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Resumo

Atividades neuronais associadas a epilepsia e a depressao
alastrante sdo responsaveis por grandes movimentagdes
idnicas no meio extracelular de tecidos neuronais, modifi-
cando a distribuigao i6nica extracelular e aumentando a
complexidade do sistema. Os modelos matematicos deste
fendmeno usualmente baseiam-se em circuitos elétricos
analogos e, por ndo considerarem os efeitos da eletrodi-
fusdo, podem ser questionados. Este trabalho propde um
modelo de eletrodifusdo no qual a variagdo espago-tem-
poral das concentragdes idnicas de K*, Na*, Cl- e Ca** no
meio extracelular é considerada durante a despolarizagdo
de células neuronais. Neste, as dindmicas ibnicas
extracelulares sio mutuamente acopladas pelo campo elé-
trico e pelos gradientes de concentracdo e moduladas pe-
los processos em nivel sindptico; acoplamento este, geral-
mente, negligenciado. Um modelo eletroquimico para ca-
madas de corpos celulares é também proposto. Experi-
mentos realizados em cértex e em solugdo salina, onde
destacaram-se as dindmicas de K* e do potencial
extracelular em resposta a injecdes por eletroforese, foram
simulados visando a validagdo do modelo. Os efeitos da
eletrodifusdo extracelular, precipitando a deflagragido de
potenciais de agdo e contribuindo para a geragdo do poten-
cial negativo extracelular, comprovam a importancia des-
ses mecanismos sobre a excitabilidade neuronal.
Palavras-chave: Dindmica I6nica, Eletrodifusao, Eletro-
forese, Meio Extracelular.

Abstract

Neuronal activities associated to epilepsy and spreading depression
are responsible for great ionic movements in the extracellular
space of neuronal tissues altering the extracellular ionic distribution
and increasing the system complexity. Mathematical modeling
of this phenomenon are usually based on electric circuits. This
approach does not consider electrodiffusion and its use can be
questioned. This work proposes an electrodiffusion model where
the space-temporal variations of K*, Na*, CI- and Ca** in the
extracellular space are considered during the depolarization of
neurons. The ionic dynamics mutually coupled by the electric
field and the concentration gradients are modulated by processes
at the synaptic level. This coupling is generally neglected. An
electrochemical model of cellular body layers associated to the
electrodiffusion was developed. Experiments carried out in cortex
and in saline solution, where the K* and the extracellular potential
dynamics in response to electrophoretic injections were emphasized,
were simulated aiming at the model validation. The effects of the
extracellular electrodiffusion, precipitating the elicitation of action
potentials and contributing to the generation of the negative
extracellular potential, confirm the importance of these
mechanisms on the neuronal excitability.

Keywords: Electrodiffusion, Electrophoreses, Extracellular
Medium, Ionic Dynamics.
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Extended Abstract

Introduction

Neuronal activities associated to the epilepsy and spreading
depression is responsible for great ionic movements in the
extracellular space of neuronal tissues. A change in the
extracellular ionic distribution influences the dynamics of
the whole system, hence increases its complexity. The
representation of neuronal systems is usually made with
analogies to electric circuits, which negates fundamental
mechanisms, such as the diffusion and the effect of the
electric field (Vigmond et al., 1997). The ionic movement
should consider the coupling of concentration and potential
gradient. This work aims to describe an electrodiffusion
model that represents the space-temporal variations of the
ionic concentrations in the extracellular space, whose

dynamics are mutually coupled.

Material and Methods

The extracellular space was represented by a matrix of
compartments. The diffusion mechanisms and the effects of
the electric field were implemented using difference equa-
tions (Almeida et al., 1998). For the diffusion, the changes
in the concentration in one compartment is equal to the
sum of the neighboring compartments contributions due
to the existence of a concentration gradient (equation 1).
The effect of the electric field on the concentration is given
by the sum of the inward and outward ionic current densi-
ties (equation 4). Based on these, the model of the
electrodiffusion (equation 6) and the potential distribution
(equation 8) were established.

Each extracellular compartment was coupled through a
semi-permeable membrane to an intracellular one. The trans-
membrane potential was determined by means of a generali-
zation of the Goldman-Hodgkin-Katz equation (equation 9) that
predicts the influence of bivalent ions (Teixeira et al., 2000).
Through the electrodiffusion model for neuronal tissues,
simulations with K* electrophoretic injections were made in

saline solution and in cortical media.

Results and Discussions

Comparing simulation results with experimental data
brings to some important aspects about the proposed model.
In the simulation considering the free medium the potential
curve in response to the electrophoretic injection (Figure 5b)
depicts a quite similar result to the experimental measure
(Figure 5a). For the cortical medium, the K* curve obtained
from simulation (Figure 6b) shows a very closed morphology
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compared to the experimental result (Figure 6a) of Lux
and Neher (1973). Considering the ionic movements
mutually coupled by the electric field, the dynamics of the
other ions (Figure 7) and the extracellular potential (Figu-
re 8) in response to the stimulus can also be predicted.

