo do tempo de execu¢do do simulador (t), o intervalo de tempo da préxima

reacdo € estimado pela Equagdo 3.4,

=L zn(i) (3.4)

Ao P1
em que p; € uma varidvel aleatéria uniforme com valores no intervalo (0,1]. Esse processo de
T
simulacao termina quando lzll T; < tg,em que T € o conjunto de t e t, € o tempo méiximo de
i=0
simulacao. l
O efeito da execucdo de uma reacdo €, basicamente, a mudanca dos valores dos
reservatorios de cada astrdcito. Os valores dos reservatérios mudardo de acordo com o efeito

positivo ou negativo da reagio executada. A probabilidade de selecionar uma reagio (P(r;, T,))
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¢ definida pela Equagdo 3.5. O P(r;,7,) favorece uma célula c; ;, com um valor alto em
seu reservatério. Consequentemente, uma grande quantidade de Ca®* levard a difusdo, que

modelaré a propagacdo das moléculas através do espaco celular.

P(rj, 7, )dt = ae “"tdt (3.5)

Os valores para cada parametro da simulacdo podem ser encontrados na Tabela 3.2. A
tabela dispde dos parametros utilizados no modelo do tecido sauddvel (Secdo 2.3) e no modelo
desenvolvido para a simulacdo de um tecido acometido pela doenga de Alzheimer (Secdo 2.4),

bem como os seus respectivos valores e referéncias.
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Tabela 3.2 — Valores dos parametros utilizados no modelo do tecido saudavel e do tecido acometido pela DA.

Parameter Reference Normal Value  Alzheimer Value Unit
(o Barros et al. (2015a) 0,05 - uM
K, Barros et al. (2015a) 0,5 - st
Ky Barros et al. (2015a) 0,5 - st
Kq Barros et al. (2015a) 0,08 - st
V2 Barros et al. (2015a) 15 - uM/s
Ko Barros et al. (2015a) 0,1 - uM
U, Barros et al. (2015a) 0,05 - uM/s
Kp Barros et al. (2015a) 0,3 - uM
n Barros et al. (2015a) 2,02 -

Kc1 Barros er al. (2015a) 0,15 - uM
Kca Barros et al. (2015a) 0,15 - uM
K Barros et al. (2015a) 0,1 - uM
Vs Barros et al. (2015a) 40 - g1
m Barros et al. (2015a) 2,2 -

D Barros ef al. (2015a) 350 350 um?/s
a Barros et al. (2015a) 0,01 - uM
k, Alberdi ef al. (2013) 0.0004 0.1 1/s
k, Alberdi et al. (2013) 0.2 1.5 1/s
ks Alberdi et al. (2013) 0.5 0.1 /s
ks Alberdi et al. (2013) 0.5 0.05 1/s
ke Alberdi et al. (2013) 4 0.5 1/s
ko Alberdi et al. (2013) 0.08 0.5 1/s
vy Alberdi ef al. (2013) 0.02 15 uM/s
Kips Alberdi et al. (2013) 0.3 0.5 uM
K, Alberdi et al. (2013) 0.2 2.02 uM
K; Alberdi et al. (2013) 0.2 0.15 uM
K¢, Alberdi et al. (2013) 0.3 0.15 uM
B Alberdi et al. (2013) - 35 -
Heer Alberdi et al. (2013) 10 40 uM
keer Alberdi et al. (2013) 0.01 2.2 uM/s
karppax) Alberdi et al. (2013) 0.08 free uM/s
Hyrpepax) Alberdi et al. (2013) 0.09 0.15 uM
karpepay) Alberdi et al. (2013) 0.5 0.5 uM/s
K Alberdi et al. (2013) 10 0.8 uM
A Barros et al. (2015a) 0.37 0.37

U, Barros et al. (2015a) 90 90 mV
Do Barros et al. (2015a) 60 60 mV
A, Barros ef al. (2015a) 0.008 0.008 (mV)™!
Ap Barros et al. (2015a) 0.67 0.67 (mV)™!
b4 Zeng et al. (2009a) - 2

T Zeng et al. (2009a) - 300 K
R Zeng et al. (2009a) - 8.31 J/(mole- K)
F Zeng et al. (2009a) - 96,485 J/(Coul/mole)
gr Zeng et al. (2009a) - 0.06 pS
gL Zeng et al. (2009a) - 35 pS
SN Zeng et al. (2009a) - 0.39 pS
2z Zeng et al. (2009a) - 0.2225 pS
Vst Zeng et al. (2009a) - 5.223 x 10713 1
Og Matrosov et al. (2017) - 0.15 uM/s
Os Matrosov et al. (2017) - 0.15 uM/s
ty Matrosov et al. (2017) - 0.3 S
v, Matrosov et al. (2017) - 30 S

4 Lallouette (2014) - 3.64 st
Iy Lallouette (2014) - 0.15 uM
w; Lallouette (2014) - 0.05 uM
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3.3 — Hipoéteses sobre o 3-amildide

Devido aos efeitos desconhecidos do f3-amiléide sobre o funcionamento e a organiza¢io
geral das redes de astrdcitos, bem como sua sinalizagdo de cdlcio (Latulippe et al. , 2018), neste

trabalho sdo consideradas algumas hipéteses:

1. Hipéotese 1: Existem diferentes estdgios de desenvolvimento da DA que estdo
correlacionados com diferentes concentracdes de -amildide. Foi considerado apenas um
curto espago de tempo dentro do estdgio estudado da DA. Nao € objetivo deste trabalho

modelar as mudangas do f3-amil6ide ao longo do tempo.

