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Resumo

Modelos computacionais que simulam a comunicagdo molecular entre células vivas sdo uma
ferramenta de investigacdo valiosa, visto que a possibilidade de caracterizar a propagacido de moléculas
como sinais de informagdes tem viabilizado o desenvolvimento de novas solucdes principalmente na
drea da biomedicina, como por exemplo, no tratamento de doencgas do tecido nervoso. Nesse contexto,
a propagacio intracelular de moléculas de Ca?*, conhecida como sinalizacio de Ca?*, representa
um mecanismo crucial na manuten¢do das atividades dos astrdcitos, que sdo células que atuam no
processamento de informagdes da regido sindptica. Existem numerosos modelos na literatura que
simulam a sinalizac¢do do Ca?* em um tecido de astrécitos, no entanto, moléculas como o Na* e o Kt
desenvolvem um papel importante na homeostase dessas células através de estruturas de transporte idnico
presentes na membrana plasmadtica, agregando maior robustez aos modelos computacionais. Diante
disso, este trabalho desenvolveu um modelo computacional que simula um sistema de comunicagdo
molecular em um tecido de astrécitos, considerando as reacdes das sinalizagdes do Ca?* e do Na¥,
bem como algumas estruturas de transporte, como o canal trocador de Na* e Ca?", a bomba de Na™
e K* e a bomba de Ca?*, a fim de avaliar os efeitos destas na propagacio intracelular do Ca®* por
meio de 4 métricas: capacidade do canal, taxa de erro de bit (BER), ganho de comunicagdo e relacdo
sinal-ruido. Os novos modelos permitiram um aumento médio de cerca de 30% na concentracio de
Ca* no tecido, além de proporcionarem uma nova perspectiva para a analise da capacidade do canal,
que se tornou inversamente proporcional a frequéncia em parte da banda analisada. O Na®™ e o K*
interferiram indiretamente no sinal do sistema, contribuindo para um aumento de cerca de 0,05 para
cerca de 0,35 no valor mdximo da BER. Tais resultados mostram o impacto de diferentes modelos de
reacdes nos algoritmos de simulagdo de sistemas moleculares e evidenciam a necessidade de levi-los em

consideracdo.

Palavras-Chave: Sistema de Comunicacdo Molecular; Sinalizagdo de Calcio; Estruturas de Transporte

I6nico; Propagacdo de Sinais Moleculares.



Abstract

Computational models that are able to simulate the molecular communication between living
cells are a helpful tool for cientific research, since they create the possibility of representing molecular
propagation as information signals, which allows the development of novel solutions mainly in the
biomedicine field, for example, in the treatment of nervous tissue diseases. In this context, the
propagation of Ca®* molecules in the intracellular mean, known as Ca®* signaling, represents the crucial
mechanism to keep the activity of astrocytes, which are cells involved in the information processing at
synaptic region. There are many models described in the literature that can simulate calcium signaling
in the tissue of an astrocyte. However, molecules as sodium and potassium play an important role to
these cells homeostasis through some ion transport structures inside plasma membrane, which brings
more accuracy to the computational models. Therefore, this thesis developed a computational model
able to simulate a molecular communication system in an astrocytic tissue, taking into account reactions
from Ca®* and Na™ signaling, as well as, from some ion transport structures, such as Sodium-Calcium
Exchanger, Sodium-Potassium Pump and Calcium Pump, in order to evaluate the effects of these
structures at the intracellular propagation of Ca®* by analysing 4 metrics: channel capacity, bit error rate
(BER), communication gain and signal-to-noise ratio. The new models increased the Ca®* concentration
in about 30%, in average, and also granted a new perspective for channel capacity analysis, which became
inversely proportional to the frequency in part of the assessed frequency band. The Nat and the K*
indirectly influenced the main signal of the system, increasing the maximum value of the BER from
about 0,05 to about 0,35. Such results show the impact of different reaction models at the simulation

algorithms for molecular systems and point out to the necessity of taking such models into account.

Keywords: Molecular Communication System; Calcium Signaling; Ion Transport Structures; Molecular

Signals Propagation.
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Capitulo 1

Introducao

Na tltima década, devido ao crescente interesse na Internet das Bionanocoisas, que é
um paradigma no qual bionanodispositivos sdo usados para carregar informagdes, atuando no
controle da homeostase de sistemas bioldgicos (Akyildiz et al., 2012; Biither et al., 2017),
muitos trabalhos foram desenvolvidos a fim de entender os sistemas de comunica¢do em
tecidos vivos e proporcionar um modelo de andlise com diferentes moléculas portadoras de
informacao (Borges et al., 2020), tais como o DNA (Bilgin et al., 2018), o célcio (Barros & Dey,
2017a), as células do sangue (Chahibi et al., 2013) e bactérias (Egan et al., 2018). Tais estudos
apresentam o objetivo final de promover base técnica para, por exemplo, o desenvolvimento de
sensores biomoleculares e 0 mapeamento detalhado e até o controle da propagacdo de drogas
nesses sistemas (Nakano et al., 2018; Palop et al., 2010).

Nesse contexto, a propagacdo intercelular de moléculas de cdlcio, conhecida como
sinalizacdo de Ca?", possui um importante papel na excitabilidade elétrica das células do
sistema nervoso central, tais como os astrécitos (Lallouette et al., 2019), que atuam nas
transmissoes sindpticas € no processamento de informagdes pelos circuitos neurais, mas nao
sdo capazes de gerar potenciais de acdo por si mesmos (Verkhratsky & Kettenmann, 1996).
Nos tecidos de astrdcitos, os sinais de célcio gerados nas células se propagam por difusdo em
forma de ondas intercelulares, que fazem com que as atividades sindpticas causadas pelo Ca**
acontecam ndo apenas em diferentes regides da mesma célula, mas também em células vizinhas,
resultando na potencializa¢do dessa propagagio (Lallouette et al., 2019). Desse modo, o Ca*
pode ser apontado como um dos fons mais importantes dentre os presentes nos tecidos neurais.

No entanto, também € importante levar em consideracdo a presenca de outro ion
que possui um ndmero significativo de transientes que influenciam as atividades neurais: o
sodio (Rose & Chatton, 2016). Nos astrécitos, comparado ao Ca®*, o Nat tem maiores valores
de concentragdes intracelulares e extracelulares, na ordem de mM (milimol), enquanto os

valores do primeiro ndo excedem a ordem de nM (nanomol), diferindo também nos padrdes
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espaciais e temporais caracteristicos de suas sinalizagdes (Kirischuk ef al., 2012). A dindmica
das variagdes na concentracdo de Na® no citosol (sinal de Na') afeta consideravelmente
o comportamento das demais moléculas, desencadeando um processo definitivo para a
homeostase das células da astroglia, processo pelo qual os astrécitos tendem a se manter em
equilibrio i16nico (Parpura & Verkhratsky, 2012b). Assim, a consideracdo da contribui¢do das
sinalizagdes de Ca** e de Na* nos modelos computacionais de comunica¢do molecular permite
aumentar a precisao do processo de transporte idnico entre os astrocitos durante a simulagdo,
uma vez que também possibilita a implementacdo de estruturas reguladoras que fomentam o
controle das concentragdes dessas moléculas através da membrana (Brazhe et al., 2018).

A composi¢do i0nica interna da célula é preservada devido ao fato de que a membrana
plasmadtica possui uma permeabilidade seletiva de pequenas moléculas (Lodish et al., 2000).
Muitas dessas moléculas ndo sdo capazes de transpassar a dupla camada fosfolipidica da
membrana, visto que esta forma uma barreira que bloqueia a livre troca de moléculas entre
o citoplasma - meio intracelular - € 0 ambiente externo da célula, ou meio extracelular (Cooper,
2000). Desse modo, proteinas especificas atuam como mediadoras no transporte seletivo desses
ions através da membrana, permitindo que a célula controle o nivel de concentragdo dessas
moléculas no citosol (Alberts et al., 2002).

Dentre as proteinas presentes na membrana plasmadtica, destacam-se o canal trocador de
sddio e cdlcio (NCX), a bomba de sodio e potdssio (NKP) e a bomba de célcio (CP), que juntos
correspondem a trés dos principais reguladores eletroquimicos das células (Shattock et al.,
2015; Blaustein et al., 2002). O primeiro é um canal proteico que transmite fons de Ca®* para
dentro ou para fora da célula, trocando por moléculas de Na™ (Brazhe et al., 2018) e, portanto,
possui um importante papel no controle dos niveis de concentracio extracelular e intracelular
desses fons, de modo que multiplos processos que dependem diretamente da sinaliza¢do dessas
moléculas ndo sejam ativados aleatoriamente e simultaneamente (Blaustein & Lederer, 1999).

O segundo € responsdvel pelo transporte ativo transmembranal de Na* e K*, utilizando
a Adenosina Trifosfato (ATP) como fonte de energia primdria para a permutacdo dessas
moléculas (Pivovarov et al., 2019). Além disso, a bomba de Na*/K™ assume uma opera¢io
fundamental no balango osmotico, no controle do volume da célula e no estabelecimento dos
potenciais que formam a tensdo de membrana (Castillo et al., 2015). O K*, por sua vez, é
um mineral essencial para o funcionamento elétrico da célula e, junto com o Na*, mantém o

equilibrio da dgua e do acido-base no sangue e nos tecidos (Kowey, 2002).
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Finalmente, a bomba de Ca®*" é outra proteina presente na membrana plasmadtica
responsavel pela remogio do Ca** do citosol para o meio extracelular, sendo considerado uma
estrutura vital para a regulacdo da concentracao desse ion nas células eucaridticas (Jensen et al.,
2004). A CP também recorre a hidrélise do ATP como principal fonte energética (Brady et al.,
2011) e funciona juntamente com o NCX na manutencdo do gradiente eletroquimico do Ca**
ao longo da membrana, sendo o NCX de alta capacidade de transporte i0nico, porém de baixa
afinidade com o Ca?*, enquanto a bomba de Ca®" possui baixa capacidade de transporte e alta
afinidade (Brini & Carafoli, 2011).

Este trabalho realizou um estudo sobre os principais processos bioldgicos e fisicos
que compdem as sinalizacdes de Ca®t e de Na', o qual permitiu desenvolver um modelo
computacional de um sistema de comunica¢do molecular entre astrdcitos. Tal modelo levou
em consideracdo a variabilidade dos processos baseados em difusdo por intermédio de um
algoritmo estocdstico desenvolvido a partir do trabalho de Barros et al. (2018), que também
possibilitou a implementacdo das reacdes das trés principais estruturas de transporte i6nico
presentes na membrana plasmadtica: o canal trocador de sédio e cdlcio (NCX), a bomba de
sddio e potassio (NKP) e a bomba de célcio (CP), fundamentais para o processo da homeostase
dos astrdcitos, a fim de garantir maior precisdo na transmissdo de informagdes entre as células

da glia (Zhong et al., 2001; Regehr, 1997).

1.1 — Motivacao

A investigacdo desenvolvida por este trabalho permite ampliar os estudos presentes
na literatura sobre modelos computacionais de sistemas de comunica¢do molecular baseados
unicamente em sinalizacio de Ca®*, tornando-os mais robustos 2 medida em que considera a
influéncia de outras moléculas e estruturas idnicas essenciais para o processo da propagacao
de informacgdes entre os astrécitos, bem como proporciona uma andlise relevante a respeito
da comunicacdo celular em sistemas bioldgicos neurais, a fim de proporcionar uma base
tedrica incipiente para o entendimento sobre a propagagdo de substancias entre células, além
de fomentar o desenvolvimento da pesquisa dentro do campo da bionanotecnologia.

As principais contribui¢des do trabalho sdo:

m Desenvolvimento de um sistema de comunicacao molecular entre astrécitos baseado

em sinalizacdo de Ca®' e em sinalizacido de Na™;
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w Avaliacdo dos efeitos das estruturas de transporte ionico (NCX, NKP e CP) sobre o

modelo de comunicagdo molecular;

w Andlise do modelo computacional de um sistema de comunica¢do molecular em termos
de ganho de comunicacio, capacidade do canal, taxa de erro de bit (BER) e relacao

sinal-ruido (SNR).

1.2 — Estado da Arte

Os estudos sobre o papel do cdlcio na comunicacdo entre células da astroglia foram
intensificados a partir de 1994, quando as técnicas de imagem permitiram a deteccao dos
sinais de Ca?" que atuam nos neurotransmissores (Nedergaard, 1994). Desde entdo, esse fon
vem sendo entendido como o principal agente na comunicagdo entre astrocitos e nos demais
tecidos (Verkhratsky & Kettenmann, 1996; Lallouette et al., 2019; Robb-Gaspers & Thomas,
1995; Halidi et al., 2011).

Barros et al. (2015b) realizaram um estudo comparativo dos processos difusivos do Ca**
nos tecidos epitelial e muscular liso, tomando como base a metodologia descrita nos trabalhos
de Koenigsberger et al. (2004b) e Parthimos et al. (1999), mas a principal contribuicao de Barros
et al. (2015b) nesta dissertacdo foi a andlise da comunicagao entre astrécitos baseada na difusao
através de gap junctions (Kumar & Gilula, 1996; Bukaukas et al., 2013), na qual, foi observada
a influéncia da dinAmica espacial-temporal da concentragio de Ca** no processo de sinalizag¢io
intracelular, no atraso da difusdo molecular, no ganho de comunicacdo e na capacidade do
canal. Embora a rede de comunicacdo entre os astrécitos tenha apresentado uma distribuicao
mais uniforme da concentragdo de Ca®* nas células em relagio aos demais tecidos, também
retornou menor ganho de comunicagdo, entre —65 dB a —88 dB, menor capacidade do canal
para as menores distancias entre Tx e Rx (< 0,025 bits).

Barros et al. (2018) implementaram um modelo computacional com o propdsito de
entender como uma rede de astrécitos baseada em sinalizagdo de Ca®' regula seus niveis de
concentracao em um tecido saudavel e em um tecido afetado pela doenca de Alzheimer, a fim
de avaliar, em termos de ganho de comunicagao, atraso molecular e alcance de propagacao,
os efeitos da dindmica de propagacdo das placas de 3-amiloide' em diferentes topologias da

rede (Lallouette et al., 2014). Os valores do ganho do canal obtidos para a topologia de grau

IPrincipal peptideo presente nas placas de amiloide observadas no cérebro de pacientes com Alzheimer (Hardy
& Selkoe, 2002)
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regular variaram de cerca de —22 dB para cerca de —35 dB, no tecido sauddvel, enquanto
que houve uma variagdo de —25 dB para —50 dB no tecido patoldogico. No entanto, ambos
decresceram exponencialmente ao longo do canal de comunicacao.

Nenhum desses trabalhos considerou a influéncia da sinaliza¢do de Na™, cujas reacdes
homeostéticas possuem um papel fundamental no desenvolvimento de diversas funcdes das
células do sistema nervoso central (Parpura & Verkhratsky, 2012b; Rose & Karus, 2013;
Chatton et al., 2016). Segundo Kirischuk ef al. (2016), nos neurdnios, a geracao dos potenciais
de aco’ requer uma grande concentracdo idnica de Na®, enquanto que o estimulo dos
astrocitos oriundos dos neurotransmissores aumenta consideravelmente a concentracdo desse
fon no citosol ([Na*],). Além disso, os transientes de [Na™]; também sofrem influéncia dos
receptores ionotropicos de glutamato, das células da glia de Bergmann e dos astrdcitos do
hipocampo, fomentando a propagacdo e o transporte de moléculas entre as células e através
da membrana (Kirischuk et al., 2012; Deitmer & Rose, 2010; Rose & Ransom, 1996; Kirischuk
etal., 2007, 1997).