In the phase diagrams of the ionic concentration and
the extracellular potential (Figure 9) it is noted that the
dynamics of the injected ion (K*) precedes the behavior of
the other ions, indicating that the movement of K* is
responsible for the negativity in the extracellular potential
and the ionic displacements. If just the diffusion
mechanisms are considered, a higher level of the steady
state is reached for the simulation of the K* dynamic (Fi-
gure 10) in comparison to the experimental result of
Figure 6a. However, the experimental behavior of the K*
extracellular concentration in response to the electrophoretic
injection does not substantially differ from the simulations
at different levels of injection. Thus the model seems to be
capable to describe the steady-state of K+ concentration
(Figure 11).

The effect of the electrodiffusion on excitability was
assessed by comparing simulations considering just the
diffusion mechanisms to those in which the electric field
was considered. In the first, as a response to an
electrophoretic injection, just the injected ion (K*) mo-
ves (Figure 12a), while in the second, the movement of
K* causes the movement of the other ions (Figure 12b-
d). The later is due to the coupling effect of the electric
field which also implies the negative extracellular shift
potential (Figure 12e) and the precipitation of action
potentials (Figure 12f). Thus the effect of the electric
field over the ionic movement results in an increasing of
the excitability.

Conclusion

The K* injection is responsible for the ionic gradients along
the extracellular medium which generate an electric field,
which would then result in a negativity of the extracellular
potential. This follows the hypothesis that the negative slow
potential can be explained based on the interpretation of
Nernst potentials that settle down along the extracellular
medium. The coupling between ions is fundamental for
simulating the experimental K* dynamics and also for
mimicking the other ion dynamics and the extracellular
potential. Moreover, the representation of the intracellular
medium of the neuronal mass in the simulated cortical tissue
through a purely electrochemical model, allows to predict
the effect of the electric field over the excitability.



Introducao

A modelagem realistica de sistemas neuronais é, em
geral, abordada a partir da representacdo dos meca-
nismos idnicos transmembranicos por meio de circui-
tos elétricos andlogos. No entanto, na simulagdo de
fendmenos que envolvem grandes fluxos i6nicos,
como a epilepsia e a depressdo alastrante (DA), esse
tipo de representacdo nao é adequada, pois mecanis-
mos fundamentais, como a difusdo e o efeito de
acoplamento i6nico intra e extracelulares através do
campo elétrico, sdo negligenciados (Almeida et al.,
1998, Vigmond et al., 1997).

Em um tecido neuronal, ao aumento local da con-
centragdo de um determinado ion corresponde um
gradiente de concentracdo que, por sua vez, resulta
em difusdo. Os gradientes de potencial produzidos
irdo movimentar outros ions presentes, os quais, num
processo mutuamente acoplado, influenciardo na di-
namica do primeiro ion.

A movimentagdo idnica inclui um duplo acopla-
mento, envolvendo os gradientes de concentragao e
o gradiente de potencial, devendo, dessa forma, ser
descrita por mecanismos de eletrodifusao. A difusédo
tem sido sugerida como um dos principais mecanis-
mos na eliminacdo do excesso de ions do meio
extracelular (Lux e Neher, 1973) que é um importante
canal de comunicagdo entre células (Nicholson, 1979).
Por outro lado, de acordo com Dudek et al (1986), o
campo elétrico parece ser um importante processo de
acoplamento de massas neuronais, durante ativida-
des de grande excitagdo, como é o caso da epilepsia e
da depressdo alastrante.

Este trabalho tem como objetivo a representacdo
da eletrodifusdo idnica no meio extracelular de teci-
dos neuronais, modelando a interagéo i6nica, desta-
cando-se a importancia do acoplamento pelo campo
elétrico nos processos em que ocorre despolarizagdo
de células neuronais. A consisténcia do modelo péde
ser verificada pela reprodugdo de observagoes expe-
rimentais realizadas em cértex, por Lux e Neher
(1973). O efeito da eletrodifusao sobre a excitabilidade
de um tecido neuronal péde ser verificado compa-
rando-se simulagdes de potenciais transmembranicos,
considerando-se, oundo, o acoplamento entre os ions.

Modelo para Eletrodifusdo em Tecidos
Neuronais

O espago extracelular foi representado tridimensional-
mente por uma matriz 11x11x11 cubos, ou comparti-
mentos justapostos, cuja arestas medem 31,6 mm. Para
efeito de simplificagdo, admitiu-se ser um meio
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isotrépico (Gardner-Medwin, 1983). Os ions conside-
rados foram sédio, potassio, cloreto e cdlcio. Para uma
determinada espécie idnica, o fluxo entre dois
compartimentos vizinhos depende das diferencgas de
concentragdo e de potencial, tendo direcdo da regido
de maior potencial eletroquimico para a de menor
(Almeida et al.,1996).