2. Hipétese 2: Foi considerado que a DA esta em fases posteriores de desenvolvimento
e que o f3-amildide é esparsamente distribuido com um efeito homogéneo na rede de
astrécitos. Nao hd atualmente nenhuma descri¢do espacial detalhada da difusdo de f3-

amildide dentro do cérebro.

3. Hipotese 3: As redes sdo mantidas em um configuragdo constante durante toda a
andlise. Isso, de certa forma, negligencia os efeitos da proliferacdo celular e da morte
celular que podem ocorrer em virtude do estresse celular causado por uma determinada
concentracdo de 3-amildide, entretanto, devido a Hipétese 1, essa suposi¢do ndo afeta

significativamente os resultados do trabalho.

3.4 — Parametros de Desempenho do Sistema de Comunicacao
entre os Astrocitos

Esse processo bioldgico foi mapeado em um sistema de comunicagdo com a intencao
de proporcionar uma maior compreensdo das redes de astrécitos utilizando ferramentas de
comunicacao e teoria da informacgdo. Nas proximas subse¢des serdo apresentados 0s parametros

de comunicag¢do que foram avaliados nessas redes.

3.4.1 - Ganho do Canal

O parametro avaliado na comunicagado entre os astrécitos da rede (tecido) foi o ganho

do canal. Devido a probabilidade de direcao da difusdo ser diferente para os diversos esquemas
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de conexdes entre os astrécitos do tecido, o Ca®t pode atingir o receptor (Rx) com diferentes
intensidades. Naturalmente, a amplitude do sinal recebido € afetada negativamente por longas
distancias entre o transmissor (Tx) e o receptor.

Portanto, esse fendmeno foi analisado por meio do ganho, o qual é calculado mediante

a Equacdo 3.6:

Ir, (f )) 3.6)

I (f)

em que I (f) € concentragdo média de Ca** noRxe Iy (f) € o concentragdo média de Ca*" no

I'(f)= 1010g(

Tx. Para o célculo do ganho foram realizadas simula¢des com um tempo total de 200 segundos®.

O ganho foi avaliado, inicialmente, em fun¢do da distncia (nimero de células) entre
o Tx e o Rx, mantendo constante a frequéncia de oscila¢do espontinea de Ca?" no Tx, sendo
equivalente a 1 Hz, ou seja, a cada 1 segundo 0,5 uM ¢é adicionado ao nivel de Ca** citosélico
do transmissor.

Em seguida, o ganho foi avaliado em funcdo da frequéncia de oscilagdo espontanea
de Ca®*, tendo em vista que, segundo dados experimentais, essa frequéncia pode variar entre
valores baixos (Lavrentovich & Hemkin, 2008a). Portanto, o ganho foi avaliado para as

frequéncias: 0 Hz, 0,01 Hz, 0,02 Hz, 0,04 Hz, 0,1 Hz, 0,5 Hz e 1 Hz.

3.4.2 - Atraso (Delay) na Comunicacio entre os Astrocitos

Uma das principais caracteristicas da comunica¢do molecular em comparagdao com a
comunicacao eletromagnética é que as moléculas sdo transmitidas espacialmente a taxas muito
mais lentas. Sendo assim, é compreensivel que o atraso do Tx ao Rx seja uma consideragcdo
critica. Para medir com precisdo a quantidade de moléculas que sdo transmitidas, bem como
o tempo que elas levam para atingir uma certa distancia de um tecido celular, foi mensurada a
quantidade de Ca®* transmitida em comparacdo com a quantidade Ca®" recebido ao longo do

tempo. O método proposto € modelado pela Equagdo 3.7.

Tx Ty
f Cr(x,t)dt = f Cr(t)dt (3.7
0 0

Em que C; é uma fun¢iio que retorna a concentracdo de Ca*" no receptor, no tempo

t; C; retorna a concentracio de Ca®* no transmissor, no tempo t; T; é o intervalo de tempo

3Esse tempo nio é referente ao tempo de simulagio do algoritmo, mas ao somatério dos intervalos de tempo
de cada uma das reagdes ocorridas.
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do transmissor; Ty € o intervalo de tempo do receptor e x € distancia entre o transmissor € 0
receptor. Logo, o atraso de propagac¢do do transmissor ao receptor € Ty (Barros et al. , 2015b).

Computacionalmente, a concentracdo de Ca*" no Tx é mantida, constantemente, no
valor de 0,5 uM, ao longo da simulagdo. A partir do momento em que o somatdrio da
concentragio de Ca*" no Rx se torna maior ou igual ao somatério da concentra¢do de Ca** no
Tx, a simulag@o € encerrada e o tempo total da simulagdo corresponde ao delay na propagacao.
Enquanto essa condicdo ndo for satisfeita, o tempo atual da simulacdo é incrementado na
proporcao do tempo de cada reagdo ocorrida.

O delay na propagacgao foi avaliado para diferentes distancias entre o0 Tx € o Rx (em

fun¢do do nimero de células), bem como para as topologias de Raio de Liga¢do e de Atalho.