As concentragdes de sodio e de célcio no citosol dos astrocitos sdo reguladas,
fundamentalmente, por difusdo através dos canais de transporte i0nico presentes na membrana
plasmaética, como o Canal Trocador de Sédio e Célcio (NCX), a Bomba de Sédio e Potédssio
(NKP) e a Bomba de Cilcio (CP) (Parpura & Verkhratsky, 2012b; Kirischuk et al., 2012).
Brazhe et al. (2018) investigaram a atuacdo da sinalizagc@o de s6dio nos processos perisindpticos
dos astrocitos (Ghézali er al., 2016) mediados pela sinalizacdo de cdlcio através da operagao
do NCX. Esse trabalho indicou que a a¢do de um pulso de [Na*]; de curta dura¢do no
sistema de comunicacdo, através do NCX, pode prolongar e amplificar o sinal intercelular de
Ca®* (variagdes na concentracdo intracelular de Ca®") de forma ndo-linear em até 0,1 uM
(micromol), aproximadamente, dependendo da amplitude dos transientes de Na* (15 mM -
35 mM).

A bomba de Na*/K* foi investigada por Castillo et al. (2015), que realizaram uma
andlise sobre seu principio de funcionamento com o propdsito de caracterizar as correntes
iOnicas oriundas dos transientes de K™ (Alle et al., 2009; Carter & Bean, 2009), bem como
as propriedades das reacdes quimicas e da cinética associadas a passagem desse ion por entre as
paredes da bomba, em comparagio com o ion de Na*. Usando um circuito grampo de tenséo de

alta velocidade e axonios de lulas gigantes, os autores foram capazes de caracterizar as ligacdes

2Pulsos elétricos responsdveis por inverter o potencial elétrico da membrana plasmatica.



Introducio 6

ionicas envolvendo o transporte de 1 mM de K* extracelular, observando o comportamento da
carga de relaxaciio® e descobriram que, de fato, os sinais elétricos causados pelo movimento
ordenado dos fons de K* através da bomba sdo menores em amplitude (cerca de 5 vezes) e mais
rapidos (A 10 vezes).

Ja Reyes et al. (2012) avaliaram o controle de [Na'], e [Ca®']; (concentracdes
intracelulares de sddio e calcio, respectivamente) mediante a atuagdo do NCX, da NKP e da
Bomba de Ca®" em astrécitos do cértex de ratos em dois estados: repouso e estimulado, a
fim de entender a influéncia primaria desses sinais na transmissao de glutamato e no controle
da sinalizagdo metabolica das células da glia (Paluzzi et al., 2007). Os autores chegaram a
conclusdo de que as trés estruturas de transporte sdo agentes elementares na homeostase dos
fons de Na* e Ca%* em ambos os estados, sendo a CP o principal emissor de Ca®* para o meio
extracelular, enquanto que o NCX € o mais relevante na introdugdo desse ion no citosol e a NKP
assumindo a predominancia na elevacé@o do sinal extracelular de Na* ([Na*],).

Este trabalho propde levar em consideracdo as vantagens da adicdo da sinalizagcdo de
Na* ao sistema de comunicac@o entre astrdcitos desenvolvido por Barros et al. (2015b), bem
como, das reacdes oriundas do NCX, da NKP e da CP, aumentando a complexidade dos
modelos computacionais de comunicacdo molecular baseados unicamente em sinalizacao de
Ca®" presentes na literatura. Além disso, os desafios e as implicacdes da implementacdo dessas
estruturas e a avaliagdo do desempenho geral do sistema, em termos de ganho de comunicagdo,
taxa de erro de bit, capacidade do canal e relagdo sinal-ruido, também constituem o propdsito

do presente trabalho, cujas se¢des estdo divididas conforme descrito na Secdo 1.4.

1.3 — Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho € desenvolver um algoritmo que permita a simulacdo de
um sistema de comunica¢do molecular entre astrécitos baseado nas sinalizacdes de Calcio e de
Sédio, considerando a influéncia do Canal Trocador de Nat e Ca?t (NCX), da Bomba de Na*
e K* (NKP) e da Bomba de Ca®* (CP) sobre a propagacio do sinal de Ca®* pelo meio, a fim de
agregar maior robustez aos modelos computacionais presentes na literatura, a0 mesmo tempo

em que aumenta a complexidade, apropriando-se de estruturas e conceitos bioldgicos reais.

3Carga idnica necessdria para um sistema voltar ao estado de equilibrio (Robinson, 2002).
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1.3.1 - Objetivos Especificos
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1.4

Promover um estudo sobre os modelos computacionais de comunica¢do molecular entre

astrécitos baseados nas sinalizagdes de Ca’t e Na® presentes na literatura;

Esclarecer as principais diferencgas entre o sistema a ser implementado e o sistema de

comunicacdo baseado unicamente em sinalizacdo de Ca®*;

Apresentar as implicacdes bioldgicas e as metodologias matematicas que envolvem a
sinalizacéo de Na™ e as rea¢des do NCX, da NKP e da CP, bem como o principio de

funcionamento dessas estruturas;

Implementar o modelo computacional para o sistema de comunicacdo molecular
proposto, incluindo os processos de modulacdo, transmissdo, propagacao, deteccdo e

recepg¢ao do sinal entre os astrocitos;

Implementar os modelos matemdticos para as reagdes das sinalizagdes de Nat e Ca?*,

que constituem o sistema de comunicacao;

Implementar os modelos matemadticos para as reagdes do Canal Trocador de Na* e Ca®*,

da Bomba de Na* e K* e Bomba de Ca®*, que constituem o sistema de comunicacio;

Avaliar o sistema de comunicac¢io implementado apds a simula¢do da propagacdo de Na*
e Ca?" no tecido de astrdcitos com base nas métricas: ganho de comunicagdo, taxa de

erro de bit (BER), capacidade do canal e relacdo sinal-ruido (SNR).

— Estrutura do Texto

Esta dissertacdo de mestrado estd dividida em seis capitulos, que compreendem

a exposicdo dos conceitos e principios relativos a fundamentagdo tedrica do trabalho, a

metodologia aplicada para o desenvolvimento do mesmo, os resultados obtidos, suas respectivas

discussOes e as conclusoes finais do trabalho.

Além do capitulo introdutério, o segundo capitulo abrange a descri¢do das principais

caracteristicas dos astrdcitos e as particularidades fisicas e bioldgicas das sinalizacdes de sddio

e cdlcio. O Capitulo 3, por sua vez, apresenta a modelagem e o principio de funcionamento

das estruturas de transporte idnico, bem como as implicacdes mais relevantes no sistema de

comunicacao.
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O quarto capitulo elucida o raciocinio e os métodos matematicos empregados na
implementagdo do sistema de comunica¢do molecular proposto, como o algoritmo estocastico
de Gillespie (1977), o processo de modulagdo e demodulagdo do sinal e o cdlculo das métricas
de avaliacao.

Finalmente, o Capitulo 5 descreve os resultados obtidos para o modelo computacional
desenvolvido, além de apresentar as discussdes de acordo com os objetivos propostos. No
Capitulo 6, sdo apontadas, entdo, as conclusdes do trabalho, bem como algumas propostas para

trabalhos futuros.



Capitulo 2 A

Sistema de Comunicacao Molecular baseado em Sinalizacao

de Calcio e Sodio

Neste capitulo, sdo apresentados os conceitos e as interacdes dos sistemas bioldgicos nos
astrécitos (Se¢do 2.1) e na comunicacdo molecular baseada em sinalizacio de Ca** (Secfo 2.2)
e em sinalizagdo de Na* (Sec¢do 2.3), bem como a modelagem e as implica¢des matematicas

dessas sinalizagdes sobre 0 modelo computacional proposto.

2.1 — Astrocitos

Os astrocitos sdo as células gliais mais abundantes e mais diversificadas que compdem
o sistema nervoso central (SNC). Como unidades integrantes do tecido neural, eles exercem
uma variedade de fungdes complexas essenciais a saide do SNC, incluindo sua participac¢do na
manutencdo da homeostase energética, na sinaptogénese (processo de formacdo das sinapses)
e na plasticidade sindptica (Allaman et al., 2011; Hamilton & Attwell, 2010; Allen, 2014).
Essas células possuem um corpo arredondado e numerosas ramificagdes e sdo classificadas
quanto a morfologia e a localizagdo em dois subgrupos: astrocitos protoplasmaticos e astrécitos
fibrosos (Haim & Rowitch, 2017), ilustrados na Figura 2.1.

As Figuras 2.1 a) e 2.1 b) mostram a localizacdo no tecido e a morfologia dos
astrocitos protoplasmaticos, respectivamente, que estdo presentes em toda a substdncia
cinzenta do cérebro e suas extensdes curtas dao origem a ramificacdes finas distribuidas
em uma configuragdo globoide uniforme, que os permitem se envolver nos processos
sindpticos (Sofroniew & Vinters, 2010). J4 os astrdcitos fibrosos, cujas localizagdo e morfologia
estdo ilustrados nas Figuras 2.1 ¢) e 2.1 d), respectivamente, predominam na substancia branca
do cérebro e possuem extensoes radiais longas e delgadas, orientadas longitudinalmente no

plano dos feixes de axdnios, com os quais fazem contato através dos nés de Ranvier, que sdo
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Figura 2.1 — Classificag@o dos astrdcitos quanto a morfologia e a localizag¢do. a) Localizacdo dos astrécitos
protoplasmaéticos. b) Morfologia dos astrécitos protoplasmaticos. ¢) Localizacdo dos astrécitos fibrosos.
d) Morfologia dos astrdcitos fibrosos.
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Fonte: Adaptada de Haim & Rowitch (2017)

os pontos de descontinuidade (estrangulamento) da bainha de mielina (Sofroniew & Vinters,
2010). Apesar das discrepancias, os dois subtipos de astrdcitos estao extensivamente conectados
aos vasos sanguineos, onde ocorre uma transferéncia de moléculas e ions do sangue para os
neurdnios, assim como ambos sdo capazes de se comunicar através de canais operados por
tensdo em processos distais de astrdcitos vizinhos (Peters, 1991).

De forma geral, os astrécitos podem ser vistos como nanomdaquinas-chave do SNC que
interagem com outros elementos e processos em um sistema de comunicacdo bidirecional.
Estima-se que um astrdcito possa estar simultaneamente conectado com oito corpos celulares
de neurdnios, cinco vasos sanguineos € mais de 100.000 sinapses (Bushong et al., 2002; Ogata
& Kosaka, 2002). A Figura 2.2 esquematiza a atuacao dos astrécitos em um SNC saudavel.

Entre as principais fungdes dos astrdcitos estdo (Parpura & Verkhratsky, 2012c; Parpura

et al., 2012; Parpura & Verkhratsky, 2012a):

A definicio da microanatomia cerebral. Os astrdcitos ddo suporte estrutural a outros

elementos do SNC, atuando ainda no desenvolvimento das substincias branca e cinza;

A producdo e estocagem de substratos metabdlicos, como o glicogénio e a lactase,

provendo sustento para uma atividade neural intensa ou durante uma hipoglicemia;

w O controle da homeostase e do furnover (taxa de renovagao) de neurotransmissores e

neuromoduladores, como o glutamato e a adenosina;
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Figura 2.2 — Dinamica dos astrécitos nas comunicagdes intercelulares de um SNC saudavel.
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Fonte: Adaptada de Sofroniew & Vinters (2010)

A regulacao da conectividade sindptica a partir de sinais moleculares, desde sua formacao

e manutencao até a marcacao para sua eliminacao;

A modulacdo do fluxo sanguineo em funcao do nivel de atividade neural.

2.1.1 — Excitabilidade dos astrocitos

Os astrocitos pertencem a astroglia, um grupo de células neurais nao excitdveis, ou seja,
que ndo conseguem produzir potenciais de acdo, devido, principalmente, as baixas densidades
dos canais i0nicos operados por tensdo (Verkhratsky & Kettenmann, 1996). Por esse motivo,
essas células se utilizam das sinalizagGes intercelulares, de forma que os gradientes i0nicos
interagem com os mecanismos de transporte, desencadeando as reacdes quimicas que atuam
primariamente como elementos homeostiticos controlados por variagdes na concentragao
citoplasmatica de dois principais fons: o Ca®>* e o Na* (Parpura & Verkhratsky, 2012b).

As células da glia, especialmente os astrdcitos, sdo fisicamente conectados entre si
por intermédio de canais intercelulares conhecidos como jun¢des comunicantes, por onde as
moléculas de Ca®** e Na' sdo difundidas (Houades et al., 2008). Essas junc¢des, que sdo
explicadas mais detalhadamente na Subsecdo 2.1.2, promovem um caminho bem definido
para as sinalizacOes de longa distancia, que se manifestam em ondas i6nicas ou metabdlicas
propagadas por difusdo (Parpura & Verkhratsky, 2012b).

E verdade que esse tipo de comunicacdo é mais lenta em relacdo 2 difusdo causada

por potenciais de agdo, visto que a transmissdo de moléculas de Ca*" nesses canais de jungio,
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por exemplo, é de cerca de 20—40 um/s, mas, por outro lado, a propagagdo se torna mais
diversificada, uma vez que se integra a sinalizacdo entre células (Guthrie et al., 1991). No
entanto, embora a comunicagdo baseada em jungdes comunicantes contribua para a sinaliza¢ao
dessas moléculas, s@o as reagdes que as liberam para o meio extracelular dos astrécitos, como
as baseadas em ATP (Adenosina Trifosfato), que ddo o suporte majoritario para a disseminag@o

i6nica em todo o tecido (Stout et al., 2002).

2.1.2 — Juncoes comunicantes (Gap Junctions)

As jungdes comunicantes, ou canais GJ, sdo uma espécie de vélvulas fisicas que
conectam os meios intracelulares de duas células adjacentes, cruzando suas membranas
plasméticas com um canal estreito (na ordem de 2 a 2,5 nm), por onde sdo transportados os
ions nas sinalizacdes moleculares, estabelecendo a comunicagdo entre as células (Kumar &

Gilula, 1997; Kilinc & Akan, 2013a), como pode ser observado na Figura 2.3.

Figura 2.3 — Localizacao dos canais GJ.
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Fonte: Adaptada de Barros et al. (2015b).

As jungdes comunicantes sdo formadas por duas estruturas tubulares alinhadas, uma
em cada membrana, e integralmente conectadas entre si, chamadas de connexons (Dermietzel,
1998). Cada connexon possui, em sua extremidade que faz contato com o citosol da célula,
cerca de seis elementos menores responsdveis pela permissdo ou ndo da passagem do fluido,

conhecidas como connexins (Baigent et al., 1997a). Os canais GJ sdo encontrados nos tecidos
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de células animais com diferentes configuragdes, de modo que a distribuicao dos connexins
possui um impacto fundamental no comportamento da difusdo molecular (Kumar & Gilula,
1996).

As sinalizacdes de Ca?" e Na?' influenciam diretamente a ativacio das jungdes
comunicantes, visto que estas sdo canais controlados por tensdo, pois as oscilagdes frequentes
das concentracdes desses fons e o fluxo idnico gerado na difusdo dessas moléculas entre as
células provocam essa influéncia (Barros et al., 2015b). Desse modo, esse tipo de difusdo
s6 ocorre quando ambos 0s connexons estdo abertos, ou seja, dependendo dos estados de
seus connexins, que podem assumir dois estados de condutincia cada um: aberto, com alta
condutancia e fechado, com baixa condutancia (Kilinc & Akan, 2013a; Baigent et al., 1997a),
como ilustrado na Figura 2.4.

Figura 2.4 — Estruturas e estados dos canais GJ.
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Fonte: Adaptada de Barros et al. (2015b).

Os astrécitos possuem 3 principais tipos de connexins: Cx43 (connexin 43), Cx30 e
Cx26 (Bukaukas et al., 2013). Utilizando Cx43 para os astrdcitos, Baigent et al. (1997b)
e Kilinc & Akan (2013a) sugeriram um modelo estocdstico para os canais GJ baseado em quatro
combinacdes bdsicas dos possiveis estados de cada connexin dos connexons. Considerando duas

células vizinhas (1 e 2), tem-se:

w Estado HH: quando ambos os connexins estdo abertos, ou seja, em alta condutancia,

expressando uma probabilidade py;

w Estado HL: quando o connexin da célula 1 estd em alta condutincia e o connexin da

célula 2 estd em baixa condutancia, expressando uma probabilidade py; ;
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w Estado LH: quando o connexin da célula 1 estd em baixa condutdncia e o connexin da

célula 2 estd em alta condutincia, expressando uma probabilidade p; ;;

w Estado LL: quando ambos os connexins estao fechados, ou seja, em baixa condutancia,

expressando uma probabilidade p; ;.