A partir de processos discretos no tempo e no es-
pago, representando de forma elementar os mecanis-
mos béasicos da difusdo e da eletrodifuséao, através de
operagdes de diferengas, deduziu-se as equagdes con-
tinuas fundamentais desses mecanismos (Almeida et
al., 1998). Equagdes de diferengas constituiram a base
das implementag¢des computacionais do modelo, sen-
do os efeitos de eletrodifusdo descritos por operagdes
entre os compartimentos. No caso da difuséo, a con-
centracdo no compartimento central no instante de
tempo atual, C(x,y,t+At), foi obtida por:

C(x,y,t+At) = C(x,y,t) =k [4 C(x,y,t) —C(x+1y,t) —
—C(x=1y,t) —C(x,y+1t) —C(x,y—11)] (1)

onde X, Y, sdo as coordenadas do compartimento, ¢ o
instante de tempo anterior e t+At, o instante de tempo
atual. No limite para Ax e At tendendo a zero, pode-se
deduzir a segunda lei de Fick:

=DM*C @

onde D =k .Ax* / At, sendo D, a constante de difusao
(cm?/s).

O efeito de difusdo idnica acarreta movimentacao
de cargas elétricas que, por sua vez, provocard uma
alteracdo na distribui¢do de potencial, V. A atividade
neuronal é uma fonte importante de movimentagdes
iénicas que resultam em campos elétricos que variam
espago-temporalmente. Esses campos podem alterar
significativamente a variagdo espago-temporal da
concentragdo idnica, produzindo fluxos idnicos que
podem ser mensurados como densidades de cor-
rentes idnicas. Uma equagdo empirica, atribuida a
Kohlrausch, foi utilizada para o cilculo da densidade
de corrente. O fundamento é que a densidade de
corrente idnica, J ,em uma solugdo idnica, submetida
a um campo elétrico,—[JV, serd diretamente
proporcional a concentragdo do ion, a mobilidade do
fon, u, a valéncia, z, do ion e a constante de Faraday,
F =96,487 C/mMol. A densidade de corrente devera
ter a mesma dire¢do, N, do campo elétrico. Dessa for-
ma, tem-se:
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J =-22[F WC(x,y,t) DV [ ®)

Utilizando-se, ainda, a compartimentalizagao (Fi-
gura 1), estimou-se o efeito do campo elétrico sobre a
concentragdo idnica do compartimento central, atra-
vés de:

jx+l jx—l
C(x, y,t +At) =C(x,y,t) + + +
z[F IAx  z[F [AX

J N
+
z[Fy z[F [y 4)

+1
+ y

A partir da densidade de corrente em cada
compartimento, calculou-se a proporgao de ions que
se desloca de um compartimento para seus vizinhos,
num dado intervalo de tempo. De (3) e (4), para o
caso bidimensional, tem-se:

Clx, y, t+41) =Cx y, 1) +
+zm%(x+l vit) Yx+1y.0) -\Z/(X, y,t) EME_

X
—%(x—l v Yy —V(>§—l y,0) (AL
o 6)
+Zm%(x’ g1 KYHLO VYD
oy 0
—Rixy-1Y*%D —V(>§ y-1t) A
0 Ly
Ajyﬂ
Pl

Figura 1. Diagrama esquematico das densidades de

correntes i6nicas que entram e deixam o compartimento

central em direcdo aos compartimentos vizinhos.

Figure 1. Schematic diagram of the inward and outward
88 density currents in the central compartment.
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Incorporando os efeitos do gradiente de concen-
tracdo (1) e do campo elétrico (5) e deduzindo-se a
equacdo no continuo tem-se a equagdo de eletro-

difuséo:
% _Dpcy 2D mremy+ 2ED omiv
o A RIT X RO (6)

onde A, tortuosidade do meio, é de 1,6 para tecidos
corticais (Nicholson, 1985), R é a constante universal
dos gases (8,314 mVC/KmMol) e T, o valor de tempe-
ratura em Kelvin (273 + 37 °C).