3.4.3 - Capacidade do Canal

Para a andlise da capacidade do canal foi definido um processo de transi¢ao de estado
para o Tx e o Rx. No transmissor, dois estados sdo definidos, a estimulagdo e a liberagcdo de
Ca®" (x = x,), e o siléncio (x = x,). Essas definicdes sdo semelhantes aquelas utilizadas na
modulacdo On-Off Keying (OOK), na qual x = x; na transmissdo do bit 1, e x = x, quando o
bit 0 é transmitido.

Para o receptor, a quantidade de Ca®* recebido ir4 alterar o seu estado entre ativo (y =
y;) e inativo (y = Y,). Baseado em uma sequéncia de bits B, o Tx alterara o seu estado
de acordo com os respectivos bits dessa sequéncia, enquanto o Rx infere a sequéncia de bits
recebida.

Para a transmissao de um tnico bit, o tempo é discretizado em intervalos de tempo
(de duracdo T,), considerando-se que ambos, o Tx e o Rx, sdo completamente sincronizados.
Essa sincronizacdo implica no fato de que o receptor possui 0 mesmo clock do transmissor e,
portanto, estard ciente de cada transmissdo de bit de um especifico intervalo de tempo. Essa
consideracdo € bastante comum na literatura e pode ser justificada pelos altos valores de Tj, o
qual habilita um tempo de sincroniza¢do muito maior comparado a sistemas de comunicagao
convencionais.

A entropia de Shannon pode ser utilizada em sistemas biolégicos para representar

quantidade de informagdo (em bits) no processo de comunicacao Barros et al. (2015a):

p
H(X)=—>xlog,P(x). (3.8)
x€X
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A entropia condicional é definida baseada na distribuicdo conjunta e a distribuicao

condicional de x e y

H(X[Y) == p(x,y)log, p(x|y), (3.9)

x€X yeY

em que, Y = y,, y;. Todas as probabilidades sdo definidas como apresentado a seguir:

p(x) = p(x=2x0)+plx=1x,) (3.10)
p(y) = (p(y =yo)+p(y =y1))-plylx) (3.11)
Py =yolx=x0) = 1—p(y=y1lx=1x0) (3.12)
pPy=ylx=x;) = 1-p(y=ylx=x) (3.13)

Na andlise realizada neste trabalho, foi utilizada a informagdo mutua I(X;Y) para
analisar a quantidade de informacdo transmitida do transmissor para o receptor. As
probabilidades p(x) e p(y) representam a probabilidade de cada estado sobre o Tx e o Rx,
respectivamente. Uma vez que T, € relativamente grande, os efeitos de memoria na transmissao
de bits sdo minimizadas e pode-se assumir que o canal € sem memdria. Sendo assim, a
capacidade € definida como:

C(X;Y) =max,I(X;Y). (3.14)

p(x

3.4.4 — Ruido na Comunicaciao

O ruido na comunicagdo foi calculado considerando-se o termo t, presente na
Equagio 2.27. Tendo em vista que esse termo indica que a produgéo do IP; (Jp,.4) estd
associado com a frequéncia da atividade sindpticas (disparos) dos neurdnios, os diferentes
padrdes de disparos dos neurdnios apresentados na Sec¢do 2.5 foram considerados como uma
variavel que pode adicionar ruido ao sistema de comunica¢do molecular.

O ruido, portanto, foi calculado por meio da relagdo sinal-ruido (SNR), a qual € definida

pela Equacao 3.15.

A..
SNR=201og(M) (3.15)

ruido
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em que A,;,,; € a amplitude do sinal sem ruido, que corresponde ao nivel de concentracao de
Ca?* resultante das reagdes de amplificagdo; enquanto A,, 4, corresponde a amplitude do sinal
do ruido, ou seja, corresponde ao nivel de concentragio de Ca®" resultante das reacdes de
amplificacdo de Ca*" que ocorreram por influéncia dos disparos dos neurdnios.

O nivel de concentracdo de calcio foi utilizado ao invés do nivel de IP; na célula devido
ao fato de que o aumento na produgdo de IP; ocasionard no aumento (amplificagdo) da produgdo
de Ca?* no citosol da célula (ver Equacdo 2.4).

O ruido na comunicagdo foi mensurado considerando cada tipo de ruido apresentado na
Secdo 2.5, para as topologias de Grau Regular e Raio de Ligacdo, nos cendrios sauddvel e da
Doenca de Alzheimer.

Seguindo as etapas descritas nesse capitulo, foi desenvolvido o simulador proposto, por

meio do qual foram obtidos os resultados que serdo apresentados no préoximo capitulo.



Capitulo 4

Resultados

O objetivo dessa se¢do € fornecer uma caracterizacdo detalhada da propagac¢ao do sinal
quando o canal (rede de astrdcitos) é alterado, em muiltipla escala, devido a presenca do f3-
amildide. Essas alteracOes sdo quantitativamente agravadas quando existe uma diversidade
de topologias; portanto, serdo utilizadas as topologias apresentadas anteriormente para obter
também a correlacdo entre as diferentes topologias de redes de astrdcitos e a propagagao do
sinal.