A validacdo empirica do modelo indicou que o estado LL apresenta uma probabilidade
de ocorréncia aproximadamente nula, sendo possivel desconsiderar seu efeito (Bukaukas et al.,
2013). Desse modo, a Equacgdo 2.1 expressa a relacao entre as probabilidades dos estados para

o modelo estocastico dos canais GJ.

Py + Py + Py =1. (2.1)

Os valores de pyy, Py © Py S0 estimados a partir da solucio das equagdes diferenciais

descritas pelas Egs. 2.2 € 2.2.

d
% = 1(9;) X pyy — a1(0;) X pry (2.2)
d

5?{ = /52("?]') X PaHa — az('ﬁj) X PHL (2.3)

De modo que o controle da permeabilidade dos canais € realizado por intermédio da
diferenga de potencial entre as membranas de duas células adjacentes (¥;), sendo a a taxa de
abertura da estrutura e 3, a taxa de fechamento da estrutura. Os termos a,(%;), a,(¥;), B,(%;)

e B,(1;) sdo definidos como:

ay(1;) = Ae A0, (2.4)
az(ﬁ]) == A,eAa(ﬁj-H?o), (2'5)
B (8;) = Aetr %), (2.6)

Ba(9;) = AeAs(@i+00) 2.7
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em que U, é a tensdo de jungdo, considerando que as taxas de abertura e de fechamento dos
canais GJ tém o mesmo valor comum: A. A, e Ag sdo constantes que indicam a sensibilidade

da juncdo comunicante a tensdo de juncdo (Barros et al., 2015a).

2.2 — Modelo de Sinalizacio de Ca**

A sinalizagio de cdlcio é 0 mecanismo natural pelo qual os fons de Ca** sdo transmitidos
em pequenas distincias entre as células interconectadas de um tecido. Esse processo pode ser
entendido como uma comunicacdo entre as células (comunicagado intercelular) e estd presente
em uma variedade delas, desenvolvendo diferentes fungdes fisiolégicas e regulatdrias, como por
exemplo, o crescimento celular, proliferacdo e fertilizacdo, contracdo muscular, comunicagdo
neuronal, motilidade celular, dentre outros (Barros, 2017). A sinalizacdo de Ca®* pode se
disseminar por cerca de centenas de micrdmetros por meio da difusao molecular, se propagando
através dos canais GJ para todo o tecido, se tornando um dos recursos biolégicos de maior
interesse dos pesquisadores da drea de nanorredes e comunicagcdes moleculares (Keener &
Sneyd, 2008; Berridge et al., 2003; Hofer & Brown, 2003).

A sinalizacdo de Ca®* acontece de forma intracelular, que consiste no comportamento e
na propagagio das moléculas de Ca®* pelo interior das células, a qual serd o foco do presente
trabalho, e de forma extracelular, que analogamente descreve a propagacdo de Ca®' pelo
exterior da célula. A Figura 2.5 ilustra a primeira em um sistema de comunicacao simplificado,
demonstrando que a sinalizacdo intracelular de célcio descreve um processo regulatorio
natural dentro das células humanas que influenciam numerosas outras agdes fisioldgicas de
controle (Barros, 2017).

As diversas reagdes quimicas e a quantidade de Ca*" movimentada frequentemente por
elas sdo responsdveis por regular a concentracio desse fon no citosol, assim como produzir os
efeitos da oscilagdo e da propagacdo das ondas internas (Foskett et al., 2007). A sinalizagcdo
de Ca®* & dependente do Inositol 1,4,5-trifosfato (IP5), que é uma molécula de mensagem
secunddria que atravessa o citosol a fim de estimular a liberagio de Ca*" pelo reticulo
endoplasmatico, de modo que as reacdes que envolvem esse processo sdo intrinsecamente
importantes para o estabelecimento da comunicacao (Barros & Dey, 2017b).

A comunicacio intercelular de Ca®*, por sua vez, também é fundamental para o

desenvolvimento do tecido e para a regulacdo da célula (crescimento, proliferacdo, fertilizagdo,
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Figura 2.5 — Sistema de comunicacio baseado em Sinalizacdo de Ca®".
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contracdo muscular, transmissdes neuronais, etc.), além de poder ser iniciada pelo estimulo
do 1P, pela sinalizacdo hormonal ou por neurotransmissores (Barros, 2017). Esse tipo de
sinalizacdo ocorre em uma variedade de células, incluindo os astrécitos, que se comunicam
entre si por meio de sinapses quimicas e dependem de estruturas que conectam o citosol das
mesmas, os canais GJ, que permitem o fluxo idnico intenso para todo o tecido, como pode ser

visualizado na Figura 2.5 (Scemes & Giaume, 2006; Scemes et al., 2007).

2.2.1 - Modelagem matematica da sinalizacio de Ca®*

O modelo da sinalizagio de Ca®' em astrécitos utilizado no presente trabalho foi
desenvolvido a partir dos estudos de Lavrentovich & Hemkin (2008), que estabeleceram
equagdes diferenciais em conformidade com os testes empiricos, empregadas no sistema de
comunica¢ao molecular desenvolvido por Barros ef al. (2015b).

As reagOes quimicas da sinalizacdo comeca a partir do estimulo com IP;, que libera
os sinais de Ca?* a0 mesmo tempo em que controla indiretamente a entrada desses fons no
reticulo endoplasmético, bem como os armazena no citosol. Além do processo de estimulo,
alguns componentes celulares também sdo capazes de produzir fons de Ca*" por si mesmos,
mediante reagdes quimicas internas - processo conhecido como amplificacdo. Por fim, as
difusdes de Ca?* se manifestam por meio da comunicagio entre células e pela troca com o
meio extracelular (Goldbeter et al., 1990).

Desse modo, as equacdes a seguir descrevem os principais processos do modelo de

sinalizacdo discutido, de modo que a variag¢do resultante da concentragio intracelular de Ca®*,
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ou o sinal de Ca*" (variacdes em [Ca®'],), é representada pela Equacido 2.8, o fluxo da
concentragio de Ca®" no reticulo endoplasmético (E,), pela Equagdo 2.9 e a variacdo de

concentracdo de IP; (I,) pode ser obtida a partir da Equacédo 2.10.

d C 2+17.
% =0y—Kk,[Ca** ]+ 0, — 0, + Kk (E,—[Ca**])) (2.8)
dE,
dt ZGZ_Gl_Kf(Ea_[Ca2+]i) (2.9
dl, o I (2.10)
=0;—K i
dt 3 d*a

O o, representa o fluxo de Ca®** do meio extracelular para o citosol, k,C, é a taxa de
saida de Ca** do citosol para o meio extracelular, k;(E, —[Ca®*];) é o fluxo liquido do reticulo
endoplasmadtico para o meio intracelular, e k;I, é a degradacao de IP; (Barros et al., 2015b). A
varidvel o, descreve o fluxo de Ca?* do reticulo endoplasmatico para o citosol por intermédio
do estimulo de IP5, e pode ser obtida pela Equacdo 2.11.

ki [Ca®* ]} m

. a _ 2+7.
([Ca T+ mp)(Ca T Ty wp+1pce (el 1D

01 :4UM3

O vy5 € o valor midximo de fluxo de Ca?* no citosol, K¢ € K¢, 830 as varidveis de
ativacdo e inibicdo de IP5, enquanto m e n sdo os coeficientes de Hill (Barros & Dey, 2017b).
o, representa a saida de Ca®* do reticulo sarco(endo)plasmético para o reticulo endoplasmético,
sendo caracterizado matematicamente pela Equacao 2.12:

[Ca® P

0-2 = UMZ—
k% +[Ca2+]¥

(2.12)
em que vy, € o fluxo de Ca** méximo nesse processo.
O o5, por sua vez, obtido pela Equacdo 2.13, descreve a geracdo de IP; pela proteina
PLC (Fosfolipase C), que € uma classe de enzimas que fazem a quebra de fosfolipidios
imediatamente antes do grupo fosfato (Grandgenett et al., 2007).
[Ca2+ ]2

o, =v,———— 2.13
7 Pk 4+ [Ca ] &1
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De modo que v, € o fluxo de Ca*" mdximo nesse processo e p é o coeficiente de
Hill (Barros et al., 2015b).

Figura 2.6 — Plano de um tecido tridimensional de astrécitos, com suas reacdes internas e o processo de
difusdo pelos canais GJ.
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Fonte: Adaptada de Barros et al. (2015b).

Finalmente, o processo de comunicagdo intercelular acontece mediante a difusido de
Ca®* baseada nos canais GJ, como ilustrados na Figura 2.6, na qual, as reacdes que acontecem

no interior da célula sio representadas por R;-R,, enquanto R1; ;, € R2, ;, representam o0s

ne
locais armazenadores de Ca®* (citosol e reticulo endoplasmatico, respectivamente) do astrécito
que se encontra na posicdo i, j, k do tecido tridimensional. Desse modo, a difusdo molecular
pelos canais GJ para todo o tecido celular pode ser modelada por intermédio da Equagao 2.14,

sugerida por Nakano et al. (2014), que realizaram o estudo a fim de simular a dindmica espacial-

temporal com que acontece essa reacao.

.. D
ZA(IJJ:ky X, ysz) = ; (lzx,y,z _Zi,j,kl) X p() (214)

Na qual, D € o coeficiente de difusdo, v € o volume da célula, Z, ,, e Z;;; sdo

as concentragdes moleculares no citosol de dois astrocitos adjacentes nas posicdes x,y,z €

i,]j,k do tecido tridimensional, p(-) é a probabilidade dos estados dos canais GJ (pyy, Py €

DPrn), descritos na Secdo 2.1 e, por fim, Z, € a diferenca de concentracdo citosélica do ion
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que estd em difusdo entre as duas células. A Equacdo 2.14 mostra, portanto, que um dos
principais influenciadores para ocorrer a difusdo entre dois astrocitos adjacentes € a diferenca
de concentracao molecular intracelular entre eles (Barros & Dey, 2017a).

A Tabela 2.1 discrimina os valores utilizados para os parametros do modelo de
sinalizacdo de Ca®*, bem como para as constantes das equacdes descritas no modelo estocdstico

dos canais GJ, na Sec¢do 2.1.

Tabela 2.1 — Valores dos pardmetros envolvidos no modelo de sinalizacio de Ca?t extraidos do trabalho
de Barros et al. (2015a).

Pardmetro Valor Unidade

Oy 0,05 uM
K, 0,5 st
Kp 0,5 st
Ky 0,08 st
Upro 15 uM/s
Ky 0,1 uM
v, 0,05 uM/s
Kp 0,3 uM
n 2,02
Kc1 0,15 uM
Keo 0,15 uM
K; 0,1 uM
Vs 40 s
m 2,2
D 350  um?/s
A 0,37
7, 90 mV
o 60 mV
A, 0,008 (mV)™!
Ap 0,67 (mV)™?

2.3 — Modelo de Sinalizacdo de Na™

N z

Analogamente 2 sinalizagio de Ca?', a sinalizacdo de Na®, que é o processo de
comunicacao intercelular através de moléculas de sodio, acontece de forma intracelular e
extracelular. A linha de base para a concentragdo de Na™ no citosol dos astrécitos, ou seja,
o valor de [Na*]; quando a célula estd em repouso, se encontra em torno de 15 — 20 mM
(15— 20 mM, em astrécitos do hipocampo (Rose & Ransom, 1996); 17 mM, em astrécitos
do cértex visual (Reyes et al., 2012); e 17 — 20 mM, em astrécitos de outras partes do

cortex (Unichenko et al., 2012)), mas o estimulo elétrico em um tnico astrécito pode produzir
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um volume de concentracdo desse fon com cerca de 10 — 25 mM acima dessa linha de

base (Langer et al., 2012; Chatton et al., 2000).

Figura 2.7 — Aumento de [Na*]; ap6s estimulo com glutamato.
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Fonte: (Rose & Karus, 2013)

Estudos mostram que células adjacentes ao astrécito que recebe o estimulo também
sofrem o efeito, sugerindo ainda que a propagacdo dos sinais de sédio acontece de forma
radial para todas as células circunvizinhas, seguindo o modelo dindmico da difusdo (Sykova
& Nicholson, 2008; Kadloor et al., 2012), que favorece a dissipacdo da alta concentragdao de
Na*, restabelecendo os niveis iniciais da linha de base. Por exemplo, Bernardinelli er al. (2004)
e Rose & Ransom (1997) demonstraram que ao aplicar glutamato (principal aminoacido que age
como neurotransmissor excitatorio no SNC) em astrdcitos in vitro, os fons de Na* formam ondas
que se propagam ao longo do tecido, atingindo niveis de concentracdo conforme mostrados na
Figura 2.7.

Nas células da glia de Bergmann, o estimulo de glutamato induziu um aumento de 15 —
25 mM em [Na*]; acima da linha de base (Kirischuk et al., 1997, 2007), enquanto que no
hipocampo, o glutamato ndo s6 provocou o crescimento da concentra¢do de Na* no citosol, mas
também dos sinais de propagacao desse ion pelo tecido de astrécitos. Por fim, Unichenko et al.
(2012) mostraram a possibilidade do aumento de [Na™]; em cerca de 7 mM apés o estimulo com
acido y-aminobutirico (GABA)', como observado na Figura 2.8, e, segundo Kirischuk et al.
(2007) e Langer ef al. (2012), esses picos de concentracdo de Na* também sdo estimulados

pelos pulsos sindpticos detectados no hipocampo e no cerebelo.

"Principal neurotransmissor inibidor do SNC dos mamiferos.
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Figura 2.8 — Aumento de [Na*];, apds estimulo com GABA. Imagem aproximada de astrécito com
concentragio de Nat (branco) a esquerda.
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Fonte: (Kirischuk et al., 2012).

2.3.1 — Sinais de sodio na rede de astrocitos

Como discutido na Secdo 2.1, os astrécitos sdo amplamente conectados por jungdes
comunicantes (gap junctions), que os permite funcionar como um conjunto coordenado de
células (Chatton et al., 2016). Assim, de forma similar 2 sinalizacdo de Ca?*, a propagagio dos
ions de Na* ao longo da rede de astrdcitos também acontece por difusdo através dos canais GJ,
constituidos principalmente pelos connexins Cx30 e Cx43, sendo modelada pela Equagdo 2.14
e descrita na Figura 2.6 (Langer ef al., 2012).

Estudos da década de 50 sugeriram por muito tempo que as atividades fisioldgicas
das células ndo influenciavam significativamente as mudangas na concentra¢do intracelular de
Na* (Hodgkin & Huxley, 1952). No entanto, essa afirmacdo foi invalidada posteriormente ao
observar o comportamento de estruturas do citosol das células da glia e dos neur6nios, visto que
os dados obtidos a partir de substancias fluorescentes detectoras de sédio demonstraram que os
potenciais de agdo - sinais elétricos que atuam diretamente na abertura e no fechamento das
jungdes comunicantes - causam um aumento expressivo no [Na*]; dos ax6nios, devido ao fluxo
de Na™ através dos canais GJ (Lasser-Ross & Ross, 1992; Fleidervish et al., 2010; Baranauskas
et al., 2013).

Além disso, de acordo com Chatton et al. (2016), experimentos realizados com
microeletrodos seletores de fons em cérebros de vertebrados in vivo demonstraram que as
atividades relacionadas a abertura das jungdes comunicantes e o fluxo de Na* através desses
canais também podem alterar a concentracdo desse ifon no meio extracelular, em cerca de

15 mM. Desse modo, os astrécitos permitem a disseminagdo rdpida de Na™ para toda rede
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em caminhos bem definidos e eficientes através das jungdes comunicantes. A difusdo de Na*
por meio desses canais também sofre influéncia da atividade sindptica local, fazendo com que os
transientes de Na* possam auxiliar a diminuig¢do da carga metabdlica de algumas células (Rose
& Chatton, 2016).

