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Resumo

ARRUDA D.. A Célula Periglomerular do Bulbo Olfatério e Seu Papel no Processamento
de Odores: Um Modelo Computacional . Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Os interneurdnios do bulbo olfatério sdo elementos chave para o entendimento do proces-
samento de odores. O papel funcional desses neurdnios ainda ndo é bem compreendido, em
especial o papel da célula periglomerular (PG). O presente trabalho consiste em construir um
modelo biologicamente plausivel da célula PG e investigar os efeitos dessa célula em conjunto
com modelos da célula mitral e da célula granular. Esses modelos sdo acoplados através de
conexdes sindpticas inspiradas nas conexdes existentes no bulbo olfatério, formando uma pe-
quena rede simplificada. A rede € usada para analisar o efeito da inibic¢do inicial da célula mitral
por parte da célula PG e os mecanismos que podem influenciar o padrdo de atividade da célula
mitral. Através deste estudo, verifica-se que a célula PG pode influenciar na frequéncia, no
tempo de disparo e gerar atrasos na propagacdo do potencial da célula mitral, agindo como um
mecanismo de controle nas camadas iniciais do processamento de odores do bulbo olfatério.

Palavras-chave: Neurociéncia Computacional, Bulbo olfatério, Modelagem de Neurdnios Indi-
viduais, célula periglomerular
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Abstract

ARRUDA D.. The Periglomeural Cell of the Olfactry Bulb and its Role in the odor pro-
cessing: A computational Model. Dissertation (Master) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdao Preto, 2010.

Interneurons of the olfactory bulb are key elements for understanding odor processing. The
functional role of these cells are not yet well understood, in particular the role of periglomerular
cell (PG). This work aims at constructing a biologically plausible model of the PG cell to study
effects of the coupling of this cell with model of mitral and granule cells of the olfactory bulb.
Single cell models of these three cell types coupled by synaptic connections inspired on existing
connections in the olfactory bulb, constituting a small and simple network. This network is
used to investigate the effect of early lateral inhibition of the mitral cell by PG cell and the
mechanisms witch can influence the output activity pattern of mitral cell. The study shows that
the PG cell may influence the spike frequency and the spike timing of the mitral cell, as well
as provoke delays in the propagation of action potential along this cell. Therefore, the PG cell
may act as a control mechanism in the early odor processing stages in the olfactory bulb.

Keywords: Computational Neuroscience, olfactory bulb, Single-Neuron Modeling, Periglomeru-
lar cell
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1

Introducao

O Bulbo Olfatério, regido do cérebro especializada no processamento de sinais moleculares

que levam ao sentido do cheiro, é considerado um sistema modelo com muitas vantagens para

o estudo dos mecanismos neurais e sindpticos responsdveis pelo processamento de informagdo

no cérebro. Suas vantagens sio:

e receber entrada sensorial direta através de seus neurdnios receptores. Isso significa que a

entrada para o bulbo pode ser bem caracterizada em contraste com outras dreas do cérebro

estudadas como o hipocampo e cortex visual, por exemplo.

E uma estrutura simples e bem definida, dividida em médulos distintos funcionalmente
e anatomicamente (0 glomérulo e as célula associadas), sendo uma rede de alimentacao

direta com interagdes laterais com poucas conexdes recorrentes.

O estimulo olfatdério € mais simples do que os estimulos visuais e auditivos. Primeiro,
porque a dinamica do sinal do odor € mais lenta. Segundo, porque as propriedades que
devem ser identificadas s@o identidade e intensidade. Um estimulo visual, por outro lado,
contém vdrias propriedades: tamanho, forma, brilho, cor, textura, velocidade e posi¢ao

no espaco. Isso sugere que a informac¢do contida no sinal olfatério é menor.

Exibe fendmenos de considerdvel interesse no entendimento do processamento neural
em muitas regides do cerébro, como sincronizacdo de potenciais de acdo, plasticidade

sinaptica, entre outros.

A necessidade e a possibilidade de se entender o funcionamento do bulbo olfatério ganhou

um forte impulso nos ultimos anos devido a uma série de importantes resultados experimentais

relacionados a organizacdo do sistema olfatdrio periférico: clonagem dos genes codificadores

das proteinas dos receptores olfatérios (BUCK; AXEL, [1991), identificagdo dos mecanismos

responsdveis pela transdugdo dos estimulos olfatérios nos neurdnios receptores (NAKAMURA;
GOLD, [1987; JONES; REED, [1989; BAKALYAR; REED, |1990; KLEENE| [1993) e visualiza-

cdo de projegOes topograficas altamente ordenadas dos axonios dos neurdnios receptores ol-
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fatorios em glomérulos discretos no bulbo olfatério (MOMBAERTS et al., [1996; FRIEDRICH;
KORSCHING!, [1997; RUBIN; KATZ, [1999). Este dltimo resultado implica que cada substan-
cia odorante produz um padrdo espacial de ativacdo especifico — um mapa do odorante — na
camada glomerular do bulbo (UCHIDA et al., 2000; XU; GREER; SHEPHERD, 2000). Esse
padrao espacial € transformado pelo bulbo, devido a sua conectividade intrinseca, em um padrao
espaco-temporal (LAURENT et al., 2001; SPORS; GRINVALD, 2002; SCHOPPA; URBAN,
2003)) refletido nos padrdes de disparo das suas células de saida — as células mitrais e tufosas
(que serdao abreviadamente chamadas de m/t para simplificar) — que transmitem os resultados

das computagdes feitas pelo bulbo aos centros olfatérios corticais superiores.

Caracteristicas essenciais de um odor, por exemplo sua identidade e concentracao (inten-
sidade), parecem ser representadas dinamicamente pelo padrdo de atividade espaco-temporal
induzido pelo odor nas células m/t do bulbo olfatério (LAURENT et al., 2001; STOPFER; JA-
YARAMAN; LAURENT, [2003; RUBIN; CLELAND,[2006)). O entendimento dos mecanismos
pelos quais a circuitaria interna do bulbo produz e mantém esses padrdes de atividade, bem
como do papel que tais padrdes espago-temporais teriam no processamento da informagao ol-
fatéria, € uma das questdes centrais da moderna neurociéncia (HABERLY), 2001} FRIEDRICH,;
KORSCHING, 1997; KAY; STOPFER, 2006).

Além das ferramentas tradicionais para o estudo de padrdes espaciais e temporais no cére-
bro — registros eletrofisioldgicos e técnicas de imagens-, o advento de computadores cada vez
mais velozes e poderosos tem permitido a constru¢cdo de modelos computacionais biologica-
mente plausiveis capazes de simular estruturas neurais com excelente resolucio espacial e tem-
poral. Tais modelos in silico constituem importantes ferramentas para provocar um avango
no entendimento do processamento de informacdo pelo bulbo olfatério (DAVISON; FENG;
BROWN, 2003; SOUZA; ROQUE, 2004; RUBIN; CLELAND, 2006; MIGLIORE; HINES;
SHEPHERD, 2005)).

Diante dos estudos mencionados acima, nota-se que a compreensao do processamento de
informacao no bulbo olfatério requer uma integracdo de dados em vdrios niveis (sub-celular,
neurdnio isolado, circuito local, sistema) e modalidades (biologia molecular, neurofisiologia,
imageamento, psicologia) de investigacdo. A modelagem matemadtica-computacional € uma
ferramenta poderosa e necessdria para integrar esses diversos tipos de dados. Nesta perspectiva,
este trabalho busca integrar informacdes disponiveis na literatura a um nivel de investigacdo em

circuito local a fim de contribuir para a compreensao do processamento de odorer pelo BO.

De acordo com a organizacdo anatomica do BO, as células mitrias e tufosas recebem a

informacdo dos neurdnios sensoriais e a enviam através de seus axdnios a outras regides cere-
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brais. Durante este processo, as células mitrais interagem com interneurdnios. Acredita-se que
interneurdnios inibitdrios sdo elementos chave para o entendimento do processamento de odor
(BARDONI; MAGHERINI; BELLUZZI, |1996), mediando um fluxo horizontal de informacao
em dois niveis dentro do BO: células periglomerulares (PG) na entrada e células granulares
na saida. No entanto o papel desses interneur6énios ainda ndo é bem compreendido e ndo ha
muitos trabalhos, no contexto da modelagem computacional, que incorporam a célula PG em
estudos sobre o BO. A maioria dos estudos computacionais sobre o processamento de odor
em diferente niveis envolvem células mitrais, granulares e neurdnios sensoriais, cujos modelos

computacionais estdo disponiveis na literatura.

Este trabalho tem como objetivo construir um modelo biologicamente plausivel - baseado
no formalismo de Hodgkin-Huxley e na técnica de compartimentalizagdo de Rall (Koch e Segev,
1998; Koch, 1999)- da célula PG do BO e incorpord-lo num pequeno circuito constituido pelas
células mitral e granular. Tal procedimento pode ser justificado pela seguintes razdes: por nao
haver um modelo para a célula PG disponivel na literatura; para investigar como a participagao
desta célula pode influenciar no padrao de atividade das células mitrais; a identificacdo e a
caracterizacao cinética de um circuito local pode seu util para entender sua propria contribuicdo
relativa na atividade neural como um todo no processamento de odor. Além disso, é importante
ressaltar que o processamento de informacdo ocorre momento a momento, sendo realizado
pela difusdo e interacdo de sinais quimicos e elétricos que sdo distribuidos no espago e no
tempo. Esses sinais sdo gerados e regulados por mecanismos que s@o cineticamente complexos,
altamente ndo lineares e arranjados em estruturas anatdmicas complexas. Hipdteses sobre esses
sinais e mecanismos ndo podem ser avaliadas apenas por intui¢do mas requerem modelagem
baseada empiricamente. Assim, a modelagem é fundamentalmente um meio de melhorar, no

sentido de completar, a compreensao.

A seguir apresenta-se uma revisdo tedrica sobre os principais conceitos abordados nesta
dissertacdo. Inicialmente, descreve-se a circuitaria interna do bulbo olfatério e as principais ca-
racteristicas e informagdes das células que irdo compor a rede simplificada. Em seguida, ¢ feita
uma breve explicagdo sobre modelagem compartimental abordando o formalismo de Hodgkin-
Huxley. O capitulo seguinte apresenta a constru¢do do modelo biologicamente plausivel da
célula PG e descreve os modelos das células mitral e granular. A incorporacdo dessas células
numa rede simplificada também € descrita com detalhes. O estudo dos modelos individuais
e da rede sdo apresentados no capitulo 4, onde as investigacOes sobre o papel da célula PG
sdo feitas através do efeito de sua interacdo com a rede simplificada. Com base nos resultados
apresentados, féz-se uma discussdo detalhada sobre os efeitos mais relevantes conduzindo para

a conclusdo de que a célula PG desempenha um mecanismo de controle atuando nas camadas
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iniciais do processamento de odor do bulbo olfatério.



2 Revisao Teorica

Neste capitulo faremos uma revisdo dos conceitos necessdrios para a realizacdo de nossos
estudos no presente trabalho. A construcdo do modelo biologicamente plausivel de um tnico
neurdnio e a incorporacao deste numa rede simplificada para a investigacdo do processamento
de odor requerem uma grande quantidade de informag¢do sobre mecanismos ativos € passivos,
fisiologia e arquitetura da célula e da rede. Nesta perspectiva descrevemos, primeiramente, as
caracteristicas gerais do processamento de odores e seguimos com conceitos de modelagem
compartimental, como equagao de membrana e formalismo de Hodgkin-Huxley, apresentando

assim todos os conceito envolvidos no processo de constru¢do e compreensdo deste projeto.

2.1 Processamento olfatorio: Caracteristicas Gerais

A primeira etapa do processamento de odor ocorre no epitélio olfatério, onde neurdnios
receptores sdo capazes de reconhecer moléculas odorantes através de algum componente fisico-
quimico, seja pela presenga ou localiza¢do de um grupo funcional e/ou comprimento de uma
cadeia de carbono (KALUZA; BREER, [2000; MALNIC J. HIRONO; BUCK| 1999). Acredita-
se que cada neurdnio receptor olfatério (NRO) expresse nas membranas das suas ramifica¢des
dendriticas externas, ou cilios, um dnico receptor molecular selecionado de um repertdrio de
aproximadamente 1000 receptores (BUCK; AXEL! |1991). Isto sugere que um dado neurdnio
receptor responde a umas poucas moléculas odorantes — aquelas que possuem as caracteristicas

especificas para se ligar ao receptor molecular expresso pelo neuronio.