A equagédo (6) foi aplicada a cada fon, sendo o
potencial elétrico extracelular, V, a variavel comum, e
portanto o elemento acoplador das dindmicas i6nicas.
Logo, o problema fundamental consiste em como o
potencial elétrico é estabelecido pelo conjunto de ions
em cada compartimento. Na membrana celular, o
potencial transmembranico, de acordo com a equa-
¢ao de Goldman-Hodgkin-Katz, ou GHK (Hille, 1992),
fundamenta-se no equilibrio das correntes idnicas
transmembranicas, sendo esse equilibrio determinado
pela equagdo de Nernst (potencial de equilibrio i6nico,
estabelecido entre as faces de uma membrana com
permeabilidade seletiva a um tnico ion, sujeitas a
diferentes concentracdes dessa espécie i6nica). O
principio do equilibrio é atingir fluxo total zero através
damembrana, i.e, a soma das correntes idnicas através
da membrana, para o ion permedvel, deve ser nula. A
equacdo de GHK é uma extensdo da equacdo de
Nernst para membranas permeaveis a mais do que
uma espécie idnica e, portanto, o potencial de
equilibrio fica estabelecido quando o fluxo i6nico total
através da membrana € nulo.

O potencial extracelular foi calculado em fungao
do equilibrio de correntes i6nicas em cada ponto do
meio, i.e., o fluxo i6nico total em cada ponto do
extracelular deve ser nulo (Teixeira et al., 2000). Assim,
tem-se:

2, F D, DN+ 22 (e v
0 RO 0

—z, T, dK ]+ 2 e mvE-
oo R . %

7, Fm, Mier+ 2 E qorymvi
0 ROT O

2. F D, fi{ca ]+ oamvike
0 RO 0

A partir de (7), deduziu-se a expressdo para o cél-
culo do gradiente de potencial:



S z; [D; [IIC;
Gy o RO = 8)

F ¥ 2m

jZ:lJ i '€

a2y

onde o subscrito “j” se refere a espécie i6nica.

Tomando-se a equacéo (6), aplicada a cadaion, ea
equacdo (8) para o calculo do potencial extracelular,
tem-se entdo o modelo que descreve a dindmica idnica
extracelular no qual o acoplamento entre os ions
através do potencial extracelular é considerado. Um
diagrama simplificado do algoritmo da modelagem é
apresentado na Figura 2.

Modelo Eletroquimico para Camada de
Corpos Celulares

A cada compartimento do espago extracelular foi
acoplado um compartimento representando o meio
intra. Ambos foram conectados entre si por meio de
uma membrana semi-permeével contendo canais de
sodio, potéssio, cloreto e calcio (Figura 3). As movi-
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mentagdes idnicas entre os compartimentos do meio
extracelular foram descritas pelos mecanismos de
eletrodifusao.

O potencial transmembranico, Vm, foi determi-
nado através de uma generalizacdo da equacado de
GHK que inclui a influéncia de ions bivalentes (Teixeira
et al., 2000):

RO 1oy b-a+,/(a-b)’ +4{a+c){d +b) ©)
F 2[{a+c)

Vm=

onde:

a=P"™ [T +PX [TX +P° [T
b=P" [CM +PX [CX + P [T
c=4PA[C™

d =4P[Cc

PNa, PK, P e P sgo valores de permeabilidades
ionica que variam em fungdo do potencial transmem-

(Estimao] (D

©
T @ @

- @ = @ Campo
ac Z_» 0OV > Elétrico
v "> d

0%c @

Difusao

Figura 2. Diagrama simplificado do algoritmo para o calculo da eletrodifusdo no meio extracelular: (1) estimulo; (2)

concentragdo; (3) gradiente de concentracdo em funcdo das concentra¢des e da distancias entre os compartimentos;

(4) laplaciano de concentracdo obtido a partir do gradiente de concentracéo; (5) gradiente de potencial obtido a

partir dos gradientes de concentracdo; (6) distribuicdo de potencial e (7) laplaciano de potencial em funcdo do

gradiente de potencial; (8) difusdo; (9) efeito de campo elétrico; (10) eletrodifusédo e (11) atualizacdo das concentrag¢des

ionicas. Figure 2. Simplified diagram of the algorithm for the calculation of the electrodiffusion in the extracellular

space: (1) stimulus; (2) concentration; (3) concentration gradient as a function of concentrations and the distances

between compartments; (4) Concentration Laplacian obtained from the concentration gradient; (5) potential gradient

obtained from the concentration gradients; (6) potential distribution and (7) Potential Laplacian as a function of the
potential gradient; (8) diffusion; (9) effect of the electric field; (10) electrodiffusion and (11) update of the ionic

concentrations.
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Figura 3. Diagrama esquematico do modelo eletroqui-
mico para camada de corpos celulares imersos em uma
matriz extracelular. As setas representam os sentidos
dos fluxos idnicos no momento em que ocorre a
despolarizacdo da membrana. Figure 3. Schematic
diagram of the electrochemical model of cellular body
layers immerged in an extracellular matrix. The arrows
indicate the jonic flow directions at the moment of the

membrane depolarization.

branico, sendo o calculo destes andlogo ao descrito
por Hodgkin e Huxley (1952) para condutancia.
Conforme observa Hille (1992), a grandeza permeabi-
lidade representa melhor a abertura de canais do que
a condutancia, sendo portanto mais adequado em um
modelo eletroquimico. Assim, as permeabilidades
ionicas foram determinadas por:

PNa = ﬁNa |]n3 |]l
PK - ﬁK m4

PCI - ﬁcl

P = P [nt®

onde os valores maximos de permeabilidade foram
adotados como P™=120, PX=36, P“=0,3 e
P®=100 cm/s (baseado nos valores maximos de
condutancia obtidos por Hodking e Huxley, 1952). Os
valores dos fatores de ativagdo de canais (m, ml e n) e
os fatores de inativagao (ke h1) foram obtidos usando-
se a expressdo geral:

ax . ~
a:axml—X)—BxD( parax=m, ml,n,hehl (10)

sendo (0, a taxa de transferéncia idnica proporcional
de extra para intra e ,é .a taxa de transferéncia idnica
proporcional de intra para extra. Para o calculo dos
fatores de ativagdo, as curvas de d,e Bx foram ajusta-
das tomando-se:
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50 X
G = Y9x IZQ\/m+Vm) o

s

e

b=bre

enquanto que para os fatores de inativacdo de canais,
utilizou-se:
no
g b
a,=age ¢ ™ Eymw; E
B
Vy + l

e

sendo os parametros de ajuste sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de ajuste das curvas de @, e BX para
os fatores de ativacdo e_inativacdo. Table 1. Adjust
parameters of d,and B,curves for activation and
inactivation factors

x ay B Vo VOV
m 0,10 4,000 25 10 18
n 0,01 0,125 10 10 80
m1 0,10 4,000 25 5 9
h 0,07 1,000 - 20 10
h1 0,07 1,000 - 20 10

Um diagrama simplificado, esquematizando as
etapas do algoritmo do modelo para camadas de cor-
pos celulares, é apresentado na Figura 4. O algoritmo
consiste inicialmente em calcular os pardmetros e
ﬁ & entdo, determinar os fatores de ativagao (m, ml

Figura 4. Diagrama simplificado do algoritmo do mo-
delo para corpos celulares: (1) calculo das taxas de trans-
feréncia G?Xe ﬁx; (2) calculo dos fatores de ativacdo, m,
m, e n, e inativacdo, h e h;; (3) céalculo das permeabili-
dades de Na*, K* e Ca?; (4) potencial transmembranico
(equacdo 9). Figure 4. Simplified diagram of the
algorithm of the cellular bodies model: (1) calculation
of the transfer rates @,and ,éx; (2) calculation of the
activation factors, m, m, and n, and inactivation factors,
h and h,; (3) calculation of the permeability of Na*, K*
and Ca?; (4) transmembrane potential (equation 9).



e n) e inativagdo (h e hl) utilizados no calculo das
permeabilidades. A partir destas e das concentragdes
idnicas entre os meios intra e extra, pode-se calcular o
potencial transmembranico usando-se a equagdo de
GHK (9).

Materiais e Métodos

Pardmetros do modelo

O meio livre, no modelo, foi mimetizado como uma
solugéo salina com 150 mM de NaCl e 3 mM de KCl e
tortuosidade A = 1,0. A concentragdo idnica usada para
0 meio extracelular cortical foi 142 mM de Na*, 4 mM
deK*,103mM de Cl-e 1,2 mM de Ca?** e a tortuosidade
adotada foide A = 1,6.

Para concentrag¢do idnica no meio intracelular
adotou-se 18 mM de Na*, 140 mM de K*, 16 mM de
Cl e 6,37 x 10° mM de Ca*, as quais foram mantidas
fixas com vistas a se determinar a influéncia da
eletrodifusdo extracelular sobre os excitabilidade
neuronal.

Iontoforese

Para simular os experimentos realizados por Lux e
Neher (1973), que utilizaram a inje¢do de ions em
cortex através de eletroforese, a injegdo de corrente I,
foi representada diretamente pelo fluxo idnico ¢ apli-
cado ao compartimento central, no meio extracelular,
da rede de compartimentos, sendo:

B I
© z; F{Ax Dy (A7)

Pj (11)

onde Ax, Ay e Az sdo as dimensdes do compartimento,
z, a valéncia do fon j, F, a constante de Faraday e
At =1x10* s.

Injec¢ao de Corrente por Eletroforese em Meio Livre
Para a validagdo do modelo, foram realizadas, experi-
mentalmente, inje¢des de corrente de K* por
eletroforese, em um meio livre composto por uma
solugéo salina com 150 mM de NaCl e 3 mM de KCIL.
Um cuba de vidro, medindo 2,0 x 2,5 x 1,0 cm, foi pre-
enchida com a solugéo salina e a inje¢do de K* foi feita
a partir da aplicagdo de um potencial positivo, com
duragdo de 5 s, através de um microeletrodo de vidro
(didmetro da ponta: 1,5 mm) preenchido com solugéo
KCl a 3,0 M. O potencial resultante da movimentagao
de K* no meio livre foi medido com um microeletrodo
idéntico ao da inje¢do, sendo um eletrodo Ag-AgCl
utilizado como referéncia. Através de um micromani-
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pulador, a distancia entre os microeletrodos foi
mantida em torno de 40 mm.