Em partes do hipocampo, os sinais de sodio gerados em uma célula sdo propagados ao
longo do tecido por intermédio da contribui¢do individual de cada astrécito com uma velocidade
inicial maior do que 60 um/s (Langer et al., 2012), que € bem acima da velocidade padrao das
ondas de Ca®* (Scemes & Giaume, 2006). Além do mais, esses sinais de Nat sdo transmitidos
de forma radial a uma distancia de cerca de 100 um. Um exemplo da acdo dessa propagagao
foi demonstrada por Bernardinelli ez al. (2004), que descreveram uma importante funcio para a

transmissao de ondas regenerativas de sodio entre astrécitos de células transmissoras da glia.

2.3.2 — Homeostase do sodio

A homeostase intracelular do Na™ é uma propriedade fundamental das células animais e
um pré-requisito para o funcionamento celular. Enquanto o [Na*], (concentragéo extracelular
de Na™) possui uma faixa de 145 — 150 mM (Somjen, 2004), o [Na*]; é mantido em torno
de 15 mM nos astrécitos em repouso (Deitmer & Rose, 2010). Com essa concentragdo e com
o potencial de membrana em —80 mV, a for¢a motriz direcionada para os ions de sodio se
encontra em torno de 140 mV, de forma que, sob condi¢des fisioldgicas naturais, a difusdo
liquida de Na* é sempre para dentro, gastando energia para alterar o sentido, ou seja, a fim de
direcionar para fora (Rose & Karus, 2013).

Assim, as concentragdes de Na* nos astricitos sdo reguladas por difusdo através de
canais transmembranais, ou estruturas de transporte idnico presentes na membrana plasmatica,
que atuam na transferéncia de moléculas de Na*, principalmente, por meio de bombas
dependentes de ATP e trocas sucessivas de multiplos fons (Parpura & Verkhratsky, 2012b),
como observado na Figura 2.9, que ilustra algumas dessas estruturas e seus principais
componentes i0nicos. As principais movimenta¢des de Na' através desses canais estdo
associadas com a presencga de receptores ionotrdpicos de glutamato e receptores purinérgicos,
que sdo uma familia de moléculas presentes na membrana principalmente encontrados em
tecidos de mamiferos (North, 2002).

No entanto, dentre as estruturas a que os sinais de Na* na astroglia estdo ligados,

pode-se destacar, em particular, a bomba de sédio e potassio (NKP) e o canal transportador
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Figura 2.9 — Mecanismos que atuam na homeostase do Na* nos astrécitos.

Fonte: Adaptada de Kirischuk et al. (2012).

de Na*/K*/Cl~, que também regulam o armazenamento de K*, e o canal trocador de sédio
e célcio (NCX), cujas atividades sdo controladas diretamente pelo [Na*]; (Kirischuk ez al.,
2012). A NKP é o principal transportador de Na*™ dependente de energia externa nos astrécitos,
através da qual a elevacdo da atividade neuronal desencadeia a sintese do 4cido l4ctico, enquanto
que o NCX € o canal trocador de fons mais importante fisiologicamente, cuja atuagdo modula
diretamente a sinalizagdo de Ca*" (Lytton, 2007). Ambos estdo descritos mais detalhadamente

no Capitulo 3.



Capitulo 3 -

Modelagem das Estruturas de Transporte Ionico da

Membrana Plasmatica

Neste capitulo, sdo descritas as caracteristicas bioldgicas e as fungdes desempenhadas
pelas estruturas de transporte iOnico transmembranais, que possuem um papel fundamental
na regulacdo dos niveis de concentracdo e na homeostase das células animais, bem como
favorecem a propagacdo molecular pelo tecido, promovendo a comunicacdo entre as células
da glia (Kirischuk et al., 2012). Na Sec¢ao 3.1, sdo apresentadas as propriedades dos dois modos
de operacdo do NCX, enquanto que na Secado 3.2, é discutido o modelo matemdtico para as

reacOes da NKP e, finalmente, o principio de funcionamento da CP € exposto na Secdo 3.3.

3.1 — Canal Trocador de Nat e Ca®"

O Canal Trocador de Na* e Ca*" (NCX) é uma proteina transportadora de fons de sédio
e de célcio presente na membrana plasmatica das células animais (Blaustein & Lederer, 1999;
Reyes et al.,2012), sendo considerado um dos dois maiores mecanismos emissores de Ca%* para
fora da célula, com taxa de transporte de 2000 — 5000 moles por segundo, sendo responsavel
por aproximadamente 70% a 90% da emissdo. Nos astrocitos € nos neurdénios, o NCX
esta distribuido na membrana em um padrdo reticular entrelacado, localizado paralelamente
a estrutura do reticulo endoplasmatico, com o qual também trabalha para manter os niveis do
gradiente 10nico da célula (Blaustein et al., 2002).

Essa protefna realiza a troca de 3 moléculas de Na* por 1 molécula de Ca** entre o
meio extracelular e o citosol, possuindo dois modos de operagcdo: o modo direto, quando ha
entrada de sddio na célula e saida de célcio para o meio extracelular, e 0 modo reverso, quando
o oposto acontece (Noble & Herchuelz, 2007; Matsuoka et al., 1996), como pode ser observado

na Figura 3.1, que também ilustra o funcionamento da bomba de Na* e K e da bomda de Ca®*,
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as quais serdo discutidas nas Secodes 3.2 e 3.3, respectivamente. Na Figura 3.1, o sentido do
fluxo de saida das moléculas da célula € representado pela seta vermelha, enquanto o fluxo de
entrada no citosol € representado pela seta verde, a fim de identificar os dois modos de operagdo

do NCX.

Figura 3.1 — Principio basico de operacdo do NCX, da NKP e da CP em uma célula hipotética de formato
cilindrico.

Citosol

Extracelular

Fonte: Adaptada de Brazhe et al. (2018).

O NCX é um mecanismo tnico, que permite a saida de Ca®* contra seu préprio gradiente
i0nico sem consumir energia externa, mas obtendo energia por meio da alteracao no gradiente
eletromecinico da membrana com a entrada de Na* (Noble & Herchuelz, 2007). Desse modo,
os modos de operacdo do NCX podem ser alternados entre si através das mudangas nesses
gradientes eletromecanicos de Na™ e de Ca?* e no potencial de membrana (V,,), que também s3o
consequéncia da operagao das diferentes estruturas de transporte idnico presentes na membrana
plasmatica (Paluzzi et al., 2007; Cooper, 2000). Nos astrdcitos, o potencial de reversdao do
NCX, ou seja, o potencial em que ocorre a permutagdo dinamica entre os modos de operacao, é
préximo do potencial de repouso da membrana, que é de aproximadamente —80 mV (Kirischuk
etal., 1997; Rojas et al., 2007).

O modo reverso é dependente internamente de [Na']. para a entrada de Ca®' e
dependente externamente de [Ca?'], (concentracdo extracelular de Ca?") para a saida de Na¥,
embora o NCX considere a concentracdo de Ca®" no citosol como requisito critico para a
ativacdo de qualquer um dos dois modos de operagdo (Blaustein & Lederer, 1999). Para as

células do axonio das lulas e para os cardiomidcitos, por exemplo, é necessario que [Ca®"]; seja
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na ordem de 1uM, de modo que somente em uma pequena parte das células o NCX se encontra
ativo no modo de repouso ([Ca**]; = 100 nM) (DiPolo & Beauge, 1986; DiPolo et al., 1989). A
ativa¢do também ocorre com baixa concentragdo externa de Na*, de modo que quando [Na*],
aumenta, o fluxo de Ca®* para o citosol diminui (Beaugé & DiPolo, 1991).

O modo direto, por sua vez, é dependente externamente de [Na®], para a saida de
Ca®* e dependente internamente de [Ca®']; para a entrada de Na'. Esse modo também ¢é
ativado pela concentragio intracelular de Ca®*, fazendo com que o processo de troca do NCX
seja considerado assimétrico, visto que o modo direto ndo depende de [Ca®'], para a sua
ativacdo (Blaustein & Lederer, 1999). A despolariza¢io' e o aumento em [Na*]; favorecem
a mudanca para o modo reverso, enquanto que o aumento em [Ca®'], favorece o modo
direto (Kirischuk et al., 2012; Brazhe et al., 2018). Nos astrocitos do cortex cultivados, o NCX
opera no modo reverso, mesmo em condi¢des de repouso (Reyes et al., 2012; Paluzzi et al.,

2007).

3.1.1 - Fluxo Ionico do NCX

A vazdo das moléculas de Na* e de Ca®" por entre a estrutura do NCX faz com que
surja um transporte eletrogénico, ou seja, um movimento liquido de cargas (ions) através da
membrana, que pode ser medido como uma corrente idnica, da qual é estimado o valor do
fluxo (Ottolia et al., 2013). Esse fluxo idnico do canal trocador Na*/Ca?* (Jycx), entio,
descreve o trafego dos transientes de Ca®* sob influéncia dos componentes eletromecanicos
da reacdo, mediante os efeitos do gradiente de Na™ e da atuagdo do potencial de membrana,
sendo conhecido como o fluxo do NCX mediado por Ca®* (Brazhe et al., 2018; Ginsburg et al.,
2013).

A Equacdo 3.1 expressa o Jycx para ambos os modos de operacdo para um tempo
discreto k, que corresponde a modelagem matematica utilizada por este trabalho para o controle
das concentragdes intracelular e extracelular de Na* e Ca®" por intermédio do NCX na
célula (Barros et al., 2015b; Koenigsberger et al., 2004a). k é definido passo de tempo escolhido

para a simulag@o por esta dissertacdo de mestrado, melhor discutido no Capitulo 4.

[Ca®"],[k]

Trod = vex ek + Cor

(Vimlk]—=Vyex) (3.1)

!Saida do repouso da célula pela entrada de fons de Na™ no citosol (Cooper, 2000).
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De modo que Gycx € a condutincia total da célula, expressa em uMmV ~'s™!, Cycx é
a concentragio média de Ca®* para a ativagio do NCX (Parthimos et al., 1999; Koenigsberger
et al., 2004a), vyox € o potencial de reversdo do NCX (Kirischuk et al., 2012) e, finalmente,
v,, € o potencial de membrana, que pode ser calculado pela Equacao de Nernst, observada na

Equacdo 3.2 (Nicholls & Ferguson, 2013).

_ RT [Ca?t],[k]
vm[k]—Z,S-ﬁ-loglo{m} (32)

Na qual, R € a constante universal dos gases, T € a temperatura ambiente, em Kelvin, m
é carga idnica do Ca®*. A Tabela 3.1 descreve os valores dos pardmetros utilizados para calcular

Tabela 3.1 — ParAmetros para o célculo do fluxo i6nico do NCX (Koenigsberger et al., 2004a)

Parametro Valor Unidade
Gycx 3.160-107° uMmVv—1s~!
Cncx 0.5 uM
YNex —80 mV

R 8,314472 Nmg 'mol'K!
T 298,16 K
m 2 -

3.2- Bombade Nat e K™

A bomba de Na*/K™ (NKP) € responsavel pela geracdo e manutenc¢io dos gradientes de
Na* e K* na célula, realizando a troca de 3 moléculas do primeiro para o meio extracelular e 2
moléculas do segundo para o citosol através da membrana celular, em um processo que utiliza
a energia derivada da hidrélise do ATP (Adenosina Trifosfato), a fim de vencer a for¢a oposta
do gradiente eletroquimico (Castillo et al., 2015).

A Figura 3.2 ilustra o principio de funcionamento da NKP. Primeiramente, os fons de
Na* do citosol se ligam aos espagos livres de alta afinidade presentes no canal da bomba,
estimulando a hidrélise do ATP, que se transforma em ADP (Adenosina Difosfato) e induz
a exposi¢do do Na* ao meio externo da célula, diminuindo a afinidade da liga¢do com a parede
da bomba. Assim, os fons de Na* sdo liberados para o meio extracelular a0 mesmo tempo em
que os fons de K™ presentes nesse meio sdo expostos aos espacos livres da bomba, ligando-

se a eles. Essa ligacdo, entdo, estimula a hidrdlise do grupo de fosfato (Pi) presente no canal
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Figura 3.2 — Funcionamento da Bomba de Nat/K™.

B K ion
[Na'l. Alta
@ na* ion ® [K']- Baixa
. Extracelular

ATP  ADP Citosol
+Pi
u [K'T: Alta
. [Na'l: Baixa

Fonte: Adaptada de Pivovarov et al. (2019).

da bomba, que libera os fons de K* para o citosol da célula, em um processo semelhante ao
anterior (Cooper, 2000). Nesse trabalho, a contribuicdo do ATP foi considerada meramente
como uma condi¢@o externa para permitir o funcionamento da bomba de Na*/K* e das demais
estruturas de transporte dependentes dessa fonte energética, ndao sendo implementadas as
implicacdes de sua hidrélise nas demais partes do sistema e a sua formacdo, as quais sdo
apresentadas e discutidas no trabalho de Castillo et al. (2015).

A concentragdo intracelular de K* ([K*],) € alta, enquanto que a concentragdo
intracelular de Na* ([Na*],) é baixa em grande parte das células vivas, por outro lado, o oposto
acontece no meio extracelular. Desse modo, entende-se que existe um gradiente de perda e outro
de ganho para [K™]; e [Na™];, respectivamente. Este gradiente € preservado através da atuagio
de diversos canais e carregadores i0nicos, mas majoritariamente por intermédio da atividade da
bomba de sédio e potassio (Na, 2010).

De acordo com Clarke et al. (1989), as taxas de variagdo em [Na*]; e em [K*]; podem

ser obtidas a partir da Equacdo 3.3 e da Equacdo 3.4, respectivamente.

dN,
dt :_(JN +JNpass) (3.3)
dK,

=—(g+Jx ) (3.4)

pass

dt
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De modo que Jy € Jx sdo os fluxos das moléculas de Na* e K*, respectivamente,
transmitidas do citosol para o meio extracelular através da bomba, enquanto que J Npas € JKaes
sdo os fluxos passivos para as mesmas moléculas, conhecidos como vazamento (Clarke et al.,
1989).

Se a bomba tem n espagos livres para o transporte de Na* e k espacos livres para o
transporte de K*, e se, quando a troca estd sendo realizada, sempre ocorre a ocupagio de todos

esses espagos, entdo Jy e Jy podem ser obtidos por intermédio da Equacgao 3.5 e da Equacdo 3.6,

respectivamente.

Jy=—-n-p-v (3.5)

Jy=k-p-v (3.6)

Em que p € o nimero de moléculas orientadas para o lado externo da membrana
plasmadtica e v € a taxa de renovacdo da bomba (Clarke et al., 1989; Hertz et al., 2013). J4 J N

eJ Kpass podem ser calculados como descritos na Equagao 3.7 e na Equacao 3.8, respectivamente.

V

CiN cem— CoN

JNpass = PN -A- Vm : W (37)
¢ mem—c,,

JKpass :PK'A'Vm' eVm_l (3.8)

O c;, ec; sdo as concentragdes molares de Na™ e K* por unidade de volume intracelular
(V,), enquanto ¢, e c, sdo as concentragdes por unidade de volume extracelular (V,). A€ a
drea da membrana plasmatica, obtida em (Clarke et al., 1989). Py e Py sdo os coeficientes de

permeabilidade dos ions da bomba e podem ser calculados a partir das Egs. 3.9 e 3.10.

PN = aN * CVCll + bN (3.9)

PK:aK'Cval+bK (3.10)

O ¢, € o valor da concentragdo aquosa de valinomicina, que € um ionéforo de célcio
responsdvel por carregar o potdssio por entre as membranas bioldgicas com alta seletividade,

oferecendo uma permeabilidade elevada ao fon (Jacobs, 2019). by e by sdo as constantes que
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representam a permeabilidade do K* na membrana plasmética independente da valinomicina.
A Tabela 3.2 mostra os valores das constantes utilizadas no modelo matematico apresentado
para as reacdes da bomba de Na*/K™, obtido a partir do trabalho desenvolvido por Clarke et al.

(1989).

Tabela 3.2 — Constantes utilizadas para o modelo de rea¢des da bomba de Nat/K* (Clarke et al., 1989).