Na projecdo da informacgdo do epitélio para o bulbo olfatério, neurdnios receptores con-
vergem seus axonios para estruturas chamadas glomérulos. Os glomérulos sdo estruturas aproxi-
madamente esféricas (com didmetros entre 100 e 200 um) dentro das quais os axonios vindos
dos neurdnios receptores fazem sinapses excitatorias com dendritos das células mitrais e tufosas
(M/T) e das células periglomerulares (PG) (Figura[2.1). Um glomérulo ¢ molecularmente ho-
mogéneo, todos os axdnios dos neurdnios receptores que terminam nele expressam o mesmo

receptor olfatério (SHEPHERD), 2004).
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[

para o cértex olfatério

Figura 2.1: Esquema do padrdo de conexdes sindpticas no bulbo olfatério. Os dendritos
primdrios das células mitrais (M) e tufosas (T) recebem sinapses excitatérias (indicadas por
setas brancas) dos axonios dos neurdnios receptores olfatérios (NROs) nos glomérulos (GL).
Existem dois tipos de interneurdnios que fazem sinapses dendrodendriticas inibitérias (setas
escuras) — as células periglomerulares (PG) e as células granulares (Gr). As primeiras fazem
sinapses com os dendritos primdrios das células m/t e as segundas fazem sinapses com os den-
dritos secunddrios dessas células, que se estendem horizontalmente por longas distancias. As
células de saida do bulbo sdo as células m/t (figura adaptada da Figura 1 de Mori et al (MORI;
YOSHIHARA, [1999)

2.1.1 Bulbo Olfatorio

O bulbo olfatério € uma estrutura especializada no processamento de sinais moleculares
que levam ao sentido do cheiro. Sua organizagdo interna ¢ ilustrada na figura 2.1, onde sua

circuitaria interna pode ser classificada em diferentes tipos, detalhados abaixo:

1. Conexdes intraglomerulares (dentro de um glomérulo). Tipicamente, um glomérulo chega
a conter arboriza¢des dendriticas de aproximadamente vinte células m/t. Esses den-
dritos recebem sinapses excitatorias diretamente dos axonios dos neurdnios receptores
olfatdrios através da liberacdo de glutamato. O mesmo dendrito também pode rece-
ber sinapses inibitdrias, mediadas por GABA, de dendritos de células PG ativadas por
sinapses excitatorias feitas tanto pelos neurdnios receptores olfatérios como pelos den-
dritos das proprias células m/t do glomérulo (KOSAKA; KOSAKA, 2005; |CLELAND;
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SETHUPATHY, 2006). Além disso, os dendritos no interior de um glomérulo estdao
conectados entre si por sinapses elétricas mediadas por jungdes comunicantes dendo-

dendriticas — ndo mostradas na Figura[2.1| (KOSAKA; KOSAKA| 2005).

2. Conexdes interglomerulares (entre glomérulos). Assim como no caso anterior, dendritos
de células m/t no interior de glomérulos distintos também interagem entre si via células
PG: os dendritos das células m/t em um dado glomérulo excitam os dendritos das célu-
las PG vizinhas; estas, que tém seus corpos celulares localizados fora dos glomérulos,
enviam seus axonios horizontalmente aos glomérulos préximos ao primeiro, inibindo os
dendritos das células m/t nesses glomérulos. Isto permite a existéncia de conexoes inter-
glomerulares no nivel da camada glomerular (KOSAKA; KOSAKA, 2005).

3. Conexdes laterais inibitorias entre as células m/t. Além da camada glomerular, as células
m/t possuem dendritos secundarios que se projetam horizontalmente e que fazem sinapses
dendrodendriticas reciprocas com os dendritos apicais das células granulares. Quando
uma célula m/t emite um potencial de acdo, este se propaga lateralmente por seu dendrito
secunddrio e provoca a liberac@o de glutamato nas imediacdes dos dendritos das células
granulares. O glutamato liberado ativa receptores glutamatérgicos (tanto AMPA como
NMDA) nos dendritos das células granulares, as quais contém GABA que acaba sendo
liberado e inibe as células m/t. Quando a inibi¢do € feita sobre a mesma célula m/t que
excitou a célula granular o processo é chamado de retroalimentacdo (feedback) inibitéria
negativa; quando a inibi¢do € feita sobre outra célula m/t o processo € chamado de inibi¢ao
lateral (MORI; YOSHIHARA| 1999). Além disso, a parte mais proximal do dendrito
apical de uma célula granular pode receber uma sinapse excitatéria de uma ramificagao

colateral do axonio de uma célula m/t.

Esse complexo padrdo de conexdes existente no interior do bulbo olfatério indica que o
bulbo deve executar algum tipo pesado de processamento sobre a informacao olfatéria. No en-
tanto, a natureza desse processamento e as suas consequéncias sobre os estdgios posteriores de
processamento olfatdrio € ainda muito incerta e objeto de um intenso debate entre neurocientis-

tas.

2.1.2 Glomérulo

O glomérulo € o exemplo mais claro no cérebro de agrupamento de neurdnios e sinapses em
modulos anatomicamente definidos. Neurdnios receptores olfatérios (NROs), células periglome-

rulares (PG) e células mitrais e tufosas (M/T) organizam suas conexdes sinapticas no interior
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dessas estruturas. Axonios dos NROs fazem sinapses glutamatérgicas excitatorias com tufos
dendriticos de células M/T e PG. Células M/T fazem sinapses glutamatérgicas dendodendriti-
cas excitatdrias com células PG, as quais inibem as célula M/T através de conexdes sinapticas

GABAergicas, formando sinapses reciprocas.

2.1.3 Célula periglomerular

Virios tipos de neur6nios sdo encontrados dentro ou préximos da camada glomeurular. O
pricipal tipo € a célula periglomerular (PG), cujos corpos celulares cirundam o glomérulo (GL).
O corpo celular deste neurdonio possui diametro de 6 a 8 um (SHEPHERD, 2004), estd entre
os menores neurdnios do cérebro. Seus ramos dendriticos se estendem dentro do glomérulo
e, em alguns casos, podem interligar dois glomérulos, apresentam ramificacdes irregulares e
um grande nimeros de espinhas e gémulas. Seus longos axonios se distribuem lateralmente na
regido extraglomerular, se estendendo até cinco glomérulos de distancia. Estudos experimen-
tais (PINCHING; POWELL, [1971b; PINCHING; POWELL, [1971aj; PINCHING; POWELL,
1971c) revelam que nem sempre os axonios sdo vistos, sugerindo que algumas células PG nédo
apresentam axonios, andlogas as células granulares. Existem, aproximadamente, 10° células PG

no bulbo olfatério de roedores ou, aproximadamente, 500 por glomérulo (DAVISON;, 2001).

As células periglomerulares fornecem o primeiro nivel de inibi¢@o para as células mitrais e
tufosas, as células de saida do bulbo olfatério. Nessas células as interacdes sinapticas sdo feitas
através de anexos dendriticos denominados gémulas, que recebem e fazem sinapses, geralmente
reciprocas (PINCHING; POWELL, 1971b; PINCHING; POWELL, 1971a; | PINCHING; POW-
ELL,|1971c). De acordo com estudos experimentais ((SMITH; JAHR) 2002)) a estimulacdo da
célula PG do bulbo olfatério de ratos resulta na auto-inibi¢ao: liberagao do neurotransmissor

GABA (4cido gama-aminobutirico) ativa receptores no mesmo neuronio.

Em alguns trabalhos experimentais ((MCQUISTON; KATZ,[2001; BARDONI; BELLUZZI,
1996))), as células PG sdo investigadas com células de curto axdnio e tufosas externas, classifi-
cadas como células juxtaglomerulares (interneurdnios que circundam o glomérulo). Tais estu-
dos descrevem esses neurdnios (incluindo a PG anatomicamente identificada) como produzindo
um unico potencial de a¢cdo ou trens de poucos potenciais de agdo em resposta a uma inje¢do de

corrente despolarizante.
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2.1.4 Célula Mitral

As células mitrais e tufosas (M/T) sdo os neuronios de saida do bulbo olfatério - sdo os
unicos neurdnios a enviar axonios fora do bulbo, para o cortex. Ambas as células apresentam
um unico dendrito primadrio (apical), o qual se ramifica dentro do glomérulo. Elas se diferem
pelo tamanho, localizacdo e formas de projecdo. Células mitrais possuem corpo celular com
diametro de 15 a 30 um e células tufosas, de 15 a 20 yum (SHEPHERD), 2004). Seus dendritos
secunddrios (basais) projetam-se lateralmente no bulbo olfatério. O nimero de células M/T esta
entre 40.000 e 60.000 em roedores (DAVISON, 2001).

2.1.5 Célula Granular

O neurdnio mais numeroso do bulbo olfatério € a célula granular (Gr), aproximadamente
5 x 10% (DAVISON, 2001). Célula de pequeno corpo celular, com didmetro de 6 a 8 um e
dendritos com numerosas gémulas em suas superficies. A caractristica mais marcante desta

célula € a auséncia de axonio (SHEPHERD, 2004).

2.2 Modelagem Compartimental

2.2.1 Equacao da membrana

Os mecanismos biofisicos responsaveis por gerar atividade neuronal fornecem a base para
construir modelos de neurdonios (DAYAN; ABBOT'T, 2002). Tais modelos sao desenvolvidos

de acordo com propriedades elétricas neuronais representadas por modelos matematicos.

A atividade elétrica em neur6nios € sustentada e propagada por correntes idnicas através
da membrana neuronal. A maioria dessas correntes envolve quatro fons: sédio (Na™), potdssio
(K1), célcio (Ca>") e cloro (C17). No meio extracelular hé elevada concentragio de Na™ e C1~
e concentracdo relativamente alta de Ca®>" . No meio intracelular hd elevada concentracio de

K™ e moléculas carregadas negativamente.

A membrana celular de um neurdnio € formada por duas camadas de lipideos que separam
os meios condutores intra e extracelular por uma fina camada isolante atravessada por proteinas
que atuam como poros ou canais idnicos, por onde ions podem fluir de acordo com seus gradi-
entes eletroquimicos. Quando o equilibrio entre os fluxos de um fon para dentro e para fora de

uma célula € alcancado, o valor do potencial depende da espécie i6nica e € dado pela equagdo



2.2 Modelagem Compartimental 10

de Nernst (IZHIKEVICH, 2005))

_RT In lion] fora

E. -
o ZF [lOl’l] dentro ,

2.1

onde E;,, é potencial de Nernst ou potencial de reversdo do fon, [ion]gensro € [i0N] fora SAO as
concentragdes dos fons dentro e fora da célula, respectivamente, R € a constante universal dos
gases (8.315 J/K.mol), T € a temperatura absoluta (K), z € avaléncia do ion e F € a constante de

Faraday (9,648 x 10* C/mol).

Em analogia a um circuito elétrico, a membrana neuronal atua como um capacitor e seus
canais i0nicos sdo representados por resisténcias que podem depender da voltagem da mem-
brana. Desta forma, a corrente de membrana ou corrente que € injetada na célula pode ser dada

pela soma das correntes capacitiva e resistiva (KOCH, |1999)):

dVi (1) N Vin(t) = Viep
dt R ’

onde C e R representam a capacitincia e a resiténcia da membrana, respectivamente. V,,(t) é o

Iinj(t) =C (2.2)

potencial de membrana em um dado instante de tempo ¢ e V), 0 potencial da célula em equi-
librio dinamico. Multiplicando ambos os lados da equagdo acima por R e usando a constante de

tempo T = RC, temos a seguinte equacao:

chamada equagdo da membrana.

2.2.2 Formalismo de Hodgkin-Huxley

Hodgkin e Huxley postularam um modelo fenomenoldgico para explicar os eventos ob-
servados durante a ocorréncia de um potencial de acdo no axo6nio gigante da lula, propondo o

seguinte formalismo:

A corrente de membrana é dada pela soma da corrente capacitiva e de uma corrente idnica:

dVi (1)
dr

Im (t) == Iionica (t) + Cm (2-4)

A corrente i0nica é dada pela soma de correntes i0nicas para ions especificos. A corrente

de um dado fon € independente das correntes i0nicas dos outros fons. H4 trés correntes idnicas



2.2 Modelagem Compartimental 11

responsdveis pela geracdo do potencial de acao: de sddio, de potdssio e de vazamento:

Iiom’ca (t) - INa +IK + Ivaz- (25)

A razdo para esta ultima corrente é que, em seus experimentos, Hodgkin e Huxley observaram
uma corrente adicional além das de sdédio e de potdssio cuja condutancia nao dependia da volta-

gem,; eles atribuiram essa corrente a um vazamento na membrana.

A corrente i0nica individual J;,,(¢) é descrita pela Lei de Ohm:
Iion — Gi()n (V (t))(V(t) - Ei()n) (26)

onde Ej,, € o potencial de Nernst ou o potencial de reversdao do fon. A condutiancia Gjyy,
dependente da voltagem e do tempo, é expressa por uma condutincia maxima G multiplicada
pelas varidveis de ativacdo e inativa¢ao que representam os portdes pertencentes ao canal i6nico.

Assim a corrente i0nica poder ser desrita por:

Lion = G mahb(v - Eian), (2.7)

onde m € probabilidade de um portdo de ativacao estar no estado aberto (ou a varidvel n como
é usado para os canais de Kt e Ca®") e & é a probabilidade de um portdo de inativacio estar
aberto. Os expoentes a e b representam, respectivamente, os nimeros de portdes de ativacao
e de inativagdo por canal. Os canais que ndo possuem portdes de inativagdo resultam em cor-
rentes i0nicas persistentes € os canais que possuem portdes de inativacio resultam em correntes

transientes.