Recursos Computacionais

Os modelos foram implementados em linguagem
Fortran 90 (compilador FORTRAN 90 Compiler 1.2 —
SUN Microsystems) e as simulagdes realizadas em es-
tagdo SUN Ultra 10, com processador UltraSparc-IIi,
300 MHz, e 512 MB de memoéria RAM. Para exibicao
grafica, o programa MATLAB 5.3 foi utilizado.

Resultados e Discussao

Dinamicas de Concentracio e de Potencial no Espaco
Extracelular

Utilizando-se o modelo para eletrodifusdo em tecidos
neuronais, simula¢des com inje¢des de corrente por
eletroforese de K*, variando de 40 a 320 nA, foram
realizadas para solucgdo salina e para meio cortical,
tendo como ponto de inje¢do o compartimento central
da rede. Os resultados das simulag¢des referem-se as
concentra¢des no compartimento vizinho ao de
injecdo, visando aproximar a reprodugado dos
experimentos de Lux e Neher (1973), que mediram a
uma distancia de 40 mm do ponto de injecao.

Para o meio livre, a curva de potencial simulada
(Figura 5b) apresenta comportamento bastante simi-
lar a medida experimental do potencial elétrico asso-
ciado a injegdo de K* em solucdo de nutriente para
retina de ave (Figura 5a).

Consideragdo analoga pode ser feita quando da
comparacdo do resultado da simulac¢do para o meio
cortical. Na Figura 6a é mostrada a medida de K* rea-
lizada por Lux e Neher (1973), a partir da aplicacdo de
uma corrente de 80 nA, por eletroforese de K*, du-
rante 50 s, em cortex de gato. Segundo estes autores
ap6s 20 s de injegdo ha um aparente regime perma-
nente da concentragdo deste ion, e quando a corrente
cessa, a taxa de decaimento da concentragao de K* em
direcdo aos niveis iniciais é aproximadamente uma
imagem especular da fase de aumento da concen-
tragdo, tanto em meio livre quanto em meio cortical.
Este comportamento praticamente nédo se difere do
resultado da simulagdo (Figura 6b).

Utilizando-se o modelo de eletrodifusado proposto,
as dindmicas das concentra¢des dos demais ions asso-
ciadas as inje¢des de K* por eletroforese podem ser
previstas (Figura 7). Similarmente a simulagdo do
meio livre, é possivel prever a dindmica de potencial
no meio extracelular de cértex (Figura 8). Como a
inje¢do de K* extracelular associa-se um campo elétrico
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Figura 5. Resposta do potencial a injecdo de K* por
eletroforese (320 nA) em solucdo nutriente para retina
de ave: (a) experimental, (b) simulacdo. Figure 5.
Potential response to the electrophoretic injection of
K* (320 nA) in a nutritious solution for chicken retina:
(a) experimental, (b) simulation.

(a)

(b)

(K*To (mM)
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Figura 6. Dindmica de K* no meio extracelular de cértex

em resposta a injecdo de 80 nA durante 50s.

(a) experimental, (b) simulacdo. Figure 6. Dynamics of

K* in the cortical extracellular space in response to an

injection of 80 nA during 50 sec. (a) experimental,
92 (b) simulation.
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Figura 7. Dinamica de concentracdo no compartimento
central do meio extracelular de cértex em resposta a
injecdo por eletroforese de K* durante 50 s. (a) 80; (b)160;
(c) 320 nA. Figure 7. Concentration dynamics in the
central compartment of the cortical extracellular space
in response to K+ electrophoretic injection during 50 sec.
(a) 80; (b)160; (c) 320 nA.
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Figura 8. Dinamica de potencial no meio extracelular
de cértex em resposta a uma injecdo durante 50 s.
(a) 80; (b)160; (c) 320 nA. Figure 8. Potential dynamics
in the cortical extracellular space in response to an
injection during 50 sec. (a) 80; (b)160; (c) 320 nA.

(variagdo na distribui¢do de potencial extracelular, Fi-
guras 5 e 8) e a atuagdo deste campo pode acarretar a
movimentacdo dos demais ions, a dindmica de cada
ion em relagdo ao potencial extracelular foi investigada
através de diagramas de fase (Figura 9).