Primeiro, serdo analisados os resultados referentes a uma célula Unica (analise em
escala dnica). Em seguida, serdo apresentados os resultados para a anélise em multipla escala,
utilizando métricas como a extensdo de propagacdo, o ganho do canal e o atraso molecular
para a avaliacdo de desempenho. Os valores utilizados para as varidveis de simulagdo podem
ser encontrados na Tabela 3.2. Todo esse modelo computacional permite obter a correlacdo de
multiplas escalas dos processos de comunicagdo dos astrdcitos, a partir da escala intracelular
(0-15 um) até a sinalizagdo intercelular e a rede (15-800 u m) e fornecer uma comparagao entre
astrécitos sauddveis e com a DA. E necessdrio reconhecer que a comparagio entre o cenario
do tecido sauddvel (Secdo 2.3) e o cendrio com a DA (Secdo 2.4) sdo validos para a andlise do
sistema de comunica¢do, mas ainda se caracterizam como resultados introdutérios no que se

refere a estratégias de tratamento da doencga.

4.1 — Analise em Escala Unica

Na Figura 4.1, sdo apresentados os resultados obtidos a partir da solu¢ao das equagdes
diferenciais do modelo do tecido saudavel (Equacoes 2.1, 2.2 e 2.3) e com a presenca da DA
(Equagdes 2.14, 2.15, 2.22 e 2.23). Esses resultados fornecerdo uma melhor compreensao dos
efeitos do f3-amiléide nos astrécitos para que, em seguida, sejam apresentados os resultados da

andlise em multipla escala. Na Figura 4.1(a) sdo apresentados os padrdes de oscilagdo de cdlcio



Resultados 56

para o cendrio sauddvel e com a DA. Pode-se observar que tanto a frequéncia quanto o pico
da oscilacdo mudam consideravelmente, o que € decorrente dos efeitos gerais das mudangas do
pB-amiléide na célula, incluindo a dindmica do 1P, canais de VGCC e vias intracelulares. As
mesmas mudangas s@o melhor capturadas pela resposta da concentracao de célcio a variacao de
IP; nos valores méximo e minimo, observados na Figura 4.1(b). Para este gréfico, considerou-se
o IP; com um valor fixo entre 0,01-1 uM. Na DA, as oscila¢des limitam-se a menor diferenca
nos valores que o célcio pode alcancar. No entanto, na Figura 4.1(c), mostrou-se pela anélise de
bifurcacdo que, mesmo com diferencas menores nos valores de calcio na DA, o sinal no citosol

€ instdvel comparado ao caso sauddvel.

Figura 4.1 — (a) Padrdes de oscilagio de Ca?" para astrécitos sauddveis e com Alzheimer — com o coeficiente
de aumento de IP; fixado em 0,3 (03 para o sauddvel, e J,.,q para a DA). (b) Valores médximo e minimo de
concentracdo de Ca?" para astrécitos sauddveis e com Alzheimer. (c) Andlise da bifurcaciio da concentracio
de Ca®" e IP; para astrécitos saudaveis e com a DA.

(a) (b) (c)

Alzheimer Saudavel

Concentragao de Calcio (M)
oncentrago de Calcio (uM)

01

4 200 400 600 800 1000 1200 0.0 02

0.4 0.6 08 10 0.0 02
Tempo (s) 1P (M)

06 00 02 0.6

0.4 0.4
1P (M) 1P (uM)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 — Analise em Miltipla Escala

Na andlise em multipla escala, ao invés de um cendrio com apenas uma unica célula,
tem-se um cendrio que captura os efeitos da propagacao, intracelular e intercelular, do calcio em
um tecido (rede de astrdcitos) sauddvel e com a presenca do Alzheimer. O simulador estocastico
apresentado na Secdo 3.2 permite que este fendmeno seja capturado por uma abordagem

computacional.

4.2.1 - Extensao de Propagacao

A extensdo da propagacdo dos sinais de cdlcio nos cendrios e topologias que foram

propostos pode ser encontrada na Figura 4.2. Por meio dos resultados obtidos nesta métrica, foi
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possivel observar como a transmissdo de um astrécito desencadeia a ativagdo da producio de
célcio em muitos outros astrécitos. Esses resultados sugerem que o nivel de organizacio da rede
pode impactar, significativamente, o nimero de células que sdo ativadas, o que significa que,
dependendo da distancia entre o transmissor e o receptor, isso pode desencadear interferéncias
provenientes de outras células, especialmente para a rede Erdos-Rényi, na qual a dindmica de
geracdo de conexdes pode aumentar a extensao total da propagacao.

Para redes de astrdcitos sauddveis e com a DA, o desempenho da Erdos-Rényi é superior
ao restante das topologias. Enquanto as outras topologias t€ém uma extensdo de propagacdo em
torno de 25 para tecidos saudaveis e 35 para tecidos acometidos pela DA, a topologia Erdos-
Rényi apresenta 51 para tecidos saudaveis e 165 para tecidos com DA. Podemos entdo observar
que o efeito do B-amiléide na propagacio do sinal pode aumentar a extensao da propagacio em
todos os casos, o que significa que os sinais de cdlcio t€ém uma distribui¢do espacial mais ampla

quando o tecido € afetado pela DA.

Figura 4.2 — Extensdo de propagacdo de cada topologia para um tecido sauddvel e com a doenca de
Alzheimer.