A dindmica das varidveis de ativac@o e inativacdo m e h pode ser descrita pelas seguintes

equacoes diferenciais de primeira ordem:
tit= (Me(V) —m) /1u(V) e h= (ho(V)—h)/tsa(V) (2.8)

onde (V) € a constante de tempo relativa a varidvel m ou h e me. € he representam os valores
assintoticos da condutividade para um determinado valor de potencial de membrana. Seu valor

estaciondrio obedece a seguinte equagdo sigmoidal:
Mes(V) = 1/(1 + eV "172)/K) (2.9)

onde Vy ) satisfaz a condi¢do meo(V; /2) = 0,5 e k € o fator de inclinagdo.
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Para modelar correntes de cédlcio ou correntes que dependam da concentragdo do célcio usa-
se uma abordagem diferente do formalismo de Hodgkin-Huxley, cujo modelo original apresenta
apenas fons de sodio e potassio (KOCH; SEGEV, |1998)). A maneira usual de modelé-las é

através da equacao de Goldman-Hodgkin-Katz:

Ica = Pca (2.10)

Z2F2V [Cal; — [Ca, e~ FV/RT
RT 1 — ¢—2FV/RT ’
onde [Ca] é a concentragdo do fon de célcio, V € a voltagem, F ¢ a constante de Faraday, R € a
constante dos gases, T € a temperatura absoluta (K) e z € a valéncia do cdlcio, cujo valor € 2.

Assim esta equagdo pode ser reescrita como

4F? [ [Ca); - [Cal, e 2FV/RT
Ica = Peq RTV( SR , @.11)

onde Pc, € a permeabilidade, a qual também pode ser modelada & maneira de Hodgkin-Huxley,

Pcy = Pcam'h’. (2.12)

A concentragdo intracelular de célcio livre pode ser afetada por quatro processos bdsicos:
(1) a entrada de cdlcio na célula pela corrente de célcio; (i1) a difusdo de calcio na célula; (iii)
as ligagdes de cdlcio com proteinas (tampdes); e (iv) a saida de cdlcio da célula via bombas de
calcio na membrana. Em geral, ndo hd muitos dados experimentais disponiveis para se modelar

de forma adequada todos esses processos.

Para se modelar a entrada de calcio na célula, costuma-se considerar uma célula esférica e
calcula-se a taxa de crescimento da concentracdo de cdlcio em uma concha esférica fina de area
superficial A e espessura d logo abaixo da membrana neuronal como,

d [Ca],- _ _ICa
dt 2FAd

(2.13)

onde o sinal negativo deve-se ao fato de que I, € negativa, pois os ions de célcio estdo entrando

na célula.
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3 Metodologia

Neste capitulo, apresentamos a constru¢do do modelo da célula periglomerular (PG) e des-
crevemos os modelos de célula mitral e granular ja propostos na literatura. Esses modelos
foram incorporados numa pequena rede a fim de verificar e compreender o papel da célula PG

nas camadas iniciais do processamento de odores pelo bulbo olfatério.

3.1 Meétodos Numéricos

Todas as simulacdes foram realizadas com o programa de simulacdo Neuron (HINES;
CARNAVALE] 1997) versao 6.1 rodando no sistema operacional Linux. O método utilizado
para a integracdo das equagdes diferenciais foi o método padrio do simulador - "Backward"Euler
(Euler Regressivo), com passo de tempo de 0.05 ms, garantindo resultados de boa qualidade.
Variacdes de paramteros e protocolos e a constru¢@o das figuras foram feitas usando MATLAB
(MathWorks, 1994-2010).

3.2 Célula Periglomerular

O modelo da célula periglomerular descrito neste trabalho é baseado num modelo de glomérulo
proposto por Cleland e Sethupathy (CLELAND; SETHUPATHY] [2006), sendo formado por
cinco compartimentos isopotenciais cilindricos (soma, axonio, dois dendritos primdrios e gé-
mulas) conectados de acordo com a figura [3.1] As dimensdes do modelo estdo indicadas na
tabela[3.1]

Compartimento | Comprimento (um) | Diametro (um)
Soma 8.0 8.0
Ax0Onio 50.0 1.0
Dendritos 20.0 1.0
gémulas 1.0 1.0

Tabela 3.1: Dimensoes dos compartimentos do modelo da célula perglomerular.
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Figura 3.1: Arquitetura do modelo da célula periglomerular. Soma conectado ao axdnio por
uma extremidade e a outra conectada a dois dendritos primdrios, um deles conecta-se com
compartimentos que recebem entradas sinapticas (gémulas, sendo representadas por um cabo e
um corpo.)

Como parametros passivos do modelo, foram utilizados resistividade citoplasmaética (R,)
de 172 Qcm, capacitincia especifica (¢,,) de 2.0 uF/cm? e densidade de condutincia passiva
8pas =2.3- 10~* S/cm?, ajustados para obter uma resposta eletrofisiolégica similar a célula real.
Estudos experimentais (MCQUISTON; KATZ, 2001)) revelam que células juxta-glomerulares
apresentam elevadas resisténcias de entrada, com valores obtidos proximos de Rjpp,; = 1027 £
123 MQ. As células juxta-glmerulares incluem diferentes tipos de interneurénios como células
PG, células de curto axdnio e c€lulas tufosas externas. A resisténcia de entrada obtida no modelo
foi 1345.842 +£0.012 MQ , confirmando o elevado valor da resiténcia de entrada observado em
células da regido onde se encontra a célula PG. O potencial de repouso foi mantido a —70 mV,

supondo uma temperatura de 23°C.

O modelo foi construido levando em conta dados anatdomicos e biofisicos disponiveis (PINCH-
ING; POWELL| |1971bj; PINCHING; POWELL, |1971a; PINCHING; POWELL/ |1971c) e in-
formacdes eletrofisiologicas sobre células juxta-glomerulares do bulbo olfatério do rato (MC-
QUISTON; KATZ, 2001) apresentadas como uma resposta do potencial de membrana em
funcdo do tempo para uma injecdo de corrente de 100 pA por 600 ms, conforme ilustra a
figura [3.2] O Potencial de repouso medido foi préximo de —70 mV. O programa Datathief
(TUMMERS;, [2008)) foi utilizado para retirar as informacdes quantitativas (tempo e potencial

de membrana) da curva experimental apresentada por (MCQUISTON; KATZ, 2001) levando
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em conta a escala numérica apresentada na mesma.

Figura 3.2: Resposta do potencial de membrana (mV) em fun¢do do tempo (ms) da célula
periglomerular para uma injecdo de corrente despolarizante de 100 pA por 600 ms. Figura
retirada de (MCQUISTON; KATZ, 2001])

As correntes i0nicas adicionadas ao modelo s@o consistentes com estudos experimentais.
O formalismo geral usado para modeléd-las procede das equacdes de Hodgkin-Huxley, como
discutido na revisdo tedrica, e construidas na linguagem NMODL (HINES; CARNAVALE,
2000).

Através de um estudo sobre os neurdnios da camada glomerular, onde a célula PG foi
visualmente identificada, Cadetti e Belluzzi (CADETTI; BELLUZZI, 2001) concluiram que a
maioria desses neurdnio apresentavam uma corrente ativada por hiperpolarizacdo. Neste mesmo
trabalho os autores propuseram o modelo representando a dindmica deste canal. As correntes
de sodio, potassio e cdlcio foram investigadas experimentalmente por Bardoni e colegas (BAR-
DONI; MAGHERINI; BELLUZZI, [1995; BARDONI; MAGHERINI; BELLUZZIL [1996) e
modeladas por Destexhe e colegas (DESTEXHE et al., [1998; DESTEXHE et al., |1996). A
corrente de cdlcio tipo-T recebeu um mecanismo de difusdo de célcio. Observacdes experimen-
tais revelaram também a presencga de caracteristicas cinéticas da corrente de potassio inativante
tipo-A (Corrente A) em (BARDONI; MAGHERINI; BELLUZZI, |1996), cujo modelo é de-
scrito por (MIGLIORE et al.l |1995). Tais correntes foram adicionadas aos compartimentos da
célula PG de acordo com a tabela[3.2] mantendo as caracteristicas cinéticas e os pardmetros dos

modelos originais, os quais estdo disponiveis na base de dados ModelDB (HINES et al., 2004).

Uma auto-sinapse inibitoria GABAérgica graduada, cujo modelo serd descrito adiante, tam-

bém € incorporada a célula PG através das gémulas.
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Tabela 3.2: Correntes i0nicas adicionadas nos compartimentos do modelo da célula PG e seus
respectivos potenciais de reversao.

Compartimento Mecanismo Potencial de
reversao
soma, axonio Corrente de Sédio (Iy,) Eng=50mV
soma, axonio, dendritos, gémulas | Corrente de Potdssio (Ix) Ex=-80mV
soma, dendrito, gémulas Corrente de Calcio tipo—T(ICa(T)) Ec,= 120 mV
soma, dendrito, gémulas Corrente ativada por hiperpolariza¢io (Ig) | Eg=0 mV
soma, dendrito, gémulas Corrente de potéssio inativante tipo-A (I4) | Ex=-80 mV

As equagdes de balanceamento de corrente sdo:

CmVs = gpas(vs - Er) - gNa(VS - ENa) - gK(Vs - EK)
- gCa(T) (Vs - ECa) - gH(Vs - EH) - gA(Vs - EK) - gs7a(va - Vs)

— 851 (Vs = Va1) — gs,a2(Vs = Viaa) + (Linj /As) (3.1)
CnVa =— 8pas(Va — Er) — gNa(Va — Ena) — 8k (Va — Ex)
+ 8s.a(Vs —Va) (3.2)
CnVar = — 8pas(Var — Er) — 8ca(r)(Var — Eca) — 81 (Va1 — En)
—8a(Va1 —Ex) — 8k2(Va1 — Ex) + 8s.a1 (Va1 — V) (3.3)
CnVaz = — 8pas(Var — Er) — 8ca(r)(Vaz — Eca) — 81 (Va2 — En)
—84(Var —Eg) — gx2(Var — Ex) + 85,02 (Var — Vi) — 8a2,e (Ve — Vo) (3.4)
CVe = — 8pas(Vy — Er) — 8ca(r)(Vy — Eca) — g (Vg — Enr)
—84(Ve —Ex) — 8x2(Ve — Ex) + 8a2,4(Ve — Vo) + (IgaBa /Agem) (3.5)

onde Vi, Vi, Vg1, Vao € Vi sdo potenciais de membrana dos compartimentos soma, axonio,
dendrito primério(1), dendrito primério(2) e gémulas, respectivamente. E, é o potencial de
membrana no repouso (—70 mV). E, € o potencial de reversdo para cada canal idnico x € g; 4,
8s.dl»> 8s.d2 € 842,¢ sS40 as densidades de condutancia axiais entre 0s compartimentos soma e
axOnio; soma e dendrito primdrio(1); soma e dendrito primério(2); e dendrito primario(2) e
gémulas, respectivamente. A corrente /;,; € a corrente injetada ao modelo e Ay e Ag,, repre-
sentam, respectivamente, as areas dos compartimentos soma e gémulas. No modelo ha também
uma corrente sindptica GABAérgica Igapa, cuja descrigcdo € feita adiante. Os potenciais de re-
versdo dos canais idnicos, apresentados na tabela [3.2] foram mantidos da respectiva referéncia
descrita acima e as densidades de condutancia axiais foram calculadas de acordo com a teoria

de modelagem compartimental apresentada na revisdo tedrica, onde a resiténcia axial R de um
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compartimento cilindrico pode ser calculada da forma:

R, L
R=—7—-——— 3.6
a qual fornece a condutancia axial G:
n-(d/2)?
G= 3.7
R (3.7)

onde R, € a resistividade citoplasmadtica, L € o comprimento do compartimento € d 0 seu
diametro. A densidade de condutincia axial é a condutincia axial dividida pela area lateral
do cilindro:

Alateral = 27(d /2)L. (3.8)

Desta forma, temos a densidade de condutancia de um compartimento:

G (d/2)
= = 3.9
8 Alateral RaL2

A densidade de condutincia axial entre dois compartimentos vizinhos (vamos chama-los de 1
e 2) pode ser escrita como a média aritmética das densidades de condutancia axiais de cada um

dos comparimentos, ou seja:
81 T&
2

812 (3.10)

Assim calculamos as densidades de condutancia axiais entre os compartimentos do modelo
da célula PG e obtemos g;, = 1.8228 S/cm?, g; 41 = 1.8533 S/cm?, gy 4o = 1.8533 S/em? e g ¢
= 14,57 S/em?.

O modelo foi submetido a um pulso de corrente despolarizante de 100 pA por 600 ms com
um atraso de 200 ms, reproduzindo o protocolo experimental em (MCQUISTON; KATZ, 2001).

As simulagdes foram realizadas por 1000 ms e voltagem inicial de 65mV.

Inicialmente fez-se uma variagdo das densidades de condutancia dos canais i0nicos e de
condutancia sinaptica, com as quais o modelo apresentasse uma resposta eletrofiolégica de
acordo com o comportamento da célula real. Consequentemente foi possivel verificar o efeito

de cada corrente idnica na resposta da célula.