Varidveis Valores
n 3
k 2
D 5
% 121-s71
ay 60-M1-cm-s7t
ay 8- M1l-cm-s!
by 1 Mt-cm-s?
ay 8-e M 1.cm-s7!
i, 25000 uM
Coy 25000 uM
Ciy 125000 uM
¢ 125000 uM

3.3 — Bomba de Ca**

A bomba de Ca*" (CP) contribui de forma essencial na regulacdo da homeostase
celular desse fon nas células eucariéticas. A CP lanca o excesso de Ca®* do citosol no meio
extracelular, utilizando a energia oriunda da hidrélise de uma molécula de ATP para transportar
uma molécula de Ca?*, a fim de manter um alto gradiente idnico entre os dois meios, visto
que a concentracdo média de Ca®' no citosol é de 100 nM e no meio extracelular, é de
2 mM (Clapham, 2007; Padanyi et al., 2003).

Nas células nao-excitdveis, como os astrdcitos, a CP ¢, de forma geral, o principal
emissor de Ca®* para o meio extracelular (Zylifiska & Soszynski, 2000), operando no controle
da dinidmica idnica intracelular local a medida em que cria uma regido de baixa concentragcdo
de Ca®* com as células vizinhas, atraindo outras estruturas dependentes dessa molécula (como
proteinas) para as caveolas, que sdo cavidades lipidicas na membrana plasmaética onde ocorre
trocas i0nicas e transducdes de sinais moleculares (Stafford et al., 2017).

A CP pertence a familia de bombas do tipo P, que € caracterizada pela producdo de alta

energia por intermédio da fosforilagdo (adi¢do de um grupo de fosfato a uma proteina) durante
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Figura 3.3 — Esquema do ciclo de reagdo da CP.
@

Ca®
@ Ié@ Cﬂ?'
1 % b E;Ca"* + : E1"-P
Citosol
— Meio
=~ % '

2 lular
® Ca? extrace
P, Ca®*

Fonte: Adaptada de Di Leva ez al. (2008).

o ciclo da reacdo, que se refere ao processo quimico desempenhado a partir da molécula de
ATP (Palmgren & Axelsen, 1998). A Figura 3.3 ilustra o ciclo das reacdes da bomba de Ca?*.
Pode-se visualizar dois estados conformacionais (mudangas no formato de uma macromolécula
induzida por fatores externos) da fosforilacdo da bomba, descritos como E; e E, (Krebs et al.,
1987).

No primeiro, uma enzima é responsdvel por atrair a molécula de Ca?' para uma
regido de alta afinidade no interior da membrana plasmética, conhecida como lacuna de
ligacdo. A fosforilagdo, que acontece por meio da catalisagdo do ATP, promove uma mudancga
conformacional na enzima, causando a transi¢do para o estado E, (E;—P — E,—P). Nesse
estado, a enzima diminui a afinidade da regiio onde a molécula de Ca?* est4 ligada, expondo-a
ao meio extracelular e liberando o fon para fora da célula. Apods a liberagdo da molécula de
Ca®*, E,—P ¢ separado e a enzima retorna para o estado de conformacio E; (Di Leva et al.,
2008).

O modelo matemdtico que caracteriza essas reagdes compde o modelo das reacdes da
sinalizagdo de Ca®*, descrito na Secdo 2.2, que simplificou a influéncia da dinimica idnica da
bomba como uma constante, na Equagdo 2.8. No entanto, de acordo com Mirzakhalili et al.
(2018), o fluxo de Ca** para o meio extracelular através da CP (J.p) pode ser obtido a partir da

Equacgdo 3.11.

[Ca*T?

_— 3.11
[Ca?+]? + K¢p G-11)

Jep = Gep

De modo que G¢p € o fluxo médximo através da CP e K., € a constante que modela a

afinidade de Ca?* na reacdo da bomba.



Capitulo 4

Metodologia

Neste capitulo, € descrita a metodologia implementada para a obtencao dos resultados
desta dissertacdo de mestrado, bem como sdo explicados 0s processos e as particularidades
do modelo computacional que foi desenvolvido para a simulacio do sistema de comunicagdo
molecular. Na Secdo 4.1, a estrutura do algoritmo do modelo € caracterizada, enquanto que o
processo de modulacdo e deteccao do sinal € explicado na Secdo 4.3. A Secdo 4.2 descreve
o algoritmo estocdstico utilizado para obtencdo da variabilidade das reacdes e o calculo das

métricas de avaliacdo do sistema é, finalmente, demonstrado na Sec¢do 4.4.

4.1 — Metodologia do algoritmo proposto

O modelo computacional proposto por este trabalho foi adaptado do sistema de
comunicacao idealizado por Barros et al. (2018), que simulou um tecido tridimensional de
astrécitos onde sdo transmitidas moléculas de Ca®* no meio intracelular (Barros & Dey, 2017a),
caracterizando-se, portanto, como um sistema puramente de sinalizacdo de Ca?*, cujas reacdes
acontecem por um processo de difusdo baseado em juncdes comunicantes (canais GJ).

A Figura 4.1 descreve o fluxograma béasico do algoritmo do sistema completo
desenvolvido por este trabalho. Inicialmente, € realizado um estimulo no astrécito transmissor
(Tx), que é um pulso quadrado de [Ca**]; de amplitude A e frequéncia f, necessario para excitar
o processo de difusdo no tecido. E importante salientar que o Ca®* é a molécula considerada
mais importante para o sistema de comunicacdo proposto por este trabalho e, portanto, a
variagio em [Ca®"]. é apontada como o sinal de referéncia, do qual partem as métricas de
avalia¢dao do modelo, a fim de analisar a influéncia das demais rea¢des do sistema na sinalizacao
de Ca?*.

Como observado na Figura 4.1, o processo de comunicagio se inicia com a sinaliza¢ao

de Ca®*, realizando uma das reacdes descritas na Se¢iio 2.2 em um determinado astrécito. Em
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Figura 4.1 — Fluxograma bdasico do modelo computacional.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Escolha e
execucao da

reagao

Célculo das
métricas de

Calculo do tempo
avaliacéo ‘ :

da reacao
executada (t)

seguida, o modelo da sinalizacdo de Na* acontece por intermédio da difusdo através dos canais
GJ no meio intracelular, seguido pelo NCX e pelas bombas NKP e CP, que oferecem a troca de
moléculas com o meio extracelular, ativando [Na™],, [K*];, [K*], (concentragdo extracelular
de potissio) e [Ca?"],. Os modelos ocorrem nessa sequéncia, mas suas respectivas reacoes
sdo selecionadas pseudoaleatoriamente por intermédio do algoritmo estocdstico explicado na
Secdo 4.2, que também determina o astrécito (ndo necessariamente 0 mesmo) em que cada
uma deve ocorrer naquele instante. Essa reacdo é escolhida com base em sua probabilidade de
ocorréncia (p,) determinada pelo algoritmo, o qual também calcula o tempo de execucdo da
respectiva reacao (7).

Desse modo, o préximo instante de tempo da simulacéo do sistema (t,[k+1]) é definido

como a soma do tempo de execu¢do maximo (7,,,,) escolhido entre as reacdes executadas na

max

iteracdo k e o t,[k] atual, como observado na Equacdo 4.1. Assim, enquanto tJk + 1] ndo

atingir o tempo de simulacao total (T,), o processo se repete a partir do estimulo de entrada no
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Tx. Ap6s T, ser atingido, s@o calculadas as métricas de avaliagdo do modelo computacional,

conforme descrito na Se¢do 4.4 e, entdo, a simulagdo € finalizada.

tilk +1] = t,[k]+ Tpar[K] 4.1)

Assim, a andlise do sistema de comunicagdo desenvolvido € realizada considerando
todos os modelos de reacdes discutidos nos Capitulos 2 e 3. A Figura 4.2 ilustra o diagrama
de blocos que descreve essa andlise, dividindo o processo em trés partes: emissdo, canal e

recepg¢do, cujas defini¢cdes sdo necessdrias para a compreensao do estudo proposto.

Figura 4.2 — Diagrama de blocos da anélise do sistema de comunicagao.

"

Emissao Canal Recepcéo
Estimulo, Dentro de

modulacédo e
transmissao

cada astrécito Demodulagdo

Fonte: Elaborada pelo autor.

Emissao: Para simplificar, fazendo a largura do pulso de entrada do sistema tender a um valor
infinitesimal, pode-se dizer que o Tx é estimulado por um trem de impulsos de [Ca®*]; (S[k]),
de amplitude A e frequéncia f, descrito pela Equacdo 4.2, sendol € N, [ = 1,2,..., L%J le
TeNT= [%J. Ap6s o estimulo, um sinal X[k] € gatilhado a partir do Tx, mediante a

definicdo dos modelos de reagdes que podem ocorrer no canal. Esse sinal € entdo modulado

10 simbolo L§J detona que foi considerado apenas a parte inteira da divisdo entre os termos x e y.
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conforme explicado na Se¢do 4.3 e transmitido para as demais células do tecido até chegar ao

astrocito receptor (Rx).

|5

L)
S[k]=A- ) &6[k—1-T] 4.2)
1=0
Canal: O canal abrange todos os astrécitos do tecido, incluindo o Tx e o Rx, que possuem
o meio determinado previamente na simulacdo, ou seja, a selecdo dos modelos de reacdes
(sinalizagdes de Ca®* e de Na*, NCX e as bombas), ou de combina¢des dos mesmos, que
definirdo como o sinal serd propagado no sistema de comunicagcdo. As chaves c;—cs da
Figura 4.2 sao meramente ilustrativas, a fim de representar a escolha da combinacdo dos
modelos de reacdes que devem compor o canal, mediante a comuta¢do dos estados aberto ou
fechado.

O tecido de astrécitos € composto por 225 células esféricas distribuidas de forma
tridimensional, de modo que o eixo x possui 15 células, o eixo y, 5 células e o eixo z,
3 células. O Tx e o Rx estdo posicionados no mesmo plano xy, espacados por uma distincia
r (dada em células) no eixo x, e os astrécitos se comunicam entre si de acordo com suas
adjacéncias em todas as direcdes, exceto nas diagonais, em uma topologia conhecida como grau
regular (Lallouette et al., 2014). A escolha da estrutura do tecido, da quantidade de células por
eixo e da topologia de comunicacdo foi realizada de acordo com a pesquisa abordada por Barros

et al. (2018), que é o modelo de referéncia assumido pelo presente trabalho.

Recepcdo: O sinal X[k] é uma fungio de [Ca®"],, que depende da escolha dos estados
das chaves c;—cs, de acordo com a Equagdo 4.3, que mostra o sinal resultante a partir da

configuracdo de modelos de reacdes que se pretende analisar no presente trabalho.

x,[k], se ¢, esta fechado
xq[k]+ x5[k], se ¢; e ¢ estdo fechados
X[k]= 1 x,[k]+ x,[k] + x3[k], se c;, ¢, € ¢4 estdo fechados 4.3)
x1[k]+ xs[k]+ x,[k] + xs[k], se ¢;, C3, C4 € C5 estio fechados
\xl[k] + x5 k] + x3[k]+ x4[k]+ x5[k], setodas as chaves estdo fechadas
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Lé-se o sinal x,[k] como "contribuicdo do modelo de reagdes # em [Ca*'],", cuja
variacdo resultante representa o sinal de referéncia do sistema (X[k]). Ou seja, x;[k]
é a contribuicdo, ou variacdo, causada pela sinalizacio de Ca®"* em [Ca®'],, x,[k] é a
contribuicdo da sinalizagio de Na* em [Ca®']; e assim, sucessivamente. Algumas reacdes
contribuem diretamente, como as oriundas da sinalizacdo de Ca** e da CP e outras contribuem
indiretamente, ou seja, por intermédio da influéncia de outras moléculas, como é o caso dos
demais modelos de reagdes, de modo que todos os sinais x,[k] sdo definidos em funcgdo de

[Ca2*].,.

Figura 4.3 — Sistema de comunicagdo molecular desenvolvido. a) Corte do tecido de astrdcitos ao redor do
Tx. b) Estimulo (S[k]) por pulsos de [Ca?*]; no astrécito transmissor. ¢) O NCX e seus modos de operagio.
d) Comunicacio por juncdes comunicantes para as sinalizacdes de Ca** e de Na™.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O sinal X[k] é propagado dentro de cada astrdcito, sendo disseminado pelo tecido. O
Rx, entdo, realiza a detec¢do e a posterior demodulagdo do sinal, a fim de finalizar o processo de
recep¢ao, conforme explicado na Secdo 4.3. As combinagdes descritas na Equacao 4.3 foram
escolhidas por expressarem suficientemente o objetivo geral desta dissertacdo de mestrado,
que € avaliar a influéncia dos modelos de reagdes propostos sobre a sinalizagdo de Ca**. No

processo de simulacdo, foi observado que as reagdes oriundas do NCX sdo curiosamente mais
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répidas do que as demais. Por este motivo, a combinacao que descreve o canal composto pelas
reacdes do NCX e pela sinalizagdo de Ca®* (c; e c; fechados) foi particularmente analisada,
a fim de determinar a proporcao entre as ocorréncias das reagdes do primeiro em relacido ao
modelo de referéncia.

A Figura 4.3 ilustra o arranjo do canal composto pela estrutura do NCX (Figura 4.3 ¢)
e pelos canais GJ (Figura 4.3 d), que permitem a sinalizagdo de Ca*" e Na'. Tal arranjo
favorece a propagacdo do sinal X[k] apds o estimulo de entrada (Figura 4.3 b) no astrécito
transmissor, mediante a ocorréncia das reacdes ao longo do tecido (Figura 4.3 a). Além dessas
estruturas, foram implementadas a bomba de Na*/K* e abomba de Ca?", constituindo o sistema

de comunica¢dao molecular desenvolvido por este trabalho.

4.2 — Algoritmo de simulacio estocastica

Neste trabalho, a variabilidade das reagdes quimicas do sistema foi produzida e
gerenciada pelo algoritmo estocastico desenvolvido por Gillespie (1977), que oferece uma
aproximacao coerente da dindmica usual dos sistemas bioldgicos existentes, a fim de simular a
propagacio dos fons de Na*, de Ca®* e de K* pelo tecido de astrécitos.

A cada iteracdo, o algoritmo é executado em cada modelo de reacdes, a fim de escolher
uma reacdo da sinalizacdo de Ca*" (dentre as 6 possibilidades existentes, como descrito na
Tabela 4.1), uma reacdo da sinalizagio de Na*, outra do NCX, outra da NKP e outra da
CP, selecionando um astrécito do tecido, que pode ser 0 mesmo ou nao entre os modelos de
reacdes. Exceto pela sinalizacdo de Ca**, os demais modelos possui uma tnica reagiio a ser
escolhida (Tabela 4.1), bastando ao algoritmo estocastico escolher a célula em que essa reacdo
deve ocorrer.

Quando uma reagdo acontece, seja a comunicagdo entre duas células (canais GJ), seja
o transporte idnico entre os meios extracelular e intracelular (estruturas de transporte), hd uma
variagdo das concentra¢des moleculares de alguma regido do tecido, visto que a saida de uma
molécula de um meio, representa a entrada dessa mesma em outro meio. A Tabela 4.1 descreve
a variacdo minima de concentracdo molecular (a) que acontece em todas as reacdes de cada
modelo de reacdes, seguindo os principios bioldgicos descritos nos Capitulos 2 e 3.

O processo de execug@o de uma dada reagéo r; em um determinado astrocito, dentro

de um conjunto de R reacdes para cada modelo de reacdes, pode ser dividido em duas etapas:
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Tabela 4.1 — Reacdes por modelo que podem ocorrer em cada astrécito.