Tais diagramas de fase constituem um retrato da
estrutura do sistema, permitindo verificar como as
dinamicas i6nicas e do potencial estdo relacionadas ao
estimulo. Tomando-se o sentido da érbita 0 mesmo
da injecdo em meio livre, na Figura 9 observa-se que
o cation injetado (K*) tem uma dinadmica que antecede
o comportamento dos demais ions, relativamente ao
potencial extracelular. Além disso, nota-se que os
cations apresentam orbitas com sentido anti-horario
quando se injeta K*. O oposto ocorre para os anions
em resposta ao estimulo, e.g. para o CI".

Esta constatagdo, ndo evidencidvel em graficos de
concentragdes e potencial extracelular em fungao do
tempo, conduz a apontar a inje¢do de K* como a
responsavel pela negatividade extracelular e pelos
deslocamentos i6nicos. Consideragdo similar pode ser
feita sobre a dindmica i6nica em meio livre.

Quando apenas os mecanismos de difusdo sdao
considerados (equagdo 1), a simulacdo da dindmica
do K* (Figura 10) difere daquela registrada experimen-
talmente (Figura 6). A auséncia do acoplamento iénico,
proporcionado pelos mecanismos da eletrodifuséo,
resulta, como mostrado na Figura 10, em uma dina-
mica de K* além dos niveis determinados por Lux e
Neher (1973). Uma possivel interpretacdo deste re-
sultado seria que no modelo de eletrodifusdo o cam-
po elétrico criado pela injegdo de K*, ao estabelecer
um gradiente idnico, atuaria como uma retroalimen-
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Figura 9. Diagrama de fase entre o potencial e a
concentracdo, no meio extracelular de cértex, referente
ao compartimento vizinho ao de injecdo por eletro-
forese de K* durante 50s. (a) 80; (b)160; (c) 320 nA.
Figure 9. Phase diagram between potential and
concentration in the cortical extracellular space,
regarding the neighboring compartment to the K*
electrophoretic injections injection during 50 sec. (a)
80; (b)160; (c) 320 nA.
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Figura 10. Simulacdo da dinamica de K* no meio extra-
celular de cértex, em resposta a um injecdo de K*
(80 nA), considerando-se apenas os mecanismos de di-
fusdo. Figure 10. Simulation of the K* dynamic in the
cortical extracellular space, in response to an elec-
trophoretic injection of K* (80 nA), considering just the
diffusion mechanism.

tacdo negativa sobre a dindmica desse ion, estabe-
lecendo, assim, um nivel inferior de aparente regime
permanente de concentragao de K*.

Resultados experimentais da concentragao de K*
extracelular em resposta a eletroforese de K* compa-
rados aos obtidos por simulacdo, tanto para o cértex
quanto para o meio livre, nio se diferem substancial-
mente, em particular no cértex para injegdes de cor-
rente inferiores a 160 nA (Figura 11). Tais achados su-
gerem ser o modelo capaz de descrever os aparentes
regimes permanentes de concentragdo de K*, para di-
ferentes niveis de corrente constantes de inje¢do desse
fon no cortex cerebral e em meio livre.

AlK'Je (mM)

Efeitos da Eletrodifusdo sobre a Excitabilidade de
Camadas de Corpos Celulares

Sabendo que a liberagdo de K* para o meio extracelular
pode provocar a despolariza¢do de células (Somjen,
1974), o efeito do acoplamento idnico, através do cam-
po elétrico, sobre a excitabilidade de massas neuronais,
foi investigado usando-se o modelo eletroquimico
para camadas de corpos celulares. Para tal, mimetizou-
se uma injecdo de corrente de 120 nA de K* por
eletroforese (equagdo 11) no compartimento central
do meio extracelular, obtendo-se, entdo, os potenciais
intra e extracelulares simulados, associados a cada
compartimento.

A Figura 12 mostra as dinamicas temporais das
concentragdes idnicas e dos potenciais extracelular e
transmembranico no compartimento central para a
modelagem com acoplamento iénico, ou seja, consi-
derando-se os mecanismos de eletrodifusido (equa-
¢Oes 6 e 8), e decorrentes do efeito exclusivo da difu-
sdo (equacao 1). Como esperado, ao contrdrio do que
ocorre no sistema real, quando os efeitos de
eletrodifusdo ndo sdo considerados, apenas o ion in-
jetado, K*, se movimenta (Figura 12a). Para os de-
mais ions, a movimentagdo ocorre somente na pre-
senca do campo elétrico (Figura 12b-d); durante a in-
jecdo de K*, as concentragdes de Na* e Ca* e de K*
aumentam no compartimento de inje¢do enquanto
que concentracao de Cl- decai rapidamente, com vis-
tas a manter o meio em equilibrio. Quando a injegao
cessa (t = 4s), o sistema tende a retornar para os valo-

res iniciais de concentragao.