A fim de encontrar os melhores valores de densidades de condutincia e condutincia sindp-
tica fez-se uma busca, a qual consitiu em um programa feito em Matlab, que gerava diferentes
combinacdes de parametros (valores de densidades das condutincias i0nicas). Para cada com-
binac¢do gerada, o programa executa o modelo da célula PG implementado no NEURON, onde é

feita a simulacao retornando o tempo e o potencial de membrana do modelo da célula; tais infor-
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macoes sdo comparadas com os dados experimentais a fim de avaliar a qualidade da combinagdo
gerada. Uma série de simulagdes foi realizada para identificar as combinac¢des que geravam res-
postas do potencial de membrana do modelo de acordo com o comportamento eletrofisiol6gico
da célula real. Posteriormente, a regiao de varredura tournou-se mais restrita e foi estabelecido
o seguinte critério de erro ((ACHARD; SCHUTTER| 2006))):

Nowi oy
erro = 2:(—1——1)2 (3.11)

i=1 Nx Ny
onde x; e y; representam o potencial de membrana da célula real e do modelo de célula, respec-
tivamente, no mesmo tempo, € Ny, Ny representam o numero total de dados experimentais e

dados do modelo, respectivamente.

A fim de determinar a melhor combinagdo de pardmetros, adotou-se a estratégia de focar
nas caracteristicas principais da resposta experimental, como tempo de disparo, amplitude do
potencial de acdo e valor do potencial no plat6. Foi utilizada a seguinte fun¢do F para refinar o

€rro:

L
F= Z(wj-\/error), (3.12)
=1

a qual atribui pesos mais elevados as regides de interesse da curva de resposta, ou seja:

0
wi=q10 , j=(1,2,3) (3.13)
0.8

onde w; corresponde ao peso em diferentes periodos de tempo ¢ numa simula¢do com duragdo
total de 1000 ms, j = 1 representa o periodo no qual ndo hé injecao de corrente (0 < ¢ < 200.0
ms e 800.0 <7 <1000.0 ms), j =2 representa o periodo no qual ocorre o disparo do potencial de
acdo (200.0 <t < 278.3 ms) e j = 3, o periodo no qual hd injecdo de corrente (278.3 <t < 800.0

ms) apds o disparo do potencial de agdo.

Além da funcdo erro, a diferenca da amplitude do potencial de acdo (AVy) e a diferenca do
tempo de disparo (ATy) entre o modelo e a célula real também foram utilizadas como critérios
para obter a melhor combina¢do dos parametros que foram variados. Essas diferengas foram

calculadas de acordo com as equagdes:

AVy = |VA(exp) - VA(mod)| (3.14)
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ATy = |Td(exp) - Td(mod)| (3.15)

onde Vy oxp) © Ty(exp) S0, respectivamente, amplitude e tempo do potencial de agdo experimetais
€ Va(mod) © Ta(moa) representam a amplitude e o tempo do potencial de agdo do modelo teérico
da célula PG.

Nesta busca pelos melhores parametros, verificou-se o efeito de cada corrente i0nica, iden-
tificando sua funcio na resposta do modelo assim como as densidades de condutancias iOnicas
que mais afetam as caracteristicas principais da resposta do modelo da célula PG. Por isso,

algumas correntes como a de sdédio e cédlcio foram estudadas com mais detalhes.

3.3 Célula Mitral

O modelo da célula mitral utilizado no presente trabalho foi proposto por Davison e cole-
gas (DAVISON; FENG; BROWN, [2000). Tal modelo € constiuido por quatro compartimentos
isopotenciais: glomerulo (GL), gendrito primario (DP), soma (S) e dendrito secundario (DS).

Assume-se que o axOnio esteja incluido no compartimento soma.

Os mecanismos de corrente i0nicas, determinados de acordo com o formalismo de Hodgkin-
Huxley, foram mantidos do modelo de Bhalla e Bower (BHALLA; BOWER, 1993), com 286
compartimentos, baseado na morfologia e no ajuste para a resposta eletrofisiolégica da célula
mitral obtida pelo grampo de corrente sobre uma ampla variedade de condicdes. As correntes
adicionadas em cada compartimento do modelo reduzido estdo apresentadas na tabela[3.3] cujos

valores de densidades de condutincia de cada canal sdo indicados.

Tabela 3.3: Pardametros do modelo da célula mitral (DAVISON, 2001|)

Compartimento

Distribuicdo de canais idnicos (S/cm?) S GL DP DS
Corrente de Sédio (Iyy,) 0.1532 0 0.00134 0.0226
Corrente de Potassio lenta (Ig) 0.028 0.02 0.00174 0
Corrente de Potdssio rapida (Ix fas) 0.1956 0 0.00123 0.033
Corrente de Célcio dependente de potdssio (Ixc,) 0.0142 0 0 0
Corrente de potéssio inativante tipo-A (Ix4) 0.00587 0 0 0
Corrente de Célcio tipo-L(Irc,) 0.004 0.0095 0.0022 0

Parametros morfolégicos

Diametro (um) 16.2 26.7 104.4 170.9
Comprimento (um) 100 100 100 100

razdo de drea p=0.0510 ¢g=0.0840 r=0.328 s=0.537
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As equacdes de balanceamento de corrente para todos compartimento sao:

CnVs =— 8paS(Vs —Erest) — gna(Vs —45) — gKfast(Vs +70)

— gk (Vs +70) — gxca(Vs +70) — grca(Vs — 70) — (gsa/P) (Va — Vs)

+ (&sp/P)(Vp = Vi) +Ls/p (3.16)
CinVe = — &pas(Ve — Erest) — 8k (Vg +70) — grca(Ve —70) — (8pg /) (Vp — V) (3.17)
CnVp = — &pas(Vp — Erest) — gNa(Vp — 45) — 8k fas: (Vp +70) — gx (Vp +70) — gkca

—8rca(Vy —70) + (8pg/7) (Ve = V) (3.18)
Cde - gpas(vd _Erest) _gNa(Vd - 45) _gKfast(Vd +70)
— (gsa/s) (Vs —Va) (3.19)

onde V, V,, V), e V; s@o potenciais de membrana dos compartimentos soma, glomérulo, dendrito
primdrio e dendrito secunddrio, respectivamente e E,.;; € 0 potencial de membrana no repouso
(—65 mV). A capacitincia especifica C,, tem valor de 1.0 uF/cm? e o tempo estd em unidades de
ms. A densidade de condutancia passiva g,qs = 1 /Ry tem valorde 1- 1073 S/cm?. I é a corrente
injetada no compartimento soma. g, gsp € gpg $30 as densidades de condutancia axiais entre
os compartimentos soma e dendrito secundario, soma e dendrito primdrio, e dendrito primario e
glomérulo, respectivamente. Seus valores sio g,y = 1.94-10~* S/cm?, gsp=35.47- 1073 S/cm?
€ gpg = 5.86- 107> S/cm?. p é a razdo entre a drea do compartimento soma e a drea total
da superficie da membrana celular; g, r e s sdo as razdes entre as dreas dos compartimentos
glomérulo, dendrito primério e dendrito secunddrio, respectivamente, e a drea total (p +qg+r+

s = 1). Tais valores sdo apresentados na tabela[3.3]

O modelo de célula mitral descrito acima foi adaptado para ser incorporado numa rede
simplificada. A fim de verificar sua consisténcia, o modelo foi submetido a uma injecao de
corrente de 0.2 nA multiplicada por um fator de corre¢do o,y;; utilizado para ajustar a resposta
com a resposta do modelo completo, onde o,;; = 1.37, resultando numa amplitude de 0.2738
nA por 450 ms no compartimento soma. A resposta da célula mitral também foi verificada

através da taxa de disparos de potenciais de acdo sob uma variacdo de corrente.
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3.4 Célula Granular

O modelo de célula granular, proposto por Davison (DAVISON, 2001])), também foi adap-
tado para ser incorporado numa pequena rede. Tal modelo, constituido por trés compartimen-
tos isopotenciais: soma, dendrito profundo (deep dendrite) e dendrito periférico (peripheral
dendrite), € uma versdo simplificada do modelo de 944 compartimentos de Bhalla e Bower
(BHALLA; BOWER,|1993).

As equacdes de balanceamento de corrente para todos compartimento sio:

CnVs = = 8pas(Vs — Erest) — 8Na(Vs — 45) — gxm (Vs +-70) — gk (Vs 4-70)

— 8kA (Vs +70) — (g5a/u) (Va —Vs) — (8sp/u)(Vp = Vs) +15/p (3.20)
CnVp =—8pas(Vp — Erest) — gna(Vp —45) — 8k (Vp +70) + (8sp/v) (Vs = V) 321
CnVa = — &pas(Va — Erest) — (gsa/w) (Vs — Va) (3.22)

onde Vi, V), e V; s@o potenciais de membrana dos compartimentos soma (S), dendrito periférico
(DP) e dendrito profundo (DD), respectivamente e E,.y € o potencial de membrana no repouso
(—65 mV). A capacitancia especifica C,, tem valor de 1.0 uF/cm? e o tempo estd em unidades
de ms. A densidade de condutancia passiva gqs = 1 /Ry tem valor de 8.3 - 1070 S/em?. I, é a
corrente injetada no compartimento soma. g, g5 $a0 as densidades de condutancia axiais entre
os compartimentos soma e dendrito periférico e soma e dendrito profundo, respectivamente.

Seus valores sdo gy, = 3.08 - 107* S/cm?, gy = 4.34-107° S/em? .

As corrente i0nicas adicionadas em cada compartimento estdo apresentadas na tabela [3.4]
onde seus valores de densidades de condutancia estdo indicados. Os parametros u, v € w des-
critos nas equacOes de balanceamento sdo as razdes entre as dreas dos compartimentos soma,
dendrito periférico e dendrito profundo, respectivamente, e a drea total da superficie da mem-

brana celular (u + v+ w = 1), cujos valores sdo apresentados na tabela[3.4]

A resposta eletrofisiologica de célula granular foi caracterizada isoladamente através de
uma inje¢do de corrente de 0.01 nA multiplicada por um fator de corre¢do O, utilizado para
ajustar a resposta com a resposta do modelo completo, onde O, = 0.625, resultando numa
amplitude de 6.25- 1073 nA por 2500 ms, reproduzindo o protocolo proposto por Davison
(DAVISON; 2001).
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Tabela 3.4: Pardmetros do modelo da célula granular (DAVISON, 2001)

Compartimento

Distribui¢io de canais idnicos (S/cm?) S DP DD
Corrente de Sodio (Iy,) 0.1611 0.1355 0
Corrente de Potassio lenta (Ig) 0.1313 0.0243 0
Corrente de Potédssio dependente de muscarina (Ixys) 0.1334 0 0
Corrente de potéssio inativante tipo-A (Ix4) 0.0088 0 0

Parametros morfol6gicos

Didmetro (um) 0.72321 16.378 36.075
Comprimento (um) 50 50 50
razdo de drea u=0.0136 v=0.308 w=0.6784

3.5 Rede Simplificada

Nesta secdo, apresentamos um pequeno circuito composto pelos modelos de neurdnios des-
critos acima. Nossa rede simplificada consiste de uma célula periglomerular (PG) conectada a

uma célula mitral e esta, por sua vez, conectada a uma célula granular.

A seguir, apresentamos as varidveis do sistema em questao:

e Amplitude do pulso quadrado de corrente injetada na célula mitral: A,,

e Amplitude do pulso quadrado de corrente injetada na célula PG: Apg
As entradas de ambas células, mitral e PG, representam o pulso vindo dos neurdnios

sensoriais do bulbo olfatério.

e Amplitude do pulso quadrado de corrente injetada na célula granular: Ag

Esta entrada representa entradas vindas de outras regides do bulbo olfatério.
e Tempo de injecao de corrente na célula mitral: 7y,
e Tempo de injecao de corrente na célula PG: Tpg
e Tempo de injecdo de corrente na célula granular: 7

e Atraso temporal entre o instante de inicio do pulso de corrente injetado na célula mitral e

o instante de inicio do pulso de corrente injetado na célula PG: Ly, = Tpg — Ty

e Atraso temporal entre o instante de inicio do pulso de corrente injetado na célula granular

e o instante de inicio do pulso de corrente injetado na célula PG: Lg = Tpg — 1

e Duracdo dos pulsos de correntes na célula mitral: ATy,
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e Duracgdo dos pulsos de correntes na célula mitral: ATpg
e Condutancia sindptica inibitéria da célula PG na célula mitral: Gyup0)pG
e Condutancia sindptica inibitdria da célula granular na célula mitral: G¢

e As condutancias sindpticas excitatorias da célula mitral nas células PG e granular sdo

mantidas a 0.06 u S.
e Densidade de Condutancia da corrente de célcio tipo T da célula PG: g¢,

e As demais densidades de condutincias das correntes da célula PG foram mantidas fixas

com os valores ajustados na secao anterior.

Um estudo foi feito com o objetivo de estudar o efeito dos parametros Ay, Apg, L, Gpg,
Gg, Gc, na resposta (frequéncia de disparo, tempo para o primeiro spike) da célula mitral. As
variacdes de parametros, as andlise e os grificos foram gerados usando o Matlab através de um
progarama que, a cada combinacdo de parametro gerada, o simulador NEURON era chamado
para rodar o modelo. Depois da simulagdo com o NEURON, o numero de spikes era tranfor-

mado em frequéncia para que os graficos pudessem ser gerados.