Extenséo de Propagagéo

B saudavel

150 B Aizheimer

100

50

Grau Regular RL (raio = 2) LR (raio = 3) Atalho Erdds-Renyi

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.2 — Atraso Molecular

Os resultados obtidos referentes ao atraso molecular para um tecido sauddvel de
astrocitos e para um tecido com a presenca da DA sdo exibidos nas Figuras 4.3(a) e 4.3(b),

respectivamente.

Figura 4.3 — Atraso molecular (em segundos) na propagagio do Ca®t em fungéo da distincia (nimero de
células) entre o transmissor e o receptor, para as quatro topologias.

(a) Tecido saudavel. (b) Tecido acometido pela DA.
25k
5000 —8— GrauRegular —8— Grau Regular
== RL (raio = 2) =M= Raio de Ligacao (2)
000 —8— RL (raio =3) 20k —&— Raio de Ligacdo (3)
Atalho Atalho
=X Erdos-Renyi == Erdos-Renyi

4000 15k

3000

Delay (s)
Delay (s)

2000

5k
1000

2 3 4 5 6 2 3 4 5 6

Distancia (# células) Distancia (# células)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Primeiro, vale a pena mencionar os diferentes padrdes de atraso que sdo obtidos a partir
das diferentes topologias de rede, tanto para o cendrio sauddvel quanto para o patolégico. A
topologia de rede Erdos-Rényi € apresentada com um atraso oscilatorio dependente da variagao
de distancia devido a sua distribui¢do de probabilidade de conexdo através da rede, que pode
criar mais caminhos para a célula receptora e permitir que mais cdlcio flua em direcdo a ela.
Esse efeito ndo foi observado, na mesma dimensdo, nas outras topologias, visto que os atrasos
aumentam com o aumento da distancia.

Na presenca da Alzheimer, hd um aumento maior ou menor do atraso molecular,
dependendo da topologia da rede. A topologia de grau regular é aquela que apresentado o
maior fator de aumento do atraso, sendo cerca de 100 s de atraso, no tecido saudavel, para um
valor maximo de 25000 s. O aumento para os outros tipos de rede foi mais modesto, vindo de
uma média de 2000 s para um maximo de 5000 s, o que pode ser explicado pela alteracao do
volume celular e dos canais VGCC, que sio alterados pelo efeito do -amiléide nos astrécitos.
Além disso, isso também € baseado no processo de contagem molecular que foi utilizado para

medir o atraso.
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Devido a diminui¢ao do volume celular (ver Subsecao 2.4.5), a taxa de fluxo da difusao
¢ alterada (Equacdo 3.1) em conformidade, sofrendo um aumento, € esse aumento conduzira
a uma propagacdo mais acelerada das moléculas, aumentando, dessa forma, a propagacdo em
multiplos caminhos dentro do tecido. Para uma rede com o grau regular, isso significa que a
configuracdo homogénea da rede contribui para esta dispersao de moléculas causando os efeitos
de multiplos caminhos. Os canais VGCC também contribuem para este efeito, uma vez que
o estimulo de tensdo pds-sindptica € capturado pelas Equacdes 2.30 e 2.31, uma vez que a

diminuicd@o dos ritmos neurais € um modulador direto da atividade dos astrécitos.

4.2.3 - Ganho do Canal

O ganho do canal é uma medida de quantas das moléculas inicialmente enviadas foram
recebidas dentro de um intervalo pré-determinado. Esse pardmetro do canal foi avaliado em
funcdo da distancia entre o transmissor e o receptor — Figuras 4.4(a) e 4.4(b) — e da frequéncia
de oscilacdes espontaneas de Ca%* no transmissor — Figuras 4.5(a) e 4.5(b).

Figura 4.4 — Ganho do canal (em dB) em func¢fo da distincia (nimero de células) entre o transmissor e o
receptor, para as quatro topologias.

(a) Tecido saudavel. (b) Tecido acometido pela DA.
Ganho do Canal (f = 1.0 Hz)
—8— Grau Regular -1 =@~ Grau Regular
=5 =8 RL (raio=2) _20 =~ Raio de Ligacao (2)
—&— RL (rain=3) == Raio de Ligacao (3)
-10 Aalho o5 Aalho
=X~ Erdds-Rényi =% Erdds-Rényi

Ganho do Canal (dB)
Ganho do Canal (dB)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Distancia (# células) Distancia (# células)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para todos os gréficos, fica claro que a topologia de atalho apresenta o melhor
desempenho de ganho de canal, o que € esperado com uma média de —10 dB. Por apresentar
uma maior aleatoriedade nas probabilidades de conexdo da rede, nas topologias Raio de
Ligacdo e Erdos-Rényi o ganho do canal tem melhor desempenho, dependendo da distancia
e da frequéncia. A topologia de Raio de Ligacdo possui uma distribuicdo mais homogénea,
permitindo que as células de curta distincia recebam mais moléculas com uma média de

—22 dB, no entanto, para distancias mais longas e também alta frequéncia, a configuracdo
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Figura 4.5 — Ganho do canal (em dB) em fun¢do da frequéncia de oscilagdo espontanea, para as quatro
topologias.