Modelo Reacao | Variacao de concentracao

Estimulo de Ca®" no Tx [Ca%*], +a
Escoamento de Ca** [Ca*™ ], + a
do citosol para o RE
Transporte de Ca** [Ca®*],—a
do citosol para o RE Crgt+a

!Sinaliza¢do de Ca" | Lancamento de Ca*" [Ca®"], +a
do RE para o citosol Crp—a
Escoamento de Ca®* [Ca*™], + a
do RE para o citosol Crrp—a

Difusio de Ca**
via canais GJ
Difusio de Na*t
via canais GJ

2Sinalizagdo de Na*

[

[

[

[
Modo direto: entrada de Na™ [Ca®*], + a; [Na'], + 3a
INCX e saida de Ca** [Ca**]; — a; [Na*], —3a
Ou modo reverso: entrada de Ca** [Ca*"); + a; [Na™], + 3a
e saida de Na*t [Ca®*], —a; [Nat]; — 3a
ANKP Saida de Na* para o meio extracelular | [K*], —2a; [Na™], — 3a
e entrada de K* para o citosol [K*]; + 2a; [Na™], + 3a

1op Transporte de Ca** [Ca*];—a

para o meio extracelular [Ca%*], +a
! (Barros et al., 2015b), ? (Kirischuk et al., 2012), ® (Brazhe et al., 2018), * (Castillo et al., 2015).

a definicao da reac@o, bem como da célula em que ocorre, e o cdlculo do tempo de execucdo
(7) da mesma (Barros et al., 2015b). Assim, se uma grandeza «a,., que depende diretamente do
fluxo i6nico da reacdo, ou seja, da quantidade de concentracio movimentada naquele instante
(Capitulos 2 e 3), for atribuida a cada reacdo e sendo a, o somatério de todos os a, em R
(Equacdo 4.4), a reacdo escolhida (r,) em um dado modelo € definida maximizando a igualdade

descrita pela Equacio 4.5.

2%

i a, 4.4)
j=1

Q

T

ruzmax[ ]],uEN,uER 4.5)

&|



Metodologia 39

De modo que u deve satisfazer a restricdo descrita na Equacdo 4.6, em um processo
que seleciona os eventos com base em seus valores de probabilidade, conhecido como roulette
wheel selection (Lipowski & Lipowska, 2012).

u—1 a, u q
em que p, ¢ uma varidvel aleatéria uniforme com valores no intervalo (0,1). O T é entdo

estimado para cada reacdo de acordo com a Equacio 4.7.

T= 1 X ln(i), 4.7)

Ao P1
sendo p; uma varidvel aleatéria uniforme definida no intervalo (0,1]. Visto que existe um T
diferente para cada modelo de reacdes, o maior valor entre eles (7,,,,) € selecionado para o
calculo do préximo tempo de simulacgdo (t,), de acordo com a Equagdo 4.1, e esse processo se
repete até que t, seja igual ao tempo total de simulacgao (T,).

A probabilidade de uma determinada reacdo, ou um determinado astrdcito, ser
selecionada (p,(r}, 7)), dentro do seu modelo de reagdes, € definida pela Equagdo 4.8. Assim,
na comunicago entre duas células através dos canais GJ, definida pela Equagéo 2.14, p,(r;, 7;)
serd maior para aquele astrécito que apresentar o maior valor de concentracdo intracelular,
tornando-o mais propenso a ser escolhido pelo algoritmo estocéstico, visto que o, depende

diretamente do fluxo i6nico (ou variagdo da concentracdo molecular) da reacdo.

p,(rj, 7 ))dt, = a,e”*idt, (4.8)

Sendo assim, para a reacdo de difusdo através dos canais GJ nas sinalizagdes, uma vez
que esta € selecionada pelo algoritmo estocdstico, a comunicacdo deve ocorrer entre a célula
escolhida e todas as células adjacentes, exceto na diagonal (Lallouette et al., 2014), conforme a
topologia de grau regular definida na Secdo 4.1, sendo aquela, a célula cedente e as demais, as

células receptoras.

4.3 — Modulacao e deteccao

Ap6s o estimulo de entrada induzir a propagacdo de Ca®* através do Tx no sistema de

comunicacdo proposto, o sinal X[k], que é uma funcdo de [Ca®*]., passa por um processo
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de modulacdo BCSK (Binary Concentration Shift Keying), a qual é andloga a modulagdo
ASK (Amplitude Shift Keying). Nesse tipo de modulacao, um simbolo devera ser identificado
como bit 1, se o volume de concentracdo intracelular de Ca®* transmitido pela célula durante
um determinado periodo de tempo, ou tempo de bit (T,), ultrapassar um valor limiar de
concentracdo pré-definido (o), caso contrario, serd considerado como bit 0 (Kuran et al.,
2011). Assim, um simbolo pode ser coordenado para representar b bits por vez, usando 2°
volumes de concentragio diferentes com 2° — 1 valores de limiar. No presente trabalho, foi
definido que b = 1.

A Figura 4.4 ilustra um corte no tecido de astrécitos do sistema no plano xy em que
estdo dispostos o Tx e o Rx, espagados por uma distancia r, em células. Apds o estimulo de
Ca®" no Tx, a difusdo se inicia, propagando X[k] com amplitude maxima de a. O volume
de [Ca*"]; transmitido a cada T, segundos (C,) deve ser comparado ao limiar o, a fim de
identificar se o bit enviado € O ou 1, conforme observado na Figura 4.4, retornando o sinal

modulado X*[ k], em bits.

Figura 4.4 — Plano de propagacao e modulacao do sinal.
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Ao X*[k] se propagar, considerando que as moléculas ndo seguem um caminho
definido, mas hd um espalhamento difusivo pelo tecido devido a caracteristica estocéstica
do sistema (Jamali et al., 2016), é necessdrio realizar um processo de deteccdo do sinal, a
fim de receber a informagdo propriamente dita no astrécito desejado. Desse modo, para a
implementacdo do modelo, assumindo as coordenadas x, y e z para determinar a posi¢do da
célula receptora no tecido, foi definida uma varidvel estocdstica (Hy,g,) que € diretamente
proporcional a probabilidade de o algoritmo de Gillespie (1977) escolher as reacdes do
Tx (pry(ryy, Try)) € as reagdes de ao menos uma das células ao redor do Rx, conforme
descreve a Equagdo 4.9. Assim, a Equagdo 4.9 estima a probabilidade acumulada de um

volume de informagao (X*[k]) alcangar e ser detectado pelo Rx para que a comunicacio seja

estabelecida com sucesso. A probabilidade p, € representada pela Equacdo 4.8 da Secédo 4.2.

HTxRx o< (px—l,y,z +px+1,y,z + px,y+1,z + px,y—l,z +px,y,z+1 + px,y,z—l) : pTx(rT)o TTx) (49)

Para simplificacdo, a soma das probabilidades na Equacdo 4.9 foi considerada constante
e, quando multiplicada pela constante de proporcionalidade necessaria para o estabelecimento
da igualdade, obtém-se o termo [3, conforme a Equacdo 4.10, considerado igual a 1 pelo

presente trabalho.

HTxRx :/5 'pTx(rTxﬁrTx) (410)

A grandeza que representa o canal do sistema € determinada, entdo, como uma varidvel
aleatoria Yr g, (Equagdo 4.11), obtida a partir de uma distribui¢do Gamma I'(N,, p,), com N,
tentativas e probabilidade de sucesso p,., que simula as caracteristicas da difusdo de moléculas
pelo tecido em uma comunicacgio intercelular, conforme os trabalhos de Thurley ez al. (2018)

e Shi & Yang (2017).

A maX[ Cb]
TTxRx =T > HTxRx (41 1)
a
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Por fim, a Equagdo 4.12 demonstra a demodulac¢do do sinal detectado (Y[k]), em bits,
como uma multiplicacdo entre o sinal modulado e a varidvel aleatéria que representa o canal,

seguindo o0 método proposto por Koo et al. (2015), finalizando o processo de recepcao.

Y [k] = Tyype - X [K] (4.12)

4.4 — Calculo das métricas de avaliacao

Para a andlise do modelo computacional, o transporte das moléculas de Ca®' entre
os meios extracelular e intracelular em qualquer sentido, ou seja, as variagdes em [Ca®'],, é
considerado como um ruido do sistema de comunicagdo, g[k], pois essa varidvel influencia
diretamente, seja positiva ou negativamente, o sinal intracelular de Ca®*, X[k], que é o sinal de
referéncia do sistema. De modo que as varia¢cdes em g[k] representam a saida ou a entrada de
Ca®* do citosol de qualquer célula, oriundo ou destinado ao meio extracelular.

Assim, € calculada a SNR (Signal-to-Noise Ratio), Equacdo 4.13, definida como a
relacdo entre a energia do sinal intracelular de Ca®* (Ec,) e a energia de glk] (Ec,), que

representa as variagdes em [Ca**],.

E.
SNR =10 xlog,,| — (4.13)
Ec,
De modo que E. e E; podem ser calculadas de acordo com a Equacdo 4.14 ¢ a

Equacido 4.15, respectivamente.

T,
Ec = Y . X*[k] (4.14)
k=0
T,
Ec, =) 8%k] (4.15)
k=0

Outra métrica utilizada para a avaliag@o do sistema foi o ganho de comunicagao, definido
como o ganho em [Ca*']; e calculado como a relagio entre a concentragio média de Ca** no

citosol do Rx (Ein) edo Tx (Ei“), de acordo com a Equacdo 4.16.

C,
Ganho = 10 x logy, (_—RX) (4.16)

ITx
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Para a observacdo da capacidade do canal, X*[k] e Y[k] sdo investigados, a fim de
avaliar a fidelidade entre os dois sinais e a probabilidade de os bits de informacao enviados pelo
T x chegarem de fato ao Rx. Para isso, assume-se que o T x e o Rx sdo totalmente sincronizados,
que é uma consideracdo comum na literatura para altos valores de T, (Barros et al., 2015b;
Nakano & Liu, 2010b). De modo que, para cada tempo de bit (T;), ambos Tx e Rx estardo
alertas sobre a transmissd@o do bit no meio, mesmo que este ndo chegue até o Rx devido ao
espalhamento no canal (Kilinc & Akan, 2013b; Moore et al., 2009).

A entropia de Shannon (Band & Avishai, 2013), H(X), pode ser usada para representar
o volume de informacgdo (em bits) em vdrios processos dos sistemas bioldgicos (Abshire &
Andreou, 2001). Sendo X e Y os conjuntos de estados possiveis para os bits do Tx e os bits
do Rx, respectivamente (X = {0, 1}, Y = {0, 1}) e p, o conjunto de probabilidades para o T x

enviar o bit x ou o Rx receber o bit y, H(X) pode ser calculado pela Equagéo 4.17.

H(X) == p(x)-log, (p(x)) 4.17)
xeX

Assim, a entropia condicional pode ser definida a partir da distribuicdo de probabilidade

de juncao e da distribuicdo de probabilidade condicional de x e y:

HX|Y)==> > p(x,y) log,( p(xly)) (4.18)

x€X yeY

As demais probabilidades sao obtidas por intermédio das Eqs. 4.19—4.22.

p(x=0), ou
p(x)= (4.19)
p(x=1)
p(y =0), ou
p(y)= (4.20)
ply=1)
p(y=0[x=0)=1—p(y =1]x=0) 4.21)

p(y=0lx=1)=1-p(y=1x=1) (4.22)
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A capacidade do canal é, entdo, determinada pela Equacdo 4.23, que descreve o maximo
valor retornado pela informacdo mutua, obtida conforme a Equacdo 4.24, que determina a

dependéncia miutua entre as duas varidveis x e y.

CX;Y)=max[I(X;Y)] (4.23)

IX;Y)=HX)-HXIY),

_ p(ylx)
—y;xzexlp(x)p(ylx)logz( ) ) (4.24)

Finalmente, a taxa de erro de Bit (BER - Bit Error Rate) é calculada a partir da
comparagdo dos sinais X*[k] e Y[k] de acordo com os bits enviados e recebidos. De modo
que a BER € obtida pela relagdo entre a quantidade de bits recebidos ndo correspondentes aos

enviados pelo T'x (B,,,,) € a quantidade total de bits enviados (B,,.4), conforme a Equagdo 4.25.

Berro
BER = —r¢ (4.25)

total

Os parametros de entrada do sistema sdo definidos no comeco da simulag¢do, conforme
ilustrado na Figura 4.1, e estdo descritos na Tabela 4.2, assim como algumas varidveis de
destaque do modelo. O valor ajustado para A foi de 0,5 uM, que corresponde a amplitude
média de oscilacdo de [Ca®*]; nos canais de IP;, segundo Barros & Dey (2017b). A linha de
base (LB) das concentra¢des moleculares do sistema, ou seja, os valores iniciais para [Ca%*];,

[Ca®*],, [Na'];, [Na*],, [K*]; e [K'], foram definidos conforme observado na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Pardmetros de entrada e algumas variaveis de destaque do modelo.

Parametros de Entrada
Parametro Valor Referéncia
A 0,5 uM Barros & Dey (2017b)
f 0,1-1 Hz Barros et al. (2018)
T, 200 s Barros et al. (2018)
LB [Ca?*], 0,1 uM Barros et al. (2015b)
LB [Ca*'], 10 uM Kirischuk et al. (1997)
LB [Na*]; | 15000 uM Chatton et al. (2016)
LB [Na*], 666 uM Chatton et al. (2016)
LB [K*]; | 140000 uM Vogt et al. (2019)
LB [K*], 4000 uM Wang er al. (2012)
a 0,01 uM Barros et al. (2015b)
T, 0,01-0,1s Koo et al. (2015)
Oy 2xa(uM) -
p 1 -
Variaveis de destaque
Variavel Descricao
x,[k] Contribuicdo da sinalizacio de Ca®* em [Ca®"]; (uM)
X5 k] Contribuicio da sinalizaciio de Nat em [Ca?*]; (uM)
x;[k] Contribui¢do do NCX em [Ca**]; (uM)
x4[k] Contribui¢do da NKP em [Ca®*]; (uM)
xs[k] Contribui¢do da CP em [Ca®**]; (uM)
X[k] Resultante da combinagio dos modelos, em funcdo de [Ca?*];
X*[k] X[ k] modulado (bits)
Cy Volume de [Ca?®*); transmitido durante T, segundos (uM)
Y[k] Sinal recebido ap6s deteccao (bits)
g[k] Variacdes de [Ca®t], (uM)




Capitulo 5

Resultados e Discussoes

Neste capitulo, sd@o expostos os resultados obtidos para o modelo computacional
desenvolvido, no qual, foram implementadas as sinaliza¢des de Ca?* e de Na*, as reacdes do
canal trocador de Ca?* e Na™ (NCX), da bomba de Na™ e Kt (NKP) e, finalmente, da bomba
de Ca** (CP), que representam modelos de estruturas de trasporte idnico transmembranal.

Desse modo, foi realizada uma andlise do comportamento da propagacdo do sinal
intracelular de Ca®* (X[k]) sob influéncia da composicdo do canal, que consiste em um arranjo
dos modelos de reacdes do NCX, da NKP, da CP e das sinalizagdes de Ca®** e de Na™. Na
Se¢do 5.1, o canal composto pelas reagdes do NCX e da sinalizacdo de Ca®t (chaves c; € c,
fechadas) foi analisado a fim de determinar a propor¢ao da ocorréncia de reagdes do primeiro
em relagcdo ao segundo, devido a caracteristica particular do fluxo i6nico do NCX.

Os resultados foram discutidos de acordo com as métricas escolhidas para a avaliacdo
do sistema de comunicagdo: capacidade do canal, taxa de erro de bit, ganho de comunicacgdo e
relacdo sinal-ruido. Como pode ser visto nas secoes 5.2, 5.3, 5.4 € 5.5, para cada métrica, foram
analisadas as demais combinac¢des dos modelos de rea¢des definidos no Capitulo 4. Finalmente,
na Sec¢do 5.6, é realizada uma comparagdo entre os modelos de reacdes para os resultados que
se destacaram em cada métrica de avaliacdo.

Para facilitar a meng¢ao das combinacdes entre os modelos de reagdes, foi definido um
sistema simbdlico de chaves, que representa a escolha de uma determinada reacdo para compor

o canal do sistema de comunicac¢do, conforme explicado na Secdo 4.1 e descrito na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 — Descrigao do sistema de chaves para representagdo da composicao do canal escolhida.