3.5.1 Efeito da Inibicao da PG sobre a Mitral

O primeiro passo da construcio da rede simplificada consistiu em conectar as células PG e
mitral através de uma sinapse GABAergica inibitéria (figura[3.3JA), cujo modelo serd discutido
na proxima secao. Incialmente, ambas as células receberam um pulso quadrado de corrente
durante 1000 ms com o mesmo tempo de inicio (7)y = Tpg = 50 ms). As amplitudes dos es-
timulos receberam os valores padrdes da caracterizagdo da resposta eletrofisioldgica de cada
célula. No entanto a conexdo entre as células ocorre no compartimento gémulas da célula PG,
assim foi necessdrio aumentar a aplitude de entrada neste neur6nio de modo a tornar significa-
tivo seu efeito na célula mitral. Assim as amplitudes receberam os valores de Ay = 0.274 nA e
Apc =0.18 nA.

Uma variacdo da condutincia sindptica inibitoria foi feita mantendo as amplitudes dos pul-
sos de corrente injetados nas células constantes. Posteriormente, tais amplitudes também foram

variadas a fim de analisar a influéncia da inibi¢ao na frequéncia de disparos da célula mitral.

Em nossas investiga¢des, analisamos também o efeito do atraso Ly, (diferenca entre o ins-

tante de inicio do pulso de corrente injetado na célula PG e o instante de inicio do pulso de
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I . .
.

Figura 3.3: Esquema das conexdes inseridas entre os modelos das células Periglomerular (PG),
Mitral (M) e Granular (Gr), representadas por flechas. Os sinais (+) e (-) indicam, respectiva-
mente, sinapses excitatorias e inibitorias. (A) Conexado entre as células PG e mitral através de
uma sinapse inibitéria. (B) Conexao entre as células PG e mitral através de uma sinapse recip-
roca - inibitoria e excitatoria. (C) Sinapses reciprocas entre as células PG, Mitral e Granular.

corrente injetado na célula mitral: Ly; = Tpg — T)s - definido acima) na diferenca entre o tempo
de disparo do primeiro potencial de acdo da célula mitral conectada a célula PG e o tempo de
disparo do primeiro potencial de ag¢do da célula mitral isolada (312.2 ms), denotado por ATp,.
Neste estudo realizamos simulagdes com os seguintes valores:

Ay =0.274nA

Ty = 200 ms

ATy = 600 ms

Geaba(pG) = 0.06 S

Apc =0.18 nA

Os valores de Tpg foram variados de 60 a 210 ms com intervalos de 10 ms. Posteriormente a
variagdo foi feita de 60 a 350 ms para verificar até que ponto o atraso do estimulo da célula PG
influenciaria no tempo de disparo do primeiro potencial de acdo da célula mitral. No decorrer
da simulacdo controlamos a duracio do estimulo na célula PG de maneira que ambas injegdes

de correntes terminassem sempre no mesmo tempo (em 800 ms).

Para compreender com detalhes o efeito do atraso Ly, analisamos o comportamento do po-
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tencial de membrana da célula mitral para alguns valores de Tpg testados anteriormente, como

Tpc = 80, 120 e 280 ms, os quais fornecem atrasos Ly; = —120, 10 e 80 ms, respectivamente.

Ap6s verficado o sucesso da conexao inibitdria, uma sinapse de glutamato excitatdria, cujo
modelo serd descrito adiante, foi adicionada ao circuito conforme ilustra a figura [3.3B a fim
de reproduzir uma possivel conexao entre as células PG e mitral relatadas na literatura (SHEP-
HERD, |2004; PINCHING; POWELL, |1971b).

3.5.2 Efeito da Inibicao das célula PG e Granular sobre a célula Mitral

O modelo constituido de uma célula mitral conectada a uma célula PG, descrito na se¢ao
anterior, foi conectado a uma célula granular através de uma sinapse GABA inibitéria da célula
granular para a mitral e uma sinapse Glutamato excitatdria, conforme ilustra a figura [3.3
Como primeiro estudo, verificamos o efeito das sinapses inibitorias no potencial de membrana
da célula mitral durante um intervalo de tempo de 1000 ms, a célula granular recebeu um pulso
quadrado de corrente com amplitude de 0.1 nA multiplicada pelo fator de corre¢io Olgrq, =
0.625, resultando numa amplitude de 0.0625 nA. As células PG e mitral receberam pulsos
quadrados de correntes com suas amplitudes de caracterizacdo com uma duracdo de 600 ms e

tempo inicial de estimulo de 50 ms.

A inibi¢do também pdde ser verificada através do efeito da variacdo das condutancias das
sinapses GABA na frequéncia de disparos e no tempo do primeiro potencial de acdo da célula

mitral.

Outro aspecto obervado se deu através da variagdo do pardmetro Ly, o qual representa a
diferenca entre os tempos iniciais de estimulo da célula PG e da célula granular (Lg = Tpg — 15).
Neste estudo, fixou-se a condutancia sinaptica da célula granular em 0.06 uS e procurou-se uma
faixa de valores de condutincia sinaptica inibitéria da célula PG, a qual permite a existéncia
de potenciais de acdo pela célula mitral, ou seja, ndo iniba totalmente a célula. Pelos estudos
anteriores, verificou-se que esta faixa de valores correspondia de 0.01 a 0.1 uS. Os valores de
Tpi foram variados de 50 a 500 ms com intervalos de 10 ms, fornecendo valores de L, de 0 a

450 ms. O efeito dessas variagdes foram observados na frequéncia de disparos da célula mitral.

Existem muitas varidveis no pequeno circuito que construimos neste trabalho, portanto exis-
te um grande nimero de estudos que podem ser feitos. Em nossas andlises procuramos inves-
tigar os parametros que produzissem efeitos na resposta da célula de saida do bulbo olfatério,
a célula mitral. Um desses parametros € a densidade de condutincia da corrente de cdlcio tipo

T (gcq) da célula PG. Veificou-se que o mesmo produzia uma diferenga na reposta da célula
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mitral quando subemtido a uma variacdo num pequeno intervalo de valores, de 0.004 a 0.007
S/cm? incluindo g, = 0.0048376 S/cm? (valor ajustado no modelo da célula mitral). Tal fato
foi analisado através do comportamento do potencial de mebrana e do tempo do potencial de
acdo da célula mitral. Assim investigamos como este parametro poderia influenciar a resposta
da célula mitral. Neste estudo, fez-se uma varia¢do de gc, = 0.003 a 0.009 S/cm? com inter-
valos de 0.0002 S/cm? e de condutincia da sinapse GABA da célula PG com valores de 0.01 a
0.1 uS, com intervalos de 0.0025 uS.

E importante ressaltar que outros pardmetros da célula PG também foram analisados, no
entanto o pardmetro que resultou em mudancas significativas na célula PG foi a condutancia do

canal de calcio tipo-T.

3.6 Sinapses

As sinapses incorporadas no modelo representam as sinapses, geralmente, reciprocas en-
contradas no bulbo olfatério, conforme relata a literatura (PINCHING; POWELL),1971b; [PINCH-
ING; POWELL, |1971a; PINCHING; POWELL, 1971c). As sinapses inibitorias, modeladas
neste trabalho, sio mediadas pelo neutransmissor GABA (Acido gama-aminobutirico) e as
sinapses excitatérias sio mediadas por glutamato com receptores AMPA (Acido alfa-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico) e NMDA (N-metil-D-aspartato), os quais foram com-

binadas num Unico mecanismo.

Por simplicidade as entradas sensoriais foram modeladas com correntes constantes. Esta
simplificacdo revelou-se razoavelmente precisa tanto para o modelo individual como para a
rede simplificada, pois a resposta obtida correspondeu ao comportamento observado experi-

mentalmente.

O modelo da célula PG individual recebeu uma auto-sinapse GABAérgica inibitéria no
compartimento gémulas, pois estas células sdo capazes de modular suas excitabilidades ati-
vando autoreceptores GABA, resultando na auto-inibicdo (SMITH; JAHR) 2002; MAHER;
WESTBROOK] 2008).

Os compartimentos gémulas da célula PG e dendrito primario da célula mitral foram re-
ciprocamente conectados através de uma sinapse GABAérgica inibitoria na conexdo PG-mitral
e uma sinapse glutamatérgica excitatéria na conexao mitral-PG. A célula mitral também foi
concetada a célula granular através de uma sinapse reciproca, na qual o compartimento den-
drito secundario da célula mitral recebeu uma sinapse GABAérgica inibitéria do compartimento

dendrito periférico da célula granular, que por sua vez recebeu uma sinapse glutamatérgica ex-
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citatOria.

Todas as sinapses foram limiarizadas e graduadas de modo a refletir a comunicacdo sinap-
tica graduada in vivo. O modelo utilizado para ambas sinapses, inibitdrias e excitatorias, con-
siste em um simples modelo proposto por Cleland e Sethupathy (CLELAND; SETHUPATHY,

2006)), cujo mecanismo representa uma sinapse graduada.

A sinapse graduada é ativada por uma simples despolariza¢do do potencial de membrana
de acordo com

C(Vpre) — Cmax(vpre - Vth); (323)

onde C(V,.) € uma fungdo linear que representa o grau de ativacdo da sinapse e V,,. € 0 poten-
cial de membrana no compartimento pré-sindptico. Esta funcdo pode ser considerada andloga
a concentracdo de neurotransmissores na fenda sinaptica variando de 0 a Gy, a concentracao
maxima, cujo valor é 1. A varidvel V;; € o limiar do potencial de membrana para o qual a

sinapse serd ativada.

A variacdo da concentracdo de neutransmissores implica na variacdo do nimero de canais
abertos na célula pds-sinaptica, representado pela condutancia g, a qual foi calculada a cada

passo de tempo:

dg  (g.—g(1))
A — (3.24)

onde g = Gy C (Vpre), representa a condutancia no tempo t = o e Ty, € a constante de de-
caimento temporal da sinapse. A condutincia maxima, Gy, € representada por Ggapa em
sinapses GABAérgicas, de cardter inibitdrio, e por Gg;, em sinapses de glutamato, de carater

excitatorio.

Assim a corrente produzida pela ativagdo da sinapse, I;,, pode ser calculada a cada passo

de tempo através da seguinte equacao:

Lsin = g(t) : (Vpos - Erev); (3.25)

onde E,,, € o potencial de reversdo para a corrente sinaptica € V)5 € 0 potencial no comparti-

mento pés-sinaptico. A tabela [3.5|apresenta o valor dos pardmetros para cada tipo de sinapse.

Tabela 3.5: Parametros Sinapticos (CLELAND; SETHUPATHY, |2006)
Sinapse Tempo de decaimento Limiar de ativacio Potencial de Reversao
Inibitéria ~ Tgup, = 1 ms Vi, = —60 mV E,ep = =70 mV
Excitatoria  Tg;, = 1 ms Vin =0 mV E;ep =0mV
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4 Resultados

Neste capitulo apresentamos os resultados obtidos através da andlise dos modelos descritos
na se¢do anterior. Iniciamos com os modelos individuais e prosseguimos com as interacdes

entre eles.

4.1 Célula Periglomerular

As densidades de condutancia i6nicas foram variadas a fim de verificar o efeito de cada
corrente idnica na célula periglomerular (PG). Primeiramente, verificou-se o efeito da corrente
ativada por hiperpolarizacdo. A figura mostra a resposta eletrofisiolégica da célula para
uma injecdo de corrente despolarizante de 100 pA por 600 ms. A figura mostra valores da
resposta da célula para sua densidade de condutincia da corrente ativada por hiperpolariza¢ao

variando entre 1073 a 10~* S/cm?

. Considerou-se este intervalo devido ao valor padrdao do
modelo original ser 5- 107> S/cm?. Assim procurou-se uma faixa de valores que incluisse o
valor padrdo como um valor intermedidrio. O efeito desta corrente pode ser visualizado com

mais detalhes numa ampliagdo apresentada na figura[d.2]

Note que para valores de densidades de condutincia acima de 5- 10~ S/cm?, a voltagem
inicial da simulacdo (—65 mV) € suficiente para deslocar o potencial de repouso. Além disso
para 10~% S/cm? ndo h4 disparo do potencial de acdo. Por outro lado, para valores de g, menores
do que 5- 107> S/cm? h4 disparo do potencial de acio e quanto menor este valor, menor é o

atraso entre o inicio da aplicacao do estimulo e o pico do potencial de a¢do, como pode ser visto
na figura|d.2

Os efeitos da variacdo das densidades de condutancia das correntes de sodio e potdssio de
Hodgkin-Huxley sdo apresentadas nas figuras e respectivamente. E possivel verificar
a forte influéncia da corrente de sédio na formacdo do potencial de acdo, nota-se que, para
valores de densidades abaixo de gy, = 0.032 S/cm? ndo h4 disparo do potencial de agio e que

o tempo de disparo € fortemente afetado pela variacdo das densidades. A corrente de potéssio,
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Figura 4.1: Efeito da corrente ativada por hiperpolarizagido no potencial de membrana do modelo da
célula periglomerular para uma injecao de corrente despolarizante de 100 pA, cuja duragdo € indicada
pela barra abaixo da curva, e diferentes valores de densidades de condutincia da corrente.
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Figura 4.2: Ampliacdo da resposta do potencial de membrana sob a variacdo da densidade de
condutancia da corrente ativada por hiperpolarizacdo para uma injecdo de corrente despolar-
izante de 100 pA por 600 ms.

por outro lado, apresenta um efeito mais marcante apés o potencial de agdo (figura[d.4), onde o
potencial de membrana da célula PG apresenta um decaimento maior a medida que a densidade

de condutincia aumenta. Nota-se também que para g; = 0.026 S/cm? a célula ndo dispara.