Cortex

3 mM de KCI
150 mM de NaCl

I (nA)

350

Figura 11. Concentracdo de K* extracelular em resposta a injecdo por eletroforese de K*. Os simbolos, (¢) solu¢do

salina e (o) cortex, referem-se aos dados experimentais e as linhas sélidas as simulagdes. A[K*]_ refere-se a variagdo da

concentracdo de K* em relacdo a concentra¢cdo normal (4 mM para o meio extracelular cortical e 3 mM para meio

livre). Figure 11. Extracellular K* concentration in response to K* electrophoretic injection. The symbols, (¢) saline

solution and (o) cortex, are related to the experimental data and the solid lines to simulation data. A[K*] refers to the

variation of the concentration of K* in relation to the normal concentration in absence of stimulus (4 mM for the

cortical extracellular space and 3 mM for free medium).
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Figura 12. Dinamica das concentra¢des i0Onicas (a — d), do potencial extracelular (e) e do potencial transmembranico

(f), em resposta a injecdo de K* por eletroforese (120 nA durante 2 s) em meio cortical com acoplamento entre os ions

através do campo elétrico (OJ) e sem acoplamento (——). Figure 12. Dynamic of ionic concentrations (a - d), of the

extracellular potential (e) and of the transmembrane potential (f) in response to an electrophoretic injection of K*
(120 nA during 2 sec) in the cortex, considering the ionic coupling effect of the electric field (O) and the effect of

diffusion only (—-).

O acoplamento i6nico favorece o surgimento do
shift negativo de potencial extracelular (Figura 12e),
aspecto este ndo notado quando da modelagem ex-
clusiva dos mecanismos de difusdo. Na Figura 12f,
considerando-se o efeito do campo elétrico, observa-
se que o primeiro potencial de acdo (PA) ocorre em
t=2,5s, enquanto que ao se considerar somente a
difusdo, PA dispara 0,2 s depois. Portanto, a agao do
campo elétrico sobre a movimentagdo idnica resulta
em aumento da excitabilidade do sistema. Tais acha-
dos sugerem que em sistemas que envolvam grande
sincronizagdo de despolariza¢des neuronais, como na
epilepsia e na DA, o acoplamento mituo promovido
pelo campo elétrico deve ser mais um fator a influen-
ciar os processos responséaveis pela auto-organizagao
que deflagra tais fendmenos.

O modelo de eletrodifusdo proposto para o meio
extracelular (equagdes 6 e 8), ao permitir a previsédo
do comportamento simultdneo de concentragdes
ibnicas e de potenciais extracelulares e transmembra-
nicos (quando da injegdo de K*), constitui-se numa
nova ferramenta para o estudo da atividade eletroqui-

mica em tecidos neuronais, sendo, além disso, mais
compativel com os mecanismos intrinsecos desse tipo
de sistema.

Concluséo

A modelagem dos mecanismos de eletrodifusao re-
vela a origem do potencial negativo que surge no
meio extracelular. Nas simulag¢ées de inje¢oes de cor-
rentes por eletroforese, observa-se que a injegdo de
K* em solugdo salina, ou em tecido cortical, resultou
em gradientes idnicos ao longo do meio extracelular
que geram um campo elétrico, o qual explicaria a
negatividade do potencial na vizinhanga da injecao
em relagdo a pontos mais distantes. Tal consideracao
segue hip6teses ha muito apontadas para explicar o
potencial lento negativo, tendo como base a interpre-
tagdo dos potenciais de Nernst que se estabelecem ao
longo do meio extracelular.

As simulag¢des mostram a coeréncia entre a dina-
mica de K* prevista pelo modelo e resultados experi-
mentais, tanto em cértex quanto em solucéo salina.
Através do modelo matematico, também é possivel
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prever a dindmica dos demais ions, uma vez que es-
tes se encontram mutualmente acoplados pelo cam-
po elétrico. O acoplamento entre ions é fundamental
para a reproducdo da dinamica de K* medida experi-
mentalmente. Na modelagem, assumindo-se apenas
o mecanismo de difusdo, portanto nédo se consideran-
do o campo elétrico criado pelo gradiente de concen-
tracdo do fon injetado e ainda o acoplamento mituo
que esse campo cria entre os ions presentes no meio,
obtém-se uma variagdo da concentragdo de K* além
dos niveis mensurados experimentalmente.

A representagdo dos meios intracelulares da massa
neuronal do tecido cortical simulado, através de um
modelo puramente eletroquimico, no qual néo
figuram componentes de um circuito elétrico, mostrou
ser razoavel admitir a equagdo generalizada de GHK
para um regime quase estacionario. Comportamentos
capacitivos da membrana, bem como despolarizacdes
abruptas em potenciais de agdo, foram verificados,
permitindo prever o efeito dos mecanismos de
eletrodifusdo extracelular sobre a excitabilidade do
sistema.
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