Combinacao de chaves Composic¢ao do canal
Apenas c; fechada Apenas sinaliza¢io de Ca**
c; e c5 fechadas Sinalizacdo de Ca*" e NCX
¢y, ¢ € ¢4 fechadas Sinaliza¢des de Ca** e de Na™ e NCX
€1, C3, C4 € C5 fechadas Sinalizagdo de Ca**, NCX, NKP ¢ CP
Todas as chaves fechadas | Sinaliza¢des de Ca?* e de Na*, NCX, NKP e CP

5.1 — Determinacao do niimero de reacoes do NCX

No processo de simulagdo, foi observado que as reagdes do NCX sdo mais rapidas do
que as demais, possibilitando uma ocorréncia na ordem de 10, 20, 30, 40 e até 50 vezes maior
que a ocorréncia das reacdes da sinaliza¢do de Ca?*, que é o modelo de referéncia do presente
trabalho. De acordo com o sugerido nos Capitulos 2 e 3, essa diferenca pode ser entendida
pela difusdo do Ca®* no tecido (reagdo mais recorrente desse modelo de sinalizagdo) depender
unicamente da diferenca de concentragdo molecular entre as células como fator de estimulo
da reacdo, enquanto que o NCX também € fortemente estimulado pela variacdo da tensdao de
membrana (V,,), como pode ser observado nas equacdes 2.14 e 3.1.

Além disso, segundo Kirischuk ef al. (2012) e Brazhe et al. (2018), hd uma elevada
disposicdo do tecido para a troca dos fons de Ca®* e Na* com o meio extracelular, considerando
a alta densidade dessas moléculas, aumentando o fluxo i16nico e favorecendo ainda mais a
ocorréncia das reagdes do NCX. Desse modo, o propésito desta secdo € analisar o sistema
composto pelo NCX e pela sinalizacdo de Ca®* (c; e ¢, fechadas) considerando a proporcio
da quantidade de reacdes dos modelos, a fim de determinar o nimero de reagdes de NCX
(Nycx) que possibilite a andlise das demais combinagdes dos modelos de acordo com o objetivo
geral desta dissertacdo. Os valores de 10 NCX, 20 NCX, 30 NCX, 40 NCX e 50 NCX (le-se
como 10 reagdes de NCX para cada reacdo da sinalizaciio de Ca?*, por exemplo) foram obtidos
empiricamente na simulacao do sistema.

O NCX promove a troca de Ca** e Na™ com o meio extracelular, causando a variagio
na concentracdo molecular desse meio, que por sua vez, influencia no meio intracelular.
A Figura 5.1 analisa o comportamento das variagdes das concentragdes intracelulares e
extracelulares de Ca*" ([Ca®*]; e [Ca®'],), conhecidas como sinal (X[k]) e ruido do sistema

(g[k]), respectivamente. As Figuras 5.1 a) e 5.1 b) mostram X[k] e g[k], respectivamente,
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ao longo dos primeiros 35s de simulagdo e evidenciam a influéncia do ruido no sinal, visto
que enquanto g[k] diminui, X[k] aumenta proporcionalmente (0,6 uM de variagdo). Este
comportamento indica que o NCX estd funcionando no modo reverso (fluxo de Na™ para
fora e de Ca®" para dentro da célula) e indica a influéncia do mesmo nas reagdes de difusdo
intracelular do célcio, visto que estas sdo estimuladas pelas variacdes em [Ca*'];, interferindo
na propagacao de X [k].

Figura 5.1 — Comportamento do sinal e do ruido ao longo do tempo de simulag#o. a) Variagdo de [Ca®*]; para
os primeiros 35 s de simulacdo. b) Variacdo de [Ca?"], para os primeiros 35 s de simulagdo. ¢) Dispersio de
X[k] e g[k] ao longo do tempo total de simulag@o.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Além disso, a Figura 5.1 ¢) mostra que cerca de 75% do sinal X[k] e do ruido g[k]
se propagam antes de 160-165 s de simulacdo, embora X[k ] seja menos disperso ao longo do
tempo em relagdo a g[ k], ja que o primeiro estd mais concentrado em um determinado periodo
de t, e o segundo alcancga 25 % de sua propagacao ainda no primeiro quarto de t,. Isso pode ser
explicado pois, de acordo com as Figuras 5.1 a) ¢ 5.1 b), ainda que X[k] e g[k] apresentem a
mesma variagdo em UM, percentualmente, a variagdo em X[k ] é muito maior (600%), devido

2+]'
i

a baixa linha de base de [Ca (0,1 uM), em comparacdo com a elevada linha de base de

[Ca%*], (10 uM). Ou seja, uma variacio considerada pequena em [Ca®'],

causa uma grande
variagdo em [Ca?*],, justificando a alta interferéncia de g[k] em X[k] e a diferenca em suas

dispersdes ao longo de t.
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Observando as curvas da SNR tracadas alterando o valor de Ny, € possivel analisar a
influéncia direta das reagdes do NCX no sinal X[k]. A Figura 5.2 mostra o comportamento da
SNR, calculada de acordo com a Equacdo 4.13 (Se¢do 4.4), para cada valor de Ny .y escolhido,

ao longo da faixa de frequéncia (f) do estimulo de entrada (S[k]).

Figura 5.2 — Andlise da SNR por nimero de reagdes do NCX.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Primeiramente, pode-se observar que a SNR cresce a medida que a faixa de
frequéncia aumenta, devido ao fato de que quanto maior o valor de f, mais moléculas de
Ca*" sdo introduzidas no sistema num mesmo periodo de tempo, aumentando [Ca®']; e,
consequentemente, X[k], que eleva a SNR (Equagdo 4.13). No entanto, a partir de 0,6 Hz,
a inclinagdo das curvas diminui, com varia¢des mais sutis a medida que f aumenta, tendendo
a se tornar constante, para todos os valores de Ny.x. Esse comportamento sugere que, para
maiores frequéncias, a energia de g[k] se eleva proporcionalmente a energia do sinal, fazendo
com que a curva logaritmica se aproxime da sua assintota horizontal.

A partir da Figura 5.2, é possivel perceber também que a SNR diminui com o aumento de
Nycx- Isso acontece, pois com o aumento das trocas com o meio extracelular devido a atuacgao
do NCX, que estd no modo reverso, g[ k] aumenta proporcionalmente. Contudo, também pode
ser observado que as curvas da SNR se tornam menos espacadas entre si para os maiores valores
de Ny x, para qualquer valor de f, surgindo uma espécie de zona de saturacdo, ou seja, a SNR
tende a variar mais discretamente a partir de um determinado nimero de reagdes do NCX,
fazendo com que a curva de Ny.y = 10 NCX possa ser considerada um outlier' do espaco

amostral analisado.

'Dados que se diferenciam do padrio de um determinado espaco amostral.
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De forma semelhante, analisando o ganho de [Ca*"]; médio (Equacdo 4.16) ilustrado
na Figura 5.3, € possivel perceber que este decresce com o aumento de f e de Ny.x. Esse
comportamento acontece, pois a elevacdo da frequéncia de S[k] implica em maior introducéo
de [Ca%*]; no Tx, que se diferencia cada vez mais da concentragiio no Rx, aumentando a relacdo
descrita na Equacdo 4.16. Analogamente, o aumento de Ny também provoca a elevagdo dos
niveis de [Ca*"]; no Rx, diminuindo a diferenga em relagdo ao Tx. Além disso, € relevante
apontar que o ganho obtido para o canal composto unicamente pela sinaliza¢io de Ca*" (X[k] =

x,[k], apenas ¢, fechada) apresentou o menor valor para seus respectivos valores de f .

Figura 5.3 — Ganho de comunica¢do médio por nimero de reagdes do NCX.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A zona de saturacdo observada na Figura 5.2 também pode ser destacada no
comportamento do ganho para ambas as varidveis independentes, f e Nyx. Visto que as curvas
sdo descritas como uma exponencial decrescente, para Ny .y = 30 NCX, o ganho é tendenciado
a se manter constante para todos os valores de f. O mesmo acontece ao observar a variacao
do ganho na perspectiva da frequéncia, de modo que para f > 0,4 Hz, as curvas se coincidem.
Novamente, Ny.x = 10 NCX se destacou em relagdo aos demais, apresentando o maior ganho
para todos os valores de f. Por este motivo, a fim de evitar a selecdo de um outlier, o préximo
valor de Ny.x (20 NCX) foi escolhido para a realizagdo da andlise do sistema de acordo com

as métricas descritas nas proximas sec¢oes deste capitulo.
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5.2 — Analise da relacao sinal-ruido

A relagdo sinal-ruido (SNR) do sistema de comunicacdo molecular desenvolvido
compara o nivel de X[k] em relagdo ao nivel de g[k], em dB, que é oriundo das reacdes
moleculares decorrentes da atuagdo das estruturas de transporte idnico e, portanto, esta andlise
nio se aplica ao canal composto puramente pela sinalizacio de Ca®*. A Figura 5.4 esboca a

SNR obtida para as composi¢des do canal que incluem as estruturas de transporte.

Figura 5.4 — Relagdo Sinal-Ruido por T, para as composi¢cdes do canal que consideram as estruturas de
transporte id6nico. a) c¢;, ¢, € c3 fechadas. b) ¢y, c3, ¢4 € ¢5 fechadas. ¢) Todas as chaves fechadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel perceber que o aumento da frequéncia de S[k] diminui a interferéncia de g[k]
em X [k], visto que a SNR aumenta para todas as composi¢des de canal, ou seja, o nivel de sinal
propagado € maior do que a amplitude do ruido que trafega do meio extracelular para o meio
intracelular. Isso acontece, pois o aumento de f estimula as reacdes de difusdo intercelular
(via canais GJ), propagando um maior volume de [Ca*"]; 2 medida em que o Tx introduz
mais moléculas no sistema em um mesmo periodo de tempo, elevando a transmissdo de X [k].

Isso ndo significa dizer, porém, que as reagdes das estruturas diminuem, mas que as reacdes da
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sinalizacdo de Ca®" aumentam. Além disso, a zona de saturacdo discutida na Secdo 5.1 também
pode ser observada no resultado descrito na Figura 5.4, de modo que a partir de 0,7 Hz, a SNR
tende a ser constante, indicando que acima desse valor de f, o sinal e o ruido passam a crescer
proporcionalmente. Analisando em relacdo ao T, pode-se dizer que a influéncia dessa grandeza
no comportamento da SNR € baixa, ja que ndo houve variacdo significativa entre as curvas para
todos os modelos de reacdes discutidos.

Nota-se ainda que quando a unica estrutura de transporte presente € o NCX
(Figura 5.4 a)), a SNR € maior (variando de —1 dB a 4 dB), seguido pela adicao das demais
estruturas (Figura 5.4 b)) e pela adi¢do da sinalizagdo de Na* (Figura 5.4 ¢)), que variam
de —2 dB a 2 dB e —4 dB a 0 dB, respectivamente. Esse resultado indica que a adi¢do da
NKP e da CP aumentou a influéncia do ruido, visto que favorecem as trocas com o meio
extracelular, assim também como a adi¢do da sinalizagdo de Na*, que, junto com a NKP,

contribui indiretamente para a variagdo de [Ca*"];, como visto nos Capitulos 2 e 3.

5.3 — Analise da taxa de erro de Bit

A Figura 5.5 mostra os resultados obtidos para a taxa de erro de bit (BER) para todas
as composicdes do canal propostas em relacdo a frequéncia de entrada (f), variando o tempo
de duracdo do bit (T},). Inicialmente, é importante salientar que aumentar o T}, favorece a
transmissao e a recep¢ao de bits 1, pois ao contar com uma janela de tempo maior para a
determinagio do bit na modulacdo e na demodulagio, o volume de Ca?*" trafegado naquele
periodo de tempo (C},) serd maior e, consequentemente, maior serd a chance de o C, superar
o limiar de concentragcdo estabelecido (o), de acordo com o explicado na Secdo 4.3. Um
raciocinio andlogo pode ser aplicado para f, pois aumentando a frequéncia de S[k], maior sera
o Cj, transmitido para um mesmo periodo de tempo.

A Figura 5.5 a) esboca o comportamento da BER para o canal composto puramente
pela sinalizacdo de Ca®' e reflete o raciocinio explicado no pardgrafo anterior 2 medida em
que revela que a taxa de erro diminui com o aumento de f e de T, pois o favorecimento da
transmissao, e consequente recep¢ao, de bits 1 diminui a probabilidade de o sistema confundir
bits 0 por bits 1 e vice-versa. E possivel perceber ainda na Figura 5.5 a) que, para as curvas
com T, < 8 x 10~* s, h4 uma mudanca de comportamento a partir dos valores de f = 0,2 Hz e

f =0, 3 Hz, tornando esses dois valores de frequéncia os pontos mais criticos da andlise.
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Figura 5.5 — Taxa de Erro de Bit por T}, para cada combinacio dos modelos de reagdes. a) Apenas c; fechada.
b) ¢, ¢, € ¢5 fechadas. ¢) ¢y, c3, ¢4 € c5 fechadas. d) Todas as chaves fechadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao considerar outros modelos de reagdes, como pode ser observado nas Figuras 5.5 b),
¢) e d), ocorre uma inversdo de comportamento. Para T, < 103 s, a BER §é diretamente
proporcional a frequéncia de entrada, enquanto que essas duas grandezas tornam a ser
inversamente proporcionais para T, > 107% s. A adi¢do dos modelos de reacdes que permitem
a troca de Ca®* com o meio extracelular provoca a interferéncia de g[k] em X[k], de modo que
o aumento em [Ca?*]; oriundo das trocas com o [Ca*"], diminui o fluxo de moléculas advindas
da difusdo intercelular, visto que esta é regida pela Equacdo 2.14 e depende diretamente da
diferenca de concentracdo molecular entre as células. Em outros termos, essa diminui¢do no
fluxo de [Ca?*]; é traduzida como um atraso em X[k], pois maior serd o tempo necessario
na demodulacdo para que C, seja suficientemente grande a fim de superar o, aumentando a
probabilidade de os bits serem interpretados como O na recepg¢ao.

Assim, o resultado exposto nas Figuras 5.5 b), ¢) e d) revela que abaixo de determinado
valor de T, o aumento da propagacdo de bits 1, devido ao aumento da frequéncia, provoca
mais erros na recepg¢ao, pois a janela de tempo na demodulagdo ndo € grande o suficiente para
compensar o atraso em X [k ]. Para T}, > 1073 s, no entanto, a janela de tempo passa a compensar
o efeito da interferéncia, possibilitando, portanto, maior detec¢do de bits 1, de modo que o

aumento da frequéncia agora diminui a taxa de erro. Essa transicao de comportamento também
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ocorre em relagdo a f, visto que para f < 0,4 Hz, a BER € diretamente proporcional ao T},
enquanto que essa proporcionalidade se inverte para f > 0,7 Hz. A faixade 0,4 Hze 0,7 Hz
pode ser considerada uma zona de transi¢ao.

Além disso, pode-se observar ainda na Figura 5.5 que a taxa de erro média entre as
curvas aumentou ao adicionar os demais modelos de reagdes, devido a atuagdo do ruido g[k]
no sistema, a0 mesmo tempo em que se nota um comportamento semelhante entre as curvas das
combinacdes em que se considera as estruturas de transporte ionico. Tal andlise serd melhor

discutida na Sec¢ao 5.6.

5.4 — Analise da capacidade do canal

A capacidade do canal, por sua vez, pode ser avaliada a partir da Figura 5.6,
que esboca essa métrica para todos os canais analisados por este trabalho. Para o canal
composto apenas pela sinalizacdio de Ca*" (Figura 5.6 a)), é possivel observar que a
capacidade é majoritariamente decrescente com o aumento de f, apresentando uma mudancga de
comportamento para os valores de T, inferiores a 3 x 1072 s, visto que as curvas pertencentes
a este intervalo sdo diretamente proporcionais a frequéncia de S[k] quando esta é inferior a
0,4 Hz, aproximadamente, e mudam essa proporcionalidade acima desse valor de frequéncia.
Para T, =4 x 103 se T, =5 x 1073 s, a capacidade do canal é sempre decrescente, enquanto
que a curva de T, = 3 x 1073 s representa um estado de transi¢do.