O efeito da corrente de potdssio inativante tipo-A pode ser analisado na figura[4.5] onde é
possivel observar que quanto menor a densidade de condutancia, menor o atraso para a célula

disparar, ou seja, mais rapido a célula dispara o potencial de acdo. Para valores acima de 0.014
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Figura 4.3: Ampliacdo da resposta do potencial de membrana sob o efeito da corrente de s6dio
para uma injec¢do de corrente despolarizante de 100 pA por 600 ms e diferentes valores de
densidades de condutancia da corrente.
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Figura 4.4: Ampliacio da resposta do potencial de membrana sob o efeito da corrente de potas-
sio para uma injecdo de corrente despolarizante de 100 pA por 600 ms e diferentes valores de
densidades de condutincia da corrente.

S/cm? ndo ha disparo do potencial de aco.

A densidade de condutancia do canal de calcio tipo-T também foi variada a fim de verificar
seu efeito, conforme ilustra a figura[4.6] Esta corrente transiente é responsével pelo potencial
de acdo de baixo limiar (do termo em inglé€s low threshold spike, LTS) (MCQUISTON; KATZ,
2001). Nota-se que quanto maior sua densidade de condutancia, mais rapido a célula dispara um

potencial de a¢do e maior o rebound. Para densidades de condutancia abaixo de gc, = 0.0045
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Figura 4.5: Efeito da corrente de Potdssio inativante tipo-A no potencial de membrana da célula
periglomerular para um injecdo de corrente despolarizante de 100 pA, cuja duracio é indicada pela
barra abaixo da curva, e diferentes valores de densidade de condutancia do canal de potdssio inativante
tipo-A.

S/cm? ndo ocorre disparo do potencial de agio. Por outro lado se gc, for muito alto, como 0.007
S/cm?, a célula ndo responde de acordo com o comportamento experimental, formando um
rebound mais elevado e se a densidade exceder 0.007 S/cm? o modelo exibe um comportamento
diferente, disparando mais do que um potencial de agdo como pode ser observado na figura[4.7}

Tal comportamento € verificado experimentalmente (MCQUISTON; KATZ, [2001).

30
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Figura 4.6: Efeito da corrente de cdlcio tipo-T no potencial de membrana do modelo da célula
periglomerular para uma inje¢do de corrente despolarizante de 100 pA por 600 ms para dife-
rentes valores de densidades de condutincia da corrente.

A auto-sinapse inibitoria incorporada ao modelo da célula PG foi analisada através da vari-
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Figura 4.7: Disparos repetitivos do modelo de célula periglomerular para as densidades de
condutancia de g¢, = 0.008 S/cm? (vermelho) e gcqa = 0.010 S/ecm? (azul).

acdo de sua condutincia méxima, dada em uS (figura . Valores abaixo de ggapa = 0.042 uS

nao foram considerados pois a célula poderia apresentar mais de um disparo.
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Figura 4.8: Efeito da sinapse inibitéria para um inje¢do de corrente despolarizante de 100 pA, cuja
duracdo € indicada pela barra abaixo da curva, e diferentes valores de condutincias maximas.

A auto-sinapse, além de inibir a propaga¢ao do potencial de acdo, reflete-se na diminui¢ao
do valor do potencial no platd, caracteristica ndo encontrada no efeito dos canais 10nicos es-
tudados. Este efeito reproduz o comportamento experimental da célula periglomerular, que
apresenta um potencial de aproximadamente —49 mV no platd. Para as condutancias sinapticas
testadas que nao inibiram o disparo do potencial de acdo, ggupe = 0.048 uS foi o que resultou

num valor para o potencial no plat6 (aproximadamente —46 mV) mais proximo do valor experi-
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mental. Por isso uma busca mais criteriosa foi feita para encontrar um valor critico (0.04920001
uS) de condutancia sinaptica para o qual a célula ainda seja capaz de disparar um potencial de

agdo, como ilustra a figura[4.9|

—0.04919995 uS
—0.04919996 uS

0.04919997 uS
—0.04919998 uS
—0.04919999 uS
—0.04920000 uS
—0.04920001 S
T 0.04920002 S

Potencial de Membrana (mV)

220 240 260 280 300 320 340
Tempo (ms)

Figura 4.9: Efeito da sinapse inibitoria.

Uma vez compreendido como cada corrente ionica influencia na resposta eletrofisioldgica
da célula, foi feita uma busca por parametros, para os quais 0 modelo apresentasse melhores
respostas em relacdo a amplitude do potencial de acdo, tempo de disparo e valor do potencial
no plato. Com base nos resultados apresentados acima, verificou-se que os parametros que
mais influenciavam em tais medidas eram, respectivamente, as densidades de condutincia da

corrente de sddio e da corrente de calcio tipo-T e a condutancia sinaptica.

Quanto ao estudo das densidades de condutincia dos canais de sddio e célcio tipo-T, o
modelo foi submetido a0 mesmo protocolo e a uma variagdo de densidades numa regiao mais
restrita de valores, para os quais o efeito da corrente idnica resultasse na resposta desejada.
Buscou-se valores que resultassem em amplitudes do potencial de acdo préximos da amplitude
experimental de 17.1 mV e tempos de disparo proximos do tempo experimental de 264.9 ms. As
figuras[4.10[e d.TT]exibem estas respostas para diferentes densidades de condutincia dos canais
de sédio e cdlcio tipo-T, respectivamente. O erro, as diferengcas de amplitudes e de tempo de

disparo, definidos na se¢do[3.2] em fungdo dessas densidades estdo apresentados nas figura[d.12]
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Figura 4.10: Potencial de acdo gerado pelas densidades de condutancia da corrente de sddio,
dadas em S/cm?, as quais resulataram em amplitudes e tempos de disparos mais préximos de
seus respectivos valores experimentais.
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Figura 4.11: Potencial de acdo gerado pelas densidades de condutincia da corrente de célcio
tipo-T, dadas em S/cm?, as quais resulataram em amplitudes e tempos de disparos mais préxi-
mos de seus respectivos valores experimentais.

As densidades de condutincia do canal de clcio tipo-T de 0.0048376 S/cm? e do canal de
sédio de 0.03077142 S/cm? produziram uma resposta com o menor erro (0.01094), e menor ATy
(0.0157 ms), como pode ser visto nas figuras[d.12h, [4.12d, 4. 12k e[4.12f. Embora AV, = 0.6224
mV ndo tenha sido minimo para gy, = 0.03077142 (Figura [4.12¢) esta densidade foi julgada

como o melhor ajuste para o modelo, pois o erro € o AT; compensam o fato desta diferenca

de amplitude ndo ser minima. A densidade de gy, = 0.0307714196 S/cm? que produziu uma

resposta com menor AV, = 0.3239 mV, porém este valor produz uma resposta com maior erro
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Figura 4.12: Andlise das melhores respostas do modelo de célula periglomerular obtidas em
fun¢do das variagdes das densidades de condutancia, dadas em S/cm?, da correntes de cdlcio
tipo-T (a), (b) e (c) e da corrente de sédio (d), (e) e (f), onde (a) e (d) apresentam a diferenca
entre o tempo de disparo experimental e do modelo tedrico (AT; = |Td(exp) = Ty (mod) D; (b) e
(e) mostram a diferenca entre a amplitude do potencial de acdo da resposta experimental e do
modelo tedrico (AVy = |VA(exp) — VA(mod) )); () e (f) fornecem a medida de erro entre os dados
experimentais e dados do modelo.

e maior ATy.
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Diante da caracterizagdo dos efeitos das correntes i0nicas e suas influéncias no modelo
proposto foi possivel identificar a combinacdo de parametros mais adequada, apresentada na
tabela [4.1] resultando assim na melhor resposta do modelo de célula periglomerular, ilustrado
na figura[d.13] Esta resposta reproduz o comportamento experimental da célula (figura[3.2)), que
corresponde a um disparo do potencial de acdo seguido por um platd do potencial de membrana.

As caracteristicas da célula real e do modelo, consideradas como critério para avaliar a melhor

resposta, estdo comparadas na tabela[4.2]

Densidades de Condutincia Valor em S/cm?

gh 0.00005000

gk 0.02210000

8kA 0.01540000

8Na 0.03077142

8Ca 0.00483760
Condutancia Sinaptica Valor em uS
Geaba 0.04920001

Tabela 4.1: Valores ajustados para o modelo da célula periglomerular
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Figura 4.13: Resposta eletrofisiologica
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do modelo de célula periglomerular para uma corrente

despolarizante de 100pA com os pardmteros da tabela @

Medidas

Modelo Célula real

Tempo de disparo
Potencial no plato

Amplitude do spike | 17.7271 mV 17.1047 mV

264.9000 ms | 264.8843 ms
—46.0873 mV | —49.2626 mV

Tabela 4.2: Comparacdo entre as medidas mais relevantes da resposta de célula periglomerular.
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4.2 Célula Mitral

A resposta do modelo da célula mitral isolado é apresentada nas figuras[4.14]e[d.15] as quais

exibem a forma dos potenciais de acdo e a frequéncia de diparos, respectivamente.
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Figura 4.14: Resposta do potencial de membrana do modelo da célula mitral para uma cor-
rente despolarizante de 0.2 nA por 450 ms, reproduzindo o protocolo proposto por Davison

(DAVISON;, 2001).
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Figura 4.15: Frequéncia de disparos da célula mitral em fung¢do do estimulo de corrente

somatico, reproduzindo o protocolo proposto por Davison (DAVISON, 2001)).
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4.3 Cé€lula granular

A resposta da célula granular também foi caracterizada a fim de verificar se o modelo ap-
resentava o comportamento previsto pela literatura antes de ser adicionado ao circuito com as
demais células. As figuras4.16] mostram a forma dos potenciais de ac¢do e a frequéncia de

diparos, respectivamente.
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Figura 4.16: Resposta do potencial de membrana do modelo da célula granular para uma cor-
rente despolarizante de 0.01 nA por 2500 ms, reproduzindo o protocolo proposto por Davison
(DAVISON, 2001)).
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Figura 4.17: Frequéncia de disparos da célula granular em funcdo do estimulo de corrente
somadtico, reproduzindo o protocolo proposto por Davison (DAVISON, 2001)).
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4.4 Rede Simplificada

Esta secdo apresenta os resultados de uma simples interac@o entre os modelos apresentados

acima.

4.4.1 Efeito da Inibicao da PG sobre a Mitral

Como primeira investigacdo, considerou-se a conexao entre a célula PG e a célula mitral
através de uma interacdo reciproca. A célula mitral recebeu uma sinapse inibitdria da célula PG,
que por sua vez, recebeu uma sinapse excitatoria da célula mitral. Considerando as condutan-
cias maximas G = 0.06 uS para ambas sinapses, a figura mostra a resposta do potencial de
membrana da célula mitral para pulsos de corrente constantes de 0.18 nA e 0.274 nA injetados
nas células PG e mitral, respectivamente, por 600 ms com inicio em 50 ms. Primeiramente,
nota-se o aumento do atraso do disparo do primeiro potencial de a¢do. O tempo entre os dis-
paros também € aumentado. Na presenca da inibicdo, a célula mitral dispara potenciais de a¢do
com intervalos de tempo maiores, resultando numa reducio de acima de 50% da frequéncia de
disparos. O comportamento da frequéncia em fun¢do da variacdo da condutancia maxima esta
apresentado na figura .19 onde é observada uma reducdo da frequéncia de disparos, aproxi-

madamente linear, conforme a condutincia sinaptica mdxima aumenta.
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Figura 4.18: Efeito da Inibi¢do da PG no Potencial de membrana da célula mitral. O histograma ao
lado apresenta a taxa de disparos na auséncia (azul) e na presenga (vermelho) da sinapse inibitdria.
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Figura 4.19: Frequéncia de disparos da célula Mitral em fungio da condutincia sinaptica inibitria. As
células PG e mitral receberam pulsos de corrente constantes de 0.18 nA e 0.274 nA, respectivamente,
por 1000 ms e a condutancia maxima.

Posteriormente analisou-se o efeito da inibi¢cao variando as amplitudes dos pulsos de cor-
rente injetados nas duas células. A figura apresenta um diagrama de frequéncias de dis-
paros da célula mitral em funcdo da condutancia sinaptica maxima e da amplitude do estimulo
Apg na célula PG. Nota-se que a frequéncia de disparos é maxima quando a célula PG ndo
recebe pulso de corrente (em Apg = 0), mas a medida que a corrente injetada na célula PG
vai aumentando a inibicao torna-se perceptivel. Ha uma aparente simetria no comportamento
da frequéncia em relagdo aos dois parametros variados: mantendo-se um fixo e aumentando-se
o outro hd uma reducdo na frequéncia. E aumentando os dois simultaneamente provoca uma

reducdo ainda maior na frequéncia.