(a) Tecido saudavel. (b) Tecido acometido pela DA.
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—— RL (raio=3) —&— Raio de Ligacao (3)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

heterogénea do Erdos-Rényi favorece um aumento de célcio no receptor devido ao aumento da
propagacdo por multiplos caminhos, apresentando uma média de —28 dB. Como esta andlise
estd sujeita as configuracdes de tempo, o aumento ou a diminui¢do do intervalo pré-determinado
pode alterar os resultados apresentados. Por fim, a DA parece piorar a propagacao de cdlcio no
tecido celular devido a dindmica IP5, que cria efeitos ndo-lineares no mecanismo de regeneragao

de célcio dentro das células, o que pode ser concluido a partir das Equagdes 2.27 e 2.28.

4.2.4 - Capacidade do Canal

A Figura 4.6 apresenta os graficos com os resultados referentes a capacidade do canal
em funcdo da distancia (nimero de células/astrocitos) entre o transmissor € o receptor, para as
topologias de Grau Regular e Raio de Ligacao, no cendrio saudavel.

Como j4 era esperado, o aumento da distancia afeta negativamente no desempenho do
sistema, visto que a capacidade do canal € inferior com o aumento da distancia. Além disso,
€ possivel observar que o sistema apresenta baixos valores de capacidade, sendo na ordem de
1073,

Esse resultado pode ser atribuido ao fato de que, apesar dos astrdcitos possuirem
um processo de regeneracio de Ca?' bastante eficaz, devido a sua produgio de IP,, e essa
caracteristica contribuir positivamente na capacidade do canal; por outro lado, o seu eficiente
processo de difusdo — decorrente do seu elevado coeficiente de difusdo — conduz a uma baixa
concentracio de Ca®* nas células, uma vez que esse comportamento resulta em uma propagacao

de Ca?* mais rapida ao longo do tecido inteiro.
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Figura 4.6 — Capacidade do canal (em bits) em funcdo da distancia (nimero de células) entre transmissor e
receptor para cada uma das topologias, considerando o sistema de comunica¢do baseado no tecido saudavel.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacdo aos valores obtidos para cada uma das topologias, observa-se que na
topologia de Atalho o canal apresenta uma maior capacidade de transmissdo entre transmissor
e receptor, o que ja era previsto, levando-se em consideracio o fato de que existe uma conexao
direta entre esses dois nds (astrécitos) da rede (tecido). Além disso, os valores da capacidade
ndo variam muito, uma vez que essa conexao existe independentemente da distancia entre Tx e
Rx.

A topologia de Grau Regular, por outro lado, é aquela que apresenta, em média, o
desempenho inferior. O aumento do raio na topologia de Raio de Ligacdo (RL) resulta em
um aumento do desempenho. Sendo assim, a topologia RL com raio 3 (trés) apresenta um
maior desempenho em comparacdo com a mesma topologia com raio 2 (dois) e a topologia de
Grau Regular. E vilido destacar, também, que o maiores valores de capacidade sdo atingidos
para distancia inferiores ou iguais ao valor de raio utilizado.

Por fim, a topologia Erdos-Rényi apresentam resultados bastante aleatorios, o que é
coerente com a estrutura da rede em si. A depender do esquema aleatdrio de conexdes realizadas
na defini¢do dessa rede, os valores de capacidade podem variar substancialmente.

A Figura 4.7 apresenta os graficos com os resultados referentes a capacidade do canal
em func¢do da distancia (nimero de células/astrécitos) entre o transmissor € 0 receptor, para as
topologias de Grau Regular e Raio de Ligac¢ado, no cendrio em que o tecido estd acometido pela

Doenca de Alzheimer.
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Figura 4.7 — Capacidade do canal (em bits) em funcdo da distancia (nimero de células) entre transmissor e
receptor para cada uma das topologias, considerando o sistema de comunicagdo baseado no tecido acometido
pela DA.

550p —8— Grau Regular
== Raio de Ligacao (2)
== Raio de Ligagdo (3)
500p Atalho
=X~ Erdés-Rényi

450p

A00p

Capacidade do Canal (bits)

350p =+

Distancia (# células)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim como no cendrio sauddvel, sob a influéncia da DA, em todas as topologias,
o aumento da distancia implica na redu¢do da capacidade do canal. No entanto, com a
DA, o sistema apresenta uma reducdo significativa da capacidade do canal, sendo 6 (seis)
vezes inferior, aproximadamente. Esse comportamento estd relacionado aos mesmos fatores
mencionados na andlise feita para o cendrio sauddvel, a saber, o processo de regeneracdo de
Ca®* e o processo de difusdo.

Em um tecido acometido pela Doenca de Alzheimer, o processo de regeneracdo de Ca**
ndo é tao eficaz quanto em um tecido saudavel, uma vez que a presenca do -amiléide reduz a
producdo de IP; nos astrécitos (Kurumatani et al. , 1998).

Em adicdo a esse efeito, a presenca da DA também aumenta ainda mais a eficiéncia
do processo de difusdo, o que foi constado, inclusive, nos resultados referentes a extensao de
propagacdo (Se¢do 4.2.1). Portanto, essa ainda maior eficiéncia na difusdo conduz a uma menor
concentracio de Ca®* nas células, pelo mesmo motivo de que esse comportamento resulta em
uma propagacdo de Ca*" mais rdpida ao longo do tecido inteiro. Sendo assim, esses dois fatores

supracitados contribuem negativamente na capacidade do canal.