O comportamento de diminui¢do da capacidade do canal com o aumento de f pode
ser explicado, pois para um canal livre de ruidos, onde a taxa de erro de bit € baixa, o
aumento da frequéncia do sinal de entrada, ainda que reduza a BER (Figura 5.5 a)), implica
na diminui¢ao da quantidade de bits O trafegados no sistema, diminuindo a taxa de transmissao
total e, consequentemente, a capacidade da comunicacao do sistema, visto que esta depende da
probabilidade de transmissdo de ambos os bits (Equacdo 4.23). O mesmo acontece para o tempo
de bit, de modo que a elevacdo dessa grandeza reduz o ntimero total de bits propagados, visto
que maior serd o C, necessdrio para a determina¢do de um dnico bit. Quando f estd abaixo
de 0,4 Hz, no entanto, a BER elevada faz com que o aumento de f tenha um efeito positivo
para a capacidade do canal para os menores valores de T}, jd que estes tornam o sistema mais

susceptivel a permutagdo entre O e 1.
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Figura 5.6 — Capacidade do canal por T}, para cada combinacio dos modelos de reagdes. a) Apenas c;
fechada. b) cq, ¢, e c5 fechadas. ¢) ¢y, c3, ¢4 € c5 fechadas. d) Todas as chaves fechadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O mesmo raciocinio pode ser utilizado para analisar o comportamento da capacidade
do canal composto pelos demais modelos de reacdes. Ao observar as Figuras 5.6 b), ¢) e d), é
possivel perceber que a adi¢do das estruturas de transporte ao sistema provocou uma mudanga
na proporcionalidade entre a capacidade do canal e a frequéncia de entrada, fazendo com que
sejam diretamente proporcionais para o intervalo de f analisado em quase todas as curvas de
T,. Esse resultado se justifica realizando uma mudancga na perspectiva da anélise, de modo que
em um cendrio com a influéncia de ruido, onde a taxa de erro de bit € significativa, o aumento da
frequéncia eleva a capacidade do canal pela diminui¢do da BER, superando o efeito discutido
no pardgrafo anterior.

E importante salientar que, ainda que a capacidade do canal cresca, os valores da mesma,
em média, ndo superaram os resultados retornados pelo canal da sinaliza¢do de Ca**, visto que
os numeros dos novos modelos ndo ultrapassam 1 bps em todos os casos analisados, atingindo
cerca de 0,7 bps para as configuracdes das Figuras 5.6 b) e d). Além disso, a inversdo no
comportamento para T, =4 x 102 se T, =5 x 107 s a partir de 0, 7 Hz, aproximadamente,
sugere que a partir de uma dada combinacdo entre T, e f, o efeito discutido para o canal

composto puramente pela sinalizacio de Ca®" se torna o fator determinante para inverter
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a proporcionalidade entre f e a capacidade do canal, correspondendo também ao intervalo

apontado na Secdo 5.2 em que o sinal e o ruido passam a crescer na mesma propor¢ao.

5.5 — Analise do ganho de comunicacao

Quanto ao ganho de comunicagdo, cujos resultados estdo exibidos na Figura 5.7, o
comportamento das curvas mostra-se semelhante para todas as composi¢des do canal, refletindo
uma exponencial decrescente a medida em que a distancia (r), em células, entre o Tx e 0 Rx
aumenta. Figura 5.7 a) mostra o ganho de [Ca?"]., de acordo com a Equacdo 4.16, para o canal
composto apenas pela sinalizacdo de Ca®*. Observa-se que o ganho diminui exponencialmente

para r < 3 células, se tornando constante a partir desse valor.

Figura 5.7 — Ganho de comunicac¢do por f para cada combinagdo dos modelos de reagdes. a) Apenas c;
fechada. b) cq, ¢, e c5 fechadas. ¢) ¢y, c3, ¢4 € c5 fechadas. d) Todas as chaves fechadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A queda de aproximadamente 150% para os maiores valores de frequéncia reflete que
ao aumentar a distancia do receptor, aumenta-se também a dificuldade para as moléculas de
Ca?* alcangarem o destino desejado, ou seja, o sinal X[k] é atenuado. A partir de r = 3 células,
no entanto, o sistema entra em um tipo de zona de saturagao, discutida na Secao 5.1, de modo
que a atenuacdo de X[ k] atingiu um valor tal que ndo sofre mais o efeito do aumento de r. Essa

zona de saturacdo também pode ser percebida analisando o ganho em relagdo a f, visto que a
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queda de aproximadamente 2,5 dB, em média, € interrompida a partir de f = 0,6 Hz, quando
as curvas podem ser consideradas estatisticamente iguais.

Como explicado nas secdes anteriores, o aumento de f eleva a propagacdo de Ca" para
um mesmo periodo de tempo, permitindo que mais informacéo de X[k] seja transmitida para o
Rx, até que para um dado valor de f, a influéncia sobre o ganho de comunicacao diminui, pois
o [Ca®**]; no Tx eleva-se de tal forma que o aumento de concentracdo no Rx ¢é insignificante,
percentualmente.

Com a adi¢do das estruturas de transporte 16nico, cujos resultados estdo expostos nas
Figuras 5.7 b), ¢) e d), o comportamento exponencial do ganho se expressa novamente, embora
a queda percentual tenha diminuido para cerca de 60% nas maiores frequéncias, apresentando
curvas mais achatadas para f = 0,1 Hz. Além disso, ambas as zonas de saturacdo também
podem ser percebidas, bem como a ordem das curvas de acordo com seus valores de frequéncia.
No entanto, nota-se que o valor médio do ganho aumentou em relagdo ao resultado da primeira
composi¢do do canal, chegando a um valor maximo de —6 dB, aproximadamente.

Esse resultado indica que a adi¢do das estruturas contribuiu para o aumento de [Ca®*];
no Rx, mas nao necessariamente reflete maior detec¢do do sinal, visto que muitas moléculas sdo
oriundas do meio extracelular e, portanto, também sao resultado da interferéncia do ruido g[k],
que corrobora também com a caracteristica mais cadtica das curvas, uma vez que a variabilidade
do sistema aumentou. A comparag¢do geral entre as combinagdes do canal serd melhor discutida
na Secdo 5.6, a fim de evidenciar a diferenga do sistema composto puramente pela sinalizacio

de Ca?* para a composicdo com os demais modelos de reagdes.

5.6 — Comparacao entre composicoes dos canais

Finalmente, a Figura 5.8 mostra a comparacdo dos resultados entre as composi¢des do
canal para cada métrica de avaliacdo. A Figura 5.8 a) mostra a BER para T, = 5x10 3 s e
evidencia que a adicdo dos demais modelos de reacdes a um canal puramente composto pela
sinalizacao de Ca’* aumenta significativamente a taxa de erro, elevando o valor maximo desta,
de aproximadamente 0, 05 para aproximadamente 0, 35, embora o comportamento exponencial
se mantenha e garanta a aproximacao dos valores das curvas a partir de 0,7 Hz, alcan¢ando

aproximadamente O.
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Figura 5.8 — Comparacéo dos resultados por composi¢io do canal para cada métrica de avaliacdo. a) Taxa
de Erro de Bit para T, = 5x102 s. b) Capacidade do canal para T, = 5x1072 s. ¢) Ganho de comunicacio
f =1 Hz. d) Relagio Sinal-Ruido para T, = 5x107° s.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O comportamento da BER para os canais que incluem as estruturas de transporte €
semelhante, bem como os valores atingidos, diferenciando-se ligeiramente a taxa de erro do
canal composto por todos os modelos de reacdes, que apresenta o valor maximo de O, 3,
enquanto a configuracdo de c;, ¢, € c3 fechadas atingem 0, 4, aproximadamente. Desse modo,
considerando a variabilidade do sistema de comunicagdo desenvolvido, a BER retornada pelos
canais que incluem as estruturas podem ser consideradas estatisticamente iguais.

Quanto a capacidade do canal, representada na Figura 5.8 b) para T, = 5x1073 s,
a alteracdo da composicdo do canal permitiu analisar essa métrica a partir de uma nova
perspectiva. Conforme descrito na Secdo 5.4, em um cendrio mais ruidoso provocado pela
adicao das estruturas, onde a BER ¢ alta, a capacidade da comunicagdo passa a ser crescente,
de modo que € inferior para f < 0,4 Hz e supera a configuracdo com apenas c; fechada a
partir desse valor de frequéncia. Ainda assim, o canal composto unicamente pela sinalizagdo de
Ca?* retornou a maior capacidade do canal, com cerca de 1, 2 bps, enquanto que a configuracdo
do canal com ¢;, c5, ¢, € c5 fechadas (exceto a sinalizacdo de Na*) apresentou 0,9 bps como
seu valor mdximo, aproximadamente, distinguindo-se das demais composi¢cdes do canal que

incluem as estruturas.
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A Figura 5.8 ¢) esbog¢a a comparagdo dos canais para o ganho de comunica¢do em
f = 1 Hz, que revela um aumento considerdvel dessa métrica de avaliagdo com a adicdo
das estruturas de transporte. No entanto, visto que o ganho é calculado considerando a
concentracdo final média de Ca*" intracelular tanto no Tx como no Rx (Equacdo4.16), os
valores de [Ca®']; no Rx também representam a contribuicdo vinda das trocas com o meio
extracelular, aumentando o valor da métrica, mas ndo implicando em uma maior detec¢dao do
sinal propriamente dito pelo Rx para essas composi¢des dos canais. De qualquer modo, esse
resultado revela a influéncia significativa da alteragao do canal no sistema de comunicagdo
como um todo, visto que a adi¢do das estruturas de transporte representou um aumento médio
de aproximadamente 30% dos niveis de [Ca®*]; do Rx. Além disso, é importante destacar que
a adicdo da sinaliza¢do de Na* a composi¢do do canal permitiu elevar o ganho em cerca de
14,30%, em média.

Por fim, a SNR, representada na Figura 5.8 d) para T, = 5x107° s, ¢ fundamental para
investigar a influéncia da adicao das estruturas no sistema, visto que ela relaciona o sinal com
o ruido produzido pelas mesmas. E possivel observar que o canal composto pelas estruturas
de transporte sem a sinalizagdo de Na™ aumentou a influéncia do ruido em cerca de 300%, em
média, em relacdo a configuracdo de chaves que inclui 0 NCX juntamente com as sinalizacdes
(ci, ¢y € cg fechadas). Considerando todos os modelos de reacdes, no entanto, houve uma
reducdo média na SNR de 100%, aproximadamente, evidenciando que a sinalizacdo de Na*
provocou uma diminui¢ao da influéncia de g[k] em X[k] em rela¢do a configuragdo de c4, cs,
¢, € cs fechadas. Desse modo, a adig¢@o das estruturas por si s6 provocou a maior interferéncia

do ruido extracelular no sinal.
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Conclusoes

A real necessidade de conhecimento sobre os mecanismos biolégicos naturais existentes
no cérebro humano, a fim de prover a base de solugdes eficazes para o tratamento de
doencas como o Alzheimer, por exemplo, demanda o aumento do desenvolvimento de sistemas
computacionais que descrevem a propagacdo de moléculas através dos tecidos nervosos. Tais
sistemas favorecem o estudo de aplicagdes bioinspiradas e de arquiteturas de nanorredes
moleculares presentes na natureza. Diante disso, este trabalho propds o desenvolvimento de um
sistema de comunica¢do molecular em um tecido de astrécitos que se baseasse na propagacao
de Ca%*, Na' e K" através de estruturas biolégicas responsdveis por regular os niveis de
concentracao idnica nesse tecido, a fim de avaliar a influéncia dessas estruturas na transmissao
do Ca?", como molécula de referéncia do sistema.

A adicdo das estruturas permitiu que a taxa de erro de bit elevasse seu valor mdximo
em relagio ao sistema de comunicacio baseado puramente em sinalizacdo de Ca?* de cerca de
0, 05 para cerca de 0,35, mantendo, porém, o comportamento de queda exponencial ao longo
da faixa de frequéncia analisada em pelo menos 4 de 10 valores de tempo de bit escolhidos.
Além disso, a consideragdo das reacdes do NCX, da NKP e da CP proporcionaram também
uma nova perspectiva para a andlise da capacidade do canal de comunicagdo, evidenciando a
diferenga entre um cendrio ruidoso e um cendrio sem a interferéncia de moléculas externas ao
citosol.

O ganho de comunicacdo, por sua vez, assim como a relacao sinal-ruido, possibilitou o
destaque da influéncia do ruido no sinal de Ca®*, visto que a primeira métrica, por exemplo,
aumentou cerca de 30%, em média, devido ao fluxo de moléculas oriundo das trocas com o meio
extracelular. A SNR também revelou a diferenca entre a atuacdo das estruturas de transporte, de
acordo com as composicdes de canal escolhidas. Embora as combinagdes de estruturas tenham
apresentado, de modo geral, um comportamento semelhante entre si para todas as métricas de

avaliacdo em termos de morfologia das curvas e das amplitudes alcangadas, a SNR foi minima
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no cendrio em que a sinalizacdo de Na™ ndo estava presente, revelando que a presenca das
estruturas i0nicas foi suficiente para elevar a interferéncia do ruido ao seu maximo valor na
configuracdo do sistema analisada.

A sinaliza¢do de Na™ representou um meio para a estabelecer o fluxo intracelular de
sodio entre as células, a fim de viabilizar e estimular as trocas moleculares com o0 meio
extracelular em todo o tecido, através da bomba de sodio e potdssio e do canal trocador de
sodio e cdlcio, categorizando-se como um mecanismo secundario de influéncia no sinal.

Desse modo, os resultados expostos e discutidos revelaram o impacto da adi¢do das
estruturas de transporte idnico no modelo computacional de um sistema de comunicagdo
molecular, evidenciando a necessidade de levar em consideracdo diferentes modelos de reacdes
que viabilizam as interagdes com outras moléculas além do célcio, a fim de agregar maior
robustez a simulagdo em relacdo aos sistemas bioldgicos reais, visto que a implementagdo de
tais modelos implica em significativas mudancas numéricas e analiticas, atendendo ao objetivo

geral proposto por este trabalho.

6.1 — Trabalhos Futuros

A andlise realizada por esta dissertacdo de mestrado fomenta o desenvolvimento de
trabalhos futuros que investiguem, por exemplo, a utilizagdo de um limiar de concentragdo
(o,) varidvel, que realize o ajuste automdtico proporcionalmente ao aumento do fluxo de célcio
decorrente da adic¢do das estruturas ou, ainda, do aumento da frequéncia do sinal de estimulo,
a fim de adequar a modulagdo e a demodulacdo para diferentes cendrios, o que implicaria em
uma mudanca no sinal transmitido e consequentemente, nas métricas de avaliacao.

Além disso, pode-se investigar a utilizacdo de diversas células transmissoras e
receptoras, desenvolvendo um sistema de multiplas entradas e multiplas saidas (MIMO), no
qual diferentes topologias de propaga¢do poderiam ser estudadas, alterando a posicdo relativa
entre os Tx e os Rx no tecido tridimensional, explorando, por exemplo, as topologias circular
(receptores ao redor dos transmissores), cruz (disposi¢ao dos receptores em formato de cruz no
tecido 3D) e linha reta (receptores enfileirados no mesmo plano dos transmissores). Para esse
trabalho futuro, os conceitos de interferéncia co-canal e interferéncia intersimbdlica deverem

ser levados em consideragao.
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Outro trabalho possivel decorre da investigagdo mais aprofundada das reacdes que
envolvem a molécula de potdssio, desde a implementacdo de outras estruturas de transporte
que se baseiam nesta molécula até a inclusdo da complexidade biolégica e das metodologias
matematicas referentes a variacdo dos niveis de ATP no tecido de astrdcitos. O potéssio estd
presente nos processos mais fundamentais do corpo humano e corresponde a uma das principais
moléculas responsdveis pela regulacdo da homeostase celular (Castillo et al., 2015).

Finalmente, também ¢ relevante realizar uma andlise do sistema de comunicacio
molecular como um circuito RLC (resistivo, indutivo e capacitivo), substituindo o algoritmo
estocdstico de Gillespie (Gillespie, 1977) por uma metodologia disseminada na area da
engenharia elétrica, considerando os conceitos da tensdo elétrica, ou diferenca de potencial,
como a diferenca da concentra¢do molecular entre dois meios e a corrente elétrica como o fluxo

ordenado de moléculas de calcio.
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