O mesmo procedimento foi feito para a corrente injetada na célula mitral, cuja amplitude
Ay foi variada juntamente com a conduténcia sinaptica maxima, conforme ilustra a figurad.21]
Neste caso, os paradmetros causam efeitos inversos: a medida que a amplitude de corrente Ay
aumenta, a frequécia de diparos aumenta, no entanto os diparos sdo reduzidos a medida que a

condutancia sinaptica maxima aumenta.

Outra maneira para analisar o efeito da inibi¢do da PG sobre a mitral foi verificar a in-
fluéncia do atraso Ly no tempo de disparo do primeiro potencial de acdo da célula mitral, onde
Ly = Tpg — Ty, definido na sec@o [3.5] representa a diferenca entre os instantes de inicio dos
estimulos de corrente na célula mitral (73;) e na célula PG (Tpg). A condutincia maxima da
sinapse foi mantida a 0.06 uS e cada célula recebeu a amplitude de corrente padrdao por 600

ms. A figura[4.22] mostra a diferenca entre os tempos de disparo do primeiro potencial de acdo
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Figura 4.20: Diagrama da amplitude do pulso de corrente injetado na célula PG (Apg) versus con-
dutancia sinaptica inibitoria (Ggapa(pc)) € as respectivas frequéncias de disparos (Hz) da c€lula mitral
mostradas no cddigo de cores conforme a barra ao lado
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Figura 4.21: Diagrama da amplitude do pulso de corrente injetado na célula Mitral (Ays) versus con-
dutancia sinaptica inibitéria (Ggup(pg)) € as respectivas frequéncias de disparo (Hz) da célula Mitral
mostradas no c6digo de cores conforme a barra ao lado

da célula mitral conectada a PG e da célula mitral isolada, representada por ATp4, em funcdo
do atraso Ly, para tempos de injecdo de corrente (7p;) na célula PG com uma variagdo de 60
a 350ms mantendo Tj; fixo em 200ms e resultando num atraso de —140 a 150ms. E possivel
observar que ATpy atinge seu valor maximo em Ly, = 10ms e que a partir de Ly, = 50 ms a dife-

renca ATpy rapidamente € reduzida a zero. Isso significa que o atraso Ly deixa de influenciar no
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tempo de disparo do primeiro potencial de acdo, devido a célula mitral estar disparando antes
do inicio do estimulo na célula PG. Certamente a inibi¢do ainda influenciaciard no potencial de
membrana da célula mitral mas niao no seu primeiro potencial de acdao. Por outro lado, quando
a célula PG recebe o pulso de corrente antes da célula mitral (valores de Ly, < 0), nota-se altos
valores de ATps, variando de aproximadamente 124 a 130 ms, conforme ilustra a figura [4.23]
Quando o atraso Ly, = —140ms, ou seja, quando a célula PG recebe o pulso de corrente em
Tpc = 60 ms e a célula mitral recebe em 7T); = 200ms, a inibi¢do faz com que a célula mitral
atrase 124.5 ms em relagcdo a célula isolada e conforme a PG € estimulada num tempo mais
proximo a estimulag@o da mitral, o atraso da célula vai aumentando até 129.0 ms com L =0¢e

atinge seu maximo, aproximadamente 129.3, em L = 10. O maximo ndo ocorre em L=0 pois o

disparo do potencial de agdo da célula PG ndo ¢ imediato, isso pode ser visto na figura.13]
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Figura 4.22: Efeito do atraso Ly = Tpg — Ty entre os tempos iniciais de estimulos nas células PG e
mitral na diferenca entre os tempos de disparo do primeiro potencial de acdo (ATp4) da célula mitral
conectada a PG e da célula mitral isolada para o tempo de injec@o de corrente na célula PG (7pg) com
uma variagdo de 60 a 350 ms

Para melhor compreender o efeito do atraso na resposta da célula mitral, verificou-se o
potencial de membrana desta célula para um dos valores de Ly, estudados. Escolheu-se Ly =
—120, atraso para o qual a célula PG € estimulada em 7p = 80 ms, conforme mostra a figura
K.24] Esta figura mostra a hiperpolarizagdo do potencial de membrana da célula mitral no
inicio do estimulo de corrente na célula PG. Nota-se que a hiperpolariza¢do vai aumentando
gradativamente e torna-se maior depois de aproximadamente 20 ms, tempo proximo do tempo

de disparo da célula PG. Outros valores de Ly, como 10 e 80 também foram analisados (figura
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Figura 4.23: Efeito do atraso Ly, = Tpg — Ty entre os tempos de estimulos nas células PG e mitral na
diferenca entre os tempos de disparo do primeiro potencial de acdo (ATp4) da célula mitral conectada a
PG e da célula mitral isolada para o tempo de injecdo de corrente na célula PG (7js) com uma varia¢io
de 60 a 210 ms

4.235)), verificando assim como a diferenca entre os tempos iniciais de estimulo entre as duas

células pode afetar no tempo de diparo do primeiro potencial de acao da célula mitral.

Inicio do estimulo
da PG =80ms

Inicio do estimulo
-67.5 da Mitral = 200 ms B

Potencial de membrana da célula mitral (mV)

1 1 1 1 1 1 1
80 100 120 140 160 180 200
Tempo (ms)

Figura 4.24: Resposta do potencial de membrana da célula mitral em fun¢do do tempo para um atraso
Ly = Tpg — Tyy = —120 entre os tempos de estimulos nas células PG e mitral. A flechas indicam o inicio
da injecdo do pulso de corrente na célula PG em 7ps = 80 ms (flecha vermelha) e na célula mitral em
Ty = 200 ms (flecha azul)
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Figura 4.25: Efeito do atraso Ly, no potencial de membrana da célula mitral.
4.4.2 Efeito da Inibicao das células PG e Granular sobre a célula Mitral

O passo seguinte para a constru¢do da rede siplificada consistiu em adicionar a célula gra-
nular através de uma interac@o reciproca, sendo uma sinapse inibitéria da granular para mi-
tral e uma sinapse excitatéria da mitral para granular. Considerando as condutancias maximas
G = 0.06 uS para todas as sinapses envolvidas no pequeno circuito formado pelas células PG,
mitral e granular, as quais receberam pulsos de correntes contantes, verificou-se o efeito da
inibi¢do na reposta da célula mitral. A figura [4.26] mostra o potencial de membrana da célula
mitral na auséncia e na presenca da inibicdo, a figura apresenta um histograma que compara as
frequéncias de disparo na célula mitral provocadas pela inibi¢do somente da célula PG e pela
inibicao das duas células, PG e granular. Nota-se que a entrada de mais uma sinapse inibitoria
reduz a frequéncia de disparos da célula mitral e aumenta o tempo de disparo do seu primeiro
potencial de acdo. Este comportamento também pode ser observado em fun¢do das entradas
sindpticas na célula mitral fornecidas pela célula PG e pela célula granular através da variacao
de suas condutancias maximas. A figura[4.27) apresenta a frequéncia de disparos e a figura[4.2g]
o tempo de disparo do primeiro potencial de acdo em fun¢do dessas variagdes. Na auséncia de
inibicdo, a célula mitral dispara o primeiro potencial de acao por volta de 300 ms. Quando as
sinapses sdo adicionadas e suas condutiancias maximas sao aumentadas, o atraso para a célula

disparar seu primeiro potencial de acdo torna-se cada vez maior, conforme ilustra a figura[4.28]

Outro aspecto observado foi a influéncia do atraso entre os tempos iniciais de estimulo da
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Figura 4.26: Efeito da inibi¢do das células PG e Granular no potencial de membrana da célula mitral.
As células PG, mitral e granular receberam pulsos de corrente constantes de 0.18 nA, 0.274 nA e ,
respectivamente, por 600 ms.
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Figura 4.27: Diagrama da condutancia inibit6ria da sinapse entre as células granular e mitral (Ggupa(c))
versus conduténcia inibitoria da sinapse entre as células PG e mitral (Gg.pq(pc)) € as respectivas frequén-
cias de disparo (Hz) da célula mitral mostradas no c6digo de cores conforme a barra ao lado

célula PG (Tpg) € da célula granular (75), representado por L, = Tpg — Tg, na frequéncia de
disparos da célula mitral. A condutancia méxima da sinapse inibitoria da célula granular foi

mantida a 0.06 uS e a sinapse inibitoria da célula PG teve sua condutancia maxima variada
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Figura 4.28: Diagrama da condutancia inibitdria da sinapse entre as células granular e mitral (Ggapa(c))
versus condutincia inibitéria da sinapse entre as células PG e mitral (Ggqpq(pG)) € 08 respectivos tempos
de disparo do primeiro potencial de a¢do (ms) da célula mitral mostrados no cédigo de cores conforme a
barra ao lado

em funcdo do atraso L,, conforme ilustra a figura @l Esta andlise considera variacdes de
parametros que pertencem a niveis de processamento distintos a fim de verificar como a relagdo
entre eles podem afetar a resposta da célula mitral. A figura[d.29 mostra o efeito desta relagio,
onde nota-se que o aumento do atraso L, permite o crescimento da frequéncia de disparos da
célula mitral, enquanto que a condutincia sinaptica mdxima age no sentido inverso, seu aumento

provoca a redugdo da frequéncia.

Como ultima andlise considerou-se como parametros ativos da célula PG poderiam influ-
enciar na resposta da célula mitral. Um interessante efeito foi observado variando a densidade
de conduténcia da corrente de cdlcio tipo T da célula PG. A figura 4.30] mostra o efeito desta
variagdo no potencial de membrana da célula mitral. O aumento da condutancia da corrente de
calcio aumenta o atraso do disparo do potencial de acdo. O tempo de disparo do primeiro poten-
cial de agdo ¢ analisado através da figura[.31] onde nota-se uma dependéncia aproximadamente

linear com a densidade de condutincia desta corrrente.
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Figura 4.29: Diagrama da condutancia inibitéria da sinapse entre as células PG e mitral (Gggpa(pc))
versus a diferencga entre os atrasos dos estimulos da célula PG e granular e as respectivas frequéncias de
disparo da célula mitral (Hz) mostradas no cédigo de cores conforme a barra ao lado
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Figura 4.30: Efeito da variac@o da densidade de condutincia da corrente de cdlcio da célula PG

no potencial de membrana da célula mitral

O efeito da corrente de cdlcio na resposta da célula mitral foi investigado em fungdo da

sinapse inibitéria com a célula PG. A figura [4.32] apresenta um diagrama de frequéncias de

disparos da célula mitral resultante das variacOes da densidade da corrente de calcio e da con-

dutancia (ggapa) da sinpase com a célula PG. Nota-se que aumento dos pardmetros envolvidos
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Figura 4.31: Efeito da variacdo da densidade de condutancia da corrente de célcio da célula PG

no tempo do primeiro potencial de acao da célula mitral

provocam uma reducdo gradual da frequéncia de disparos.
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Figura 4.32: Diagrama da conduténcia inibitdria da sinapse entre as células PG e mitral (Ggpa(pc)) ver-
sus densidade de condutincia da corrente de célcio tipo T (g¢,) da célula PG e as respectivas frequéncias
de disparo (Hz) da célula mitral mostrados no cédigo de cores conforme a barra ao lado

Assim finaliza-se os resultados obtidos através dos estudos da rede simplificada construida

neste trabalho.
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5 Discussoes

Neste capitulo sdo discutidos os principais resultados obtidos pelo estudo dos modelos indi-
viduais das células periglomerular (PG), mitral e granular e posteriormente da rede simplificada
constituida por estas células. Embora o grande nimero de detalhes biol6gicos que sustentam
tais modelos permita o estudo de diversos mecanismos de processamento de odores do bulbo
olfatdrio, nosso estudo se restringe apenas a compreensdo dos modelos individuais e de uma
simples interacdo entre eles para que estudos futuros possam apresentar maior grau de com-
plexidade. Este trabalho, portanto pode ser visto como uma primeira etapa de um trabalho
maior que consistird na modelagem de uma rede maior do bulbo olfatério. Para se chegar ao
modelo maior, porém, € necessario primeiro entender o comportamento de seus componentes

mais simples e este foi o objetivo do presente trabalho.

5.1 Célula Periglomerular

A constru¢do do modelo da célula PG se baseou em dados experimentais morfolégicos e
eletrofisioldgicos fornecidos pela literatura (PINCHING; POWELL, 1971b; PINCHING; POW-
ELL, [1971a; PINCHING; POWELL, [1971c; MCQUISTON; KATZ |2001; CADETTI; BEL-
LUZZI, 2001). As caracteristicas e propriedades levadas em conta foram suficientes para pro-
duzir uma curva de reposta correspondente a0 comportamento eletrofisiologico experimental
sob as mesmas condicdes. Até chegarmos numa reposta satisfatéria, foi observado o efeito de

cada corrente iOnica na curva de resposta através da variagao de suas densidades de condutancia.

Para todas as correntes adicionadas ao modelo foi feita uma variacdo buscando sempre
encontrar valores limiares que separassem o comportamento em dois regimes: de disparo e de

auséncia de disparo.