4.2.5 - Ruido do Canal

O ruido da comunicacdo proveniente dos neurdnios foi analisado, considerando a
frequéncia de oscilagdo de IP5 igual a 0,3 Hz, para cada topologia de rede, em ambos os cendrios

— saudavel e Alzheimer. Os resultados da relagdo sinal-ruido (SNR) referentes a topologia de
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Grau Regular, no cendrio saudavel e da Doenca de Alzheimer, sdo apresentados nas Figuras 4.8a

e 4.8b, respectivamente.

Figura 4.8 — Relagdo sinal-ruido (SNR) para a topologia de Grau Regular, considerando cada tipo de ruido e
a uma frequéncia de oscila¢do de IP5 de 0,3 Hz.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o cendrio saudavel (Figura 4.8a), nota-se que os valores da SNR variam entre 24
e 36 dB, aproximadamente. Nesses niveis, pode-se considerar que o ruido ndo compromete o
desempenho da rede, visto que os valores da SNR sdo satisfatérios quando comparados, por
exemplo, com o0s niveis desejaveis em um sistema de comunicagao tradicional, como um rede
Ethernet ou um sistema de comunicagdo Optica.

Comparando os valores de SNR para cada padrao de disparo, nota-se que, em média, o
padrdao que apresenta os menores valores de SNR e, portanto, o menor desempenho, é o Fast
Spiking (FS), o que era esperado, tendo em vista que esse € o padrdo com a maior frequéncia de
disparos e, consequentemente, aquele que introduz mais ruido ao sistema. Por outro lado, o LS
e o CH sao aqueles que apresentam os melhores valores de SNR.

Observando-se os resultados obtidos para o cendrio da Doenca de Alzheimer
(Figura 4.8b), € possivel verificar que os valores de SNR mensurados sdo consideravelmente
inferiores aqueles obtidos no cendrio saudédvel (Figura 4.8b). Os resultados variam em valores
negativos de —19 dB a —14 dB, aproximadamente, o que significa que o ruido afeta com maior
intensidade esse sistema de comunicagao.

Essa diminui¢do abrupta nos niveis da SNR se deve ao fato de que, embora a DA
provoque uma desregulacio da homeostase do Ca?" intracelular, o que se revela em um aumento

dos niveis de Ca®*, o ruido proveniente dos neurdnios produz uma demasiada intensificacdo
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desse processo de desregulacdo, conduzindo o sistema a um aumento ainda maior nos niveis
de Ca®*. Dessa forma, a contribui¢do do ruido na amplificagdo do Ca*" é mais expressiva em
comparacao com a contribui¢ao produzida pelo préprio sistema, o que conduz os niveis da SNR
a valores significativamente inferiores e negativos.

As Figuras 4.9a e 4.9b apresentam os resultados da relacdo sinal-ruido (SNR) referentes
a topologia de Raio de Ligacdo, com raio 2, no cendrio sauddvel e da Doenca de Alzheimer,

respectivamente.

Figura 4.9 — Relacio sinal-ruido (SNR) para a topologia de Raio de Ligacdo, com raio 2, considerando cada
tipo de ruido e a uma frequéncia de oscilagdo de IP5 de 0,3 Hz.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

No cendrio sauddvel, os resultados obtidos para a SNR sdao, em média, notavelmente
proximos aqueles obtidos na topologia de Grau Regular (Figura 4.8). Mais uma vez, o padrao
FS ¢ aquele que apresenta o menor valor de SNR, enquanto os padrdes LS e CH apresentam os
valores mais altos.

Pela Figura 4.9b, € possivel constatar que, para esta topologia, com raio 2, os trés
primeiros padrdes de disparos — RS, IB e CH — apresentaram menor influéncia no desempenho
do sistema em comparac¢do com a topologia anterior, uma vez que a SNR foi superior, embora
ainda se apresentam com valores negativos. Apesar de os valores obtidos para os outros trés
padroes — LTS, FS e LS — serem proximos, o padrao FS ainda afeta mais negativamente no
desempenho do sistema.

Os resultados da relacdo sinal-ruido (SNR) referentes a topologia de Raio de Ligacdo,
com raio 3, no cendrio saudédvel e da Doenca de Alzheimer, sdo apresentados nas Figuras 4.10a

e 4.10b, respectivamente.
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Figura 4.10 — Relacio sinal-ruido (SNR) para a topologia de Raio de Liga¢@o, com raio 3, considerando cada
tipo de ruido e a uma frequéncia de oscilagdo de IP; de 0,3 Hz.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nesse caso, considerando os resultados obtidos para o tecido sauddvel, verifica-se que
os niveis de SNR sdo, de um modo geral, superiores aqueles mensurados nas topologias
anteriormente apresentadas. Por outro lado, a influéncia de cada tipo de ruido continua
apresentando o mesmo comportamento, com o padrdo FS sendo aquele com que mais afeta
negativamente o sistema, ao passo que o LS e o CH sdo aqueles que menos afetam o

desempenho do sistema.
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Conclusao

A comunicacdo molecular é uma drea de estudo bastante recente e, nos ultimos
anos, tem levado os engenheiros de comunicacdo a estudarem a possibilidade de modelar
sistemas de comunica¢do que utilizam componentes biolégicos. Essa drea de estudo tem se
mostrado bastante desafiadora, considerando-se a interdisciplinaridade das pesquisas, além do
eminente nivel de complexidade para a compreensdo dos processos bioldgicos, bem como sua
modelagem.

Por outro lado, pesquisas nesta drea se provam bastante relevantes, tendo em vista que
as futuras técnicas de bionanossensores dependerdao de técnicas de inferéncia baseadas em
modelos computacionais de tecidos para obter uma descricdo detalhada da comunicagdo em
redes celulares. No cérebro, as redes de astrocitos apresentam diferentes tipos de topologias.
Elas sdo severamente afetadas pela presenca de placas 3-amil6ides, que estdo ligadas como uma
das causas da doenga de Alzheimer. Diante disso, neste trabalho, foi proposta uma abordagem
computacional que captura o efeito do 3-amil6ide na sinalizacdo de calcio de diferentes redes
de astrocitos em multipla escala.

Foram implementadas as redes de Atalho, Grau Regular, Erdos-Rényi e Raio de Ligacao.
Com isso, foi projetado um sistema de comunica¢do molecular para avaliar a extensdo da
propagacdo dos sinais de Ca®*, o atraso molecular, o ganho do canal, o ruido na comunicagio e
a capacidade do canal.

Os resultados mostram que a Doenca de Alzheimer € mais instdvel na escala de células
unicas, bem como oscilagdes de cédlcio em niveis mais baixos. Esse efeito em escala tnica —
apenas uma célula — pode criar um impacto em vérias escalas na comunicagdo entre astrocitos
acometidos pela DA, alterando o prolongamento da propagacao em todas as topologias de rede,
aumentando o atraso molecular e os niveis de ruido no sistema, e diminuindo o ganho de canal

e a capacidade do canal, em comparacdo com astrocitos saudaveis. Essas observagdes sdo
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diferentes nas muitas topologias de rede, mas com um impacto maior nas redes Erdos-Rényi e
nas topologias de redes de Raio de Ligacdo.

Desde a andlise em escala tnica, foi possivel notar que a presenca do f3-amildide
provocou uma forte desregulacio nos niveis de Ca?' nos astrdcitos, tanto em termos de
amplitude, quanto em termos de frequéncia. Essa desregulacio € visivel na andlise em multipla
escala, ontem temos uma divergéncia considerdvel entre os resultados para o cendrio saudédvel
e para aquele sob a influéncia da Doenca de Alzheimer.

A extensdo de propagacio do Ca®' na topologia Erdos-Rényi é sempre superior em
comparacao as demais, inclusive no cendrio da DA, entretanto, embora esse resultado pareca
ser positivo para o cendrio patolégico, com os resultados posteriores foi possivel observar que
essa propagacao acelerada ocorre em multiplos caminhos, o que afeta negativamente as demais
métricas do sistema de comunicagdo. Por esse motivo, as métricas de ganho, atraso, capacidade
e ruido apresentaram desempenho inferiores nesse segundo cendrio, conforme mencionado
anteriormente.

No que se refere ao impacto da DA sobre as topologias, pode-se concluir que, nas
métricas de ganho, atraso e capacidade, a topologia de Atalho € a menos afetada pela presenca
do f-amildide e, portanto, um tecido com essa topologia seria preferivel, em comparacio as
demais topologias. Além disso, observou-se que o aumento do raio diminui o impacto da DA,
bem como a aleatoriedade da rede amplia os efeitos de multipercurso e, portanto, prejudica
seriamente o desempenho do sistema de comunicagdo — por esse motivo a topologia Erdos-

Renyi foi aquela que apresentou uma maior queda de desempenho no cendrio patolégico.

5.1 — Sugestoes de Trabalhos Futuros

Embora tenha sido elaborada uma investigacao holistica para capturar o efeito da DA
nas redes de astrécitos em uma abordagem computacional, trabalhos complementares precisam
ser levados adiante. Por exemplo, redes de astrécitos com DA devem ser implementadas com
conexdes com microcolunas de neurdnios do cortex. Além disso, os efeitos das placas f3-
amil6ides precisam ser considerados na fenda sindptica e nos neur6nios para uma caracterizagao
mais precisa do impacto da DA no cérebro. Outros trabalhos complementares sio elencados a

seguir:
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1. Andlise em fun¢do dos estdgios da Doenca de Alzheimer, bem como o seu avango ao

longo do tempo.

2. Andlise da difusdo do B-amiléide ao longo do tecido, a fim de avaliar os seus efeitos aos

parametros desse sistema de comunicagao.

3. Utilizacdo de um sistema SIMO e/ou MIMO para analisar os efeitos de multiplos

caminhos do sistema.

4. Ampliacdo da andlise da influéncia dos neurdnios sobre as redes de astrdcitos, inclusive

considerando os efeitos do -amiléide sobre essa outra célula.

5.2 — Artigos Publicados

1. M. T. Barros; REGIS, C. D. M.; SOARES, W. S. The Multi-Scale Impact of the
Alzheimer’s Disease on the Topology Diversity of Astrocytes Molecular Communications

Nanonetworks. IEEE Access, v. 6, p. 78904-78917, 2018.

2. SOARES, W. S;; REGIS, C. D. M.; M. T. Barros. Andlise sobre o Impacto de Topologias
de Astrécitos em um Sistema de Comunicacdo Molecular baseado em Sinalizacdo de
Ca2+. In: Simposio Brasileiro de Telecomunicacdes e Processamento de Sinais, 2018,

Campina Grande - PB.
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