Como podemos acompanhar na se¢ao resultados a corrente ativada por hiperpolarizacao foi
a primeira a ser investigada, cujo efeito pode ser observado nas figuras #.1|e 4.2] Claramente,

podemos verificar que existe um valor limiar de densidade de condutancia acima do qual ndo
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ocorre disparo do potencial de acdo. Tal fato pode acorrer devido ao deslocamento do potencial
de repouso, obeservado na figurad. ] pois isso resulta numa mudanga no estado inicial da célula
antes da injecd@o de corrente, mostrando que o modelo € sensivel as condicdes iniciais. Portanto
a mudancga provocada pela corrente de hiperpolarizacdo no potencial de repouso ndo permite
que o modelo dispare um potencial de a¢do nas condicdes estabelecidas (com estimulo de 100
pA). Outro aspecto obervado foi a influéncia deste canal no atraso do potencial de a¢cdo, quanto
menor seu valor de densidade de condutancia, menor o atraso. Assim, foi possivel verificar que
esta corrente atua na excitabilidade da célula, ou seja, na sua capacidade de responder a um

estimulo nervoso.

A corrente transiente de s6dio atua na geracao do spike. A figura mostra como a den-
sidade de condutincia influencia na amplitude e no tempo de disparo do potencial de acdo. A
auséncia de potenciais de acdo para alguns valores de densidade de condutincia pode ser expli-
cada pelo fato de que tais valores ndo sdo suficientes para gerar o potencial de agdo, ou seja,
a corrente injetada nao € suficiente para elevar o potencial de membrana para que a densidade
de condutancia da corrente de sddio, que é dependente desse potencial, provoque o aumento da
corrente de sédio e esta por sua vez, supere a corrente de potdsssio resultando no potencial de

acdo.

Por outro lado a corrente persistente de potdssio, atua na repolarizagdo da célula. Logo
ap6s o disparo do potencial de acdo, o potencial de membrana cai para aproximandamente
—46mV (figura e segue este valor num platd durante o periodo de injecdo da corrente de
100 pA. Para se estabeler no platd, o potencial de membrana apresenta um decaimento maior a
medida que a densidade de condutincia aumenta, pois quanto maior seu valor, maior € o poder
da corrente de conduzir o potencial membrana na direcao do potencial de revesao do potéssio
(Ex). Além disso, para elevados valores de densidades de condutancia a célula nao dispara, isso
ocorre pois a corrente de potdssio supera a corrente de sédio, ndo permitindo assim que ocorra

disparo do potencial de acdo.

Outra corrente de potdssio, a corrente inativante tipo A, com comportamento semelhante,
também foi analisada. Esta corrente transiente atua no potencial de repouso, na repolariza¢ao
da célula e também no atraso do disparo do potencial de agdo. Na figura[4.5|€ possivel observar
que a medida que sua densidade de condutancia aumenta a célula passa a apresentar um atraso
cada vez maior para disparar o potencial de acdo até ndo disparar mais. A corrente, portanto,

age no sentido de dificultar o spike.

A corrente de cdlcio tipo-T, responsdvel pelo potencial de acdo de baixo limiar tem seu

efeito apresentado nas figuras 4.6 e onde € possivel verificar sua influéncia no tempo de
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disparo e na forma do potencial de acdo provocando um aumento no potencial de membrana
da célula PG apds o potencial de acdo, o que chamamos de rebound. Este comportamento foi
observado para elevadas densidades de condutancia e, para valores bem altos acima de 0.008
S/cm?, a célula exibiu um comportamento interessante, disparando mais do que um potencial
de acdo (figurad.7). Isso pode ser explicado pelo fato de que a corrente de calcio é ativada
por baixos valores de voltagem, assim a voltagem apds o término do potencial de acdo € sufi-
ciente para produzir a corrente de cdlcio e gerar outro ou mais potenciais de acdo. Estes efeitos
mostram que a corrente de célcio tipo T atua na atividade sublimiar da célula e desempenhando

a funcdo de gerar disparos repetitivos.

A auto-sinapse também foi investigada de forma andloga a dos canais 16nicos, variando sua
condutancia mdxima. Verificou-se que além de inibir a propagacdo do potencial de acdo na
célula, seu efeito refletia no valor do potencial de membrana no platd. Esta caracteristica foi
explorada com mais detalhe pois ndo encontramos uma corrente que produzisse tal efeito na
resposta do modelo. Assim, considerou-se uma varia¢ao de parametros, na qual a auto-sinapse
permitia o disparo do potencial de acdo, mas a0 mesmo tempo reduzia o valor do potencial de

membrana no platd (figura[4.9).

As variacdes das densidades de condutancia das correntes i0nicas conduziram a identifi-
cacdo dos parametros de mais forte influéncia na resposta da célula PG. Entre eles destacou-se
as densidades de condutancia da corrente de sédio e da corrente de cdlcio tipo-T e a condutancia
sinaptica. O efeito desses pardmetros refletiam em caracteristicas significativas para a incor-
porocao do modelo da célula PG em rede, como amplitude e tempo de disparo do potencial de
acdo e valor do potencial no plato. Os valores ajustados produziram uma resposta, na qual hd o
disparo de um tnico potencial de acao seguido por um platd, onde a amplitude e o tempo de dis-
paro do potencial de a¢do e o valor do potencial no platd obtidos sdo proximos dos respectivos

valores experimentais.

O modelo da PG proposto no trabalho € capaz de reproduzir o comportamento experimental
e foi construido para incorporagdo em rede. Assim, a conexdo com a célula Mitral e esta,
por sua vez, conectada a célula granular foi investigada apds a caracterizacdo dos modelos
individuais dessas células. Tal caracterizagdo consistiu em reproduzir os protocolos realizados
por Davison (DAVISON, 2001) na reducdo dos modelos das células mitral e granular propostos,
inicialmente, por Bhalla e Bower (BHALLA; BOWER, |1993). O objetivo da caracterizagao é
verificar se os modelos adaptados para incorpora¢do em rede mantinham a mesma resposta dos
modelos originais. As figuras de a[d.17) confirmam a funcionalidade dos modelos.
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5.2 Rede simplificada

Nos primeiros estudos com a rede simplificada, investigou-se o efeito da inibi¢do da célula
PG na resposta da célula mitral. Notou-se a alteragdo na resposta do potencial de membrana
através da reducdo do nimero de disparos e do aumento do atraso do tempo de disparo do
primeiro potencial de acdo. A sinapse inibitdria age gradativamente diminuindo a frequéncia de
disparos da célula mitral a medida que a condutincia méxima aumenta. Seu efeito pode inibir
totalmente os diparos (para elevados valores de condutdncia maxima) ou simplesmente reduzir

a frequéncia de disparos.

Foi verificado também o efeito da inibi¢do envolvendo as amplitudes dos pulsos de corrente
injetados em cada uma das células, onde o resultado observado mostra como os dois pardmetros
podem influenciar a resposta da célula mitral, por um lado a inibi¢do torna-se mais forte quando
a amplitude da corrente injetada na PG é aumentada. Por outro lado vé-se que a inibicdo €
superada quando o estimulo é mais forte na célula mitral, ou seja, quando sua amplitude de

corrente injetada é aumentada.

As figuras [4.20]e 4.2 T| fornecem um espago das possiveis frequéncias de disparos da célula
mitral para uma regido de valores de amplitudes de correntes que podem representar, de forma
indireta, a quantidade de moléculas ou intensidade de odor que chega ao bulbo olfatério levando
em conta que as sinapses podem ser variadas seja por tais quantidades ou por outros mecanis-
mos. O espaco de frequéncias resultante apresenta diferentes regides de diparos, sendo que
consideramos para os proximos experimentos regidoes onde hd disparos de potenciais de acdo
porém de forma controlada, ou seja, com presenca de um processo inibitério parcial, o qual age
apenas como controlador na célula mitral. E importante ressaltar que o estudo apresentado pela
figura demonstra como a relagdo entre os parametros de células distintas afeta as células
de saida de bulbo sugerindo a existéncia de um comando que pode ser controlado por ambas as

células.

O efeito da inibicdo também pdde ser verificado através do atraso no tempo de disparo
do primeiro potencial de acdo da célula mitral em funcdo da diferenca entre os instantes de
inicio dos estimulos de corrente na célula mitral e na célula PG. Nota-se que o tempo inicial
do estimulo na célula PG regula o tempo de disparo do primeiro potencial de acdo através da

sinapse inibitdria. Este estudo sugere uma outra forma de controlar os diparos da célula mitral.

Quando a interacao com a célula granular € adicionada ao circuito formado pelas células PG
e mitral, investigou-se como mais uma inibi¢ao poderia influenciar na resposta da célula mitral.

Os resultados apresentados mostram uma reducdo ainda maior na frequéncia de disparos da
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célula mitral (figuras e ). O tempo de disparo de potenciais de acdo € fortemente
dependente das condutancias sinapticas (figura[4.28) e da diferenca entre os tempos iniciais de

estimulo das células PG e granular.

Os estudos envolvendo parametros da célula PG e da célula granular mostram a inibi¢ao
resultante de um processo inicial representado pela interacdo com a célula PG, na camada
glomerular do bulbo, e de um processo subsequente representado pela interagdo com a célula
granular, numa camada mais profunda. Os resultados obtidos revelam a forte influéncia das

duas interagdes na resposta das células de saida do bulbo olfatério.

Os estudos realizados mostram a influéncia da inibicdo em diferentes niveis, seja na fre-
quéncia de disparos ou no tempo de disparo do primeiro potencial de acdo que foram afetados
por parametros das entradas inibitérias. Uma anélise, no entanto, levou em conta o efeito da
variagdo de uma corrente i0nica da célula PG, a corrente de calcio tipo T. A densidade de con-
dutincia desta corrente mostrou que as propriedades ativas podem interferir de forma répida e
eficiente na propagacdo do potencial de ag¢do, ndo apenas da célula PG (figura 4.6 e .7)), mas
também da célula mitral (figura[4.30) mesmo que o mecanismo ndo esteja presente nesta dltima
célula. Isso significa que uma alteracdo significativa no potencial de membrana da célula PG
provocard uma mudanga correspondente na resposta da célula mitral. Este e os estudos anteri-
ores mostram como a participacdo da célula PG pode afetar o processamento da informacao via

célula mitral.

Em sintese, pode-se verificar que todos os resultados demonstram que a resposta da célula
mitral é fortemente dependente das entradas sindpticas inibitdrias e ilustram como as interagdes
podem regular a frequéncia e o tempo de diparo da célula mitral. Tais resultados sdo importantes
no contexto de estudos experimentais e tedricos indicando que interagdes entre a célula mitral e
interneurdnios podem regular a sincronizagao de potenciais de acdo entre populacdes de células

mitrais.

A célula PG, em particular, pode influenciar na frequéncia, no tempo de disparo e gerar
atrasos na propagacao do potencial da célula mitral. Apesar do presente estudo se restringir
a uma pequena rede simplificada ele € suficiente para mostrar que a célula PG desempenha
um mecanismo de controle atuando nas camadas iniciais do processamento de odor do bulbo

olfatorio.

De fato o estudo desta pequena rede demostrou-se efetivo pois foi possivel verificar a
relevancia da célula PG na camada interglomérulos, como o interneuroénio atua de maneira
significativa no processamento de informacao para camadas superiores do bulbo confirmando

hipdsteses de que a célula PG pode exibir um importante papel nas camadas iniciais do bulbo,



5.2 Rede simplificada 54

possivelmente agindo como um mecanismo de controle para estabelecer o fendmeno de sincro-

nia que € observado durante a transmissao do cheiro (DAVID; LINSTER; CLELAND) 2008).
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6 Conclusoes

O estudo realizado para a constru¢cdo do modelo compartimental baseado em condutancia
da célula periglomerular (PG) conduz a uma combinagdo 6tima de pardmetros, a qual gerou
uma resposta que reproduziu com qualidade seu comportamento eletrofisiol6gico experimental.
Apesar de haver poucas informagdes disponiveis sobre atividade intracelular deste neurdnio,
este trabalho preocupou-se em relatar e utilizar tais informacdes com o objetivo de obter uma
resposta tedrica capaz de reproduzir as caracteristicas essenciais para a incorporagcao do modelo

da célula PG em uma rede, exatamente como acontece in vivo.

Os resultados obtidos da andlise da rede simplificada demonstram que a resposta da célula
mitral é fortemente dependente das entradas sinapticas inbitdrias e ilustram como a intensidade
da conexdo sinaptica pode regular o padrdo de disparos desta célula. A interacdo com a célula
PG, em particular, é investigada com mais detalhes. Seu papel é controlar a frequéncia, o
tempo de disparo e gerar atrasos na propagacao do potencial da célula mitral, atuando como um

mecanismo de controle nas camadas iniciais do processamento de odor do bulbo olfatério.

Enfim, os resultados enfatizam a importancia de estudos a nivel de circuito local para
adquirir uma compreensdo interdependente de um pequeno sistema para depois entender um
processo como um todo. Portanto pode-se dizer que uma consequéncia do efeito da interagdo
entre as células PG e mitral pode contribuir para o fendmeno da sincroniza¢ao dendro de um

conjunto de células mitrais observado no bulbo olafatério.

Com isso, verifica-se, claramente a necessidade de incorporar a célula PG em modelos de
bulbo olfatério em estudos sobre os mais diversos mecanismos para compreender o processa-

mento de odor.
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