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ABSTRACT — A modelagem fenomenoldgica da dindmica ionica nas sinapses
neuronais ¢ fundamental para o entendimento do processamento da informagao
cerebral. Parte desta dinamica ¢ controlada pela abertura de canais sensiveis a
neurotransmissores, existentes nos neurdnios € nas células gliais que contornam
as sinapses. Neste trabalho foi desenvolvido um estudo experimental que
resultou na proposta de modelo matematico para a descricdo da dindmica dos
canais glutamatérgicos existentes nos astrocitos. O experimento, formado pelo
uso de uma cultura de células de glioma C6, uma solugdo de célcio e glutamato e
um indicador de célcio, foi realizado em um aparelho misturador de fluxo
interrompido, Stopped-Flow Mixer, capaz de produzir dados de concentragcdo de
calcio no interior das células, em intervalos de 10 ms. A partir dos resultados foi
desenvolvido modelo matematico para a dindmica do calcio através da
membrana celular.

1. INTRODUCAO

Durante muito tempo acreditou-se que a sinapse era uma “conversa” restrita a dois
neurdnios; contudo, hoje se sabe que este fendmeno ¢ muito mais complexo; envolvendo
uma triade, no qual também participa a célula glial astrocitaria - fendmeno este
popularmente conhecido como sinapse tripartite (Fields & Graham, 2002; Nimmerjahn,
2009). Segundo Araque e¢ Navarrete (2010), numerosos estudos foram realizados acerca de
tal tematica durante os Ultimos anos; e, por meio deles, pode-se acreditar na existéncia de
uma sinaliza¢do bidirecional entre astrécitos e neuronios. Wade et al (2011), por sua vez,
corroboram com tal afirmacdo ao salientarem que embora as células astrocitarias ndo
possam provocar a propagagao de potenciais de agdo, elas também podem se comunicar
fazendo isto de forma bidirecional com outros astrocitos ¢ neurdnios através da liberacao de
transmissores ¢ da propagacao de ondas de calcio. Os autores ainda reforcam que a interacao
dos receptores de membrana presentes nos astrocitos com o neurotransmissor glutamato
conduz imediatamente a uma eclevagdo transitoria nos niveis intracelulares de calcio
astrocistico, representando, deste modo, um dos meios mais conhecidos de excitacdo em
astrocitos. Como resposta a elevacao de calcio, os astrocitos acabam por responder a tal
estimulo liberando diferentes substancias neuroativas: os gliotransmissores. Os
gliotransmissores, por sua vez, sdo os responsaveis pela modulacao da transmissao sinaptica,
agindo tanto nos receptores pré como nos pds-sinapticos. Por meio deste trabalho pretende-
se elucidar de que modo ocorre o processo cinético de captacdo de calcio por células gliais,
mais precisamente os astrogliomas, a partir de um estimulo glutamatérgico, como ocorrem
nas sinapses tripartites. A realiza¢do deste trabalho procura englobar ndo somente a visdao da
engenharia quimica frente a um processo fisiol6gico, mas na realidade unir conhecimentos
multidisciplinares; visando, deste modo, construir um entendimento uniforme da temética. O
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estudo de tal tematica ganha for¢a dada a dificuldade de encontrar referéncias literarias;
principalmente no que tange a dados numéricos extraidos de metodologias experimentais.
Reforcando a relevancia de se realizar tal estudo, Goldberg et al (2010), lembram que ainda
hoje varios aspectos da sinalizagdo de calcio em astrdcitos permanecem por serem
elucidados.

2. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental do trabalho foi realizada com o auxilio de um equipamento
capaz de analisar reacdes de rapida cinética, o Stopped Flow Mixer 4000/S, SFM-4000/S, da
BioLogic Science Instruments. Ele ¢ um instrumento de fluxo interrompido que permite
trabalhar-se com reagdes quimicas de cinéticas muito rapidas. Nestes equipamentos, tém-se
pequenos volumes de solugdes sendo rapidamente conduzidas a partir de seringas para um
misturador de elevada eficiéncia para que se inicie uma reagdo rapida. A substancia
resultante desta reacdo ¢ entdo deslocada até uma célula de observacdo (cubeta) onde passa
pela andlise, que pode ser por fluorescéncia, absorbancia e dispersao de luz. Muitos
processos biologicos ocorrem em uma faixa de tempo de milissegundos; o que requer
aparatos rapidos o suficiente para medir suas dinamicas. O SFM-4000/S especificamente
apresenta um subsistema mecanico constituido por quatro seringas independentes; o que
permite que de duas a quatro solucdes distintas possam ser misturadas e injetadas na cubeta
de observacao (BioLogic Science Instruments, 2012).

Foram utilizadas células de glioma C6 (astrogliomas) para formar a cultura utilizada no
trabalho. Gliomas s3o os tumores primdrios mais comuns nos tecidos cerebrais e
representam uma das linhagens celulares tumorais da glia que possuem propriedades
oliodendrocitarias tdo boas quanto as de seu astrocito progenitor. O neurotransmissor
escolhido foi o L-glutamato, que € o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso. O calcio foi obtido por meio de uma solugdo de cloreto de calcio. Como indicador
de calcio, foi usado o FURA-2/AM, principalmente porque o éster do acetoximetil (AM) da
sonda fluorescente FURA-2 ¢ permedvel as células, ndo necessitando a utilizagdo de
métodos invasivos (Lambert, 1999; Simpson, 1999).

Cultura de células: As células ficaram acondicionadas em placas contendo meio de cultura,
em estufa a 37°C e 5% de didxido de carbono. Apds retirando-se e descartando-se o meio de
cultura a que elas estavam acondicionadas. Apds esta etapa, acrescentou-se 1,8 mL de
tampao fosfato salino (PBS) - para lavar as células - e 200 pL de tripsina - para que
houvesse o desprendimento das células do fundo da placa. Procedeu-se a incubacdo das
c€lulas durante trés minutos, visando facilitar o processo de desprendimento celular. Ao
término desta etapa, adicionou-se 2 mL de meio de cultura e se procedeu a homogeinizacdo
da suspensdo celular, sendo as células levadas a centrifuga a 1,2 rpm durante quatro
minutos. Ao ser retirada da centrifuga, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular
ressuspenso em 1 mL de meio de cultura. Se da continuidade ao tratamento das células
realizando a contagem das mesmas em Camara de Neubauer (10 pL de célula + 190 pL de
azul de tripan). ApOs esta etapa, realocaram-se as c€lulas em placa de petri contendo 8§ mL
de meio de cultura, e procedeu-se ao repique celular — 200 pL de células em 7 mL de meio
por placa de cultura.

Apds o tratamento/plaqueamento das células: (1) Preparou-se uma suspensdo das células
(em PBS); (2) Preparou-se 1mM de solugdo-estoque com FURA-2/AM em DMSO; (3)
Diluiu-se uma aliquota do indicador (solucdo-estoque) de 100 a 500 vezes em PBS; (4)
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Adicionou-se a solugdo aquosa do indicador para um volume igual de células; (5) Incubou-
se durante 30 minutos a 37°C; (6) Lavou-se as cé€lulas duas vezes com PBS; (7) As células
foram suspensas novamente em PBS e acondicionadas em seringas de 10 mL.

Preparacao da solucio contendo calcio: A solugdao contendo calcio foi preparada a partir
de cloreto de célcio. Adotando-se, como padrao a concentracdo de SM. A solugdo foi diluida
com agua Milli-q e acondicionada em seringas de 10 mL.

Preparacido do glutamato: Diluicdo com 4gua Milli-q para se chegar a concentragdo de
2uM, uma vez que em condigdes fisiologicas, a concentracdo deste neurotransmissor na
fenda sinéptica fica em torno deste valor.

Processo de mensuraciao da captacio de calcio
por células de glioma C6: Apds o preparo das
células e carregamento das mesmas com
indicador de célcio, ajustou-se o equipamento
para a aquisi¢do de dados por fluorescéncia. Os
comprimentos de onda de excitagdo utilizados
foram 340 nm e 380 nm; com comprimento de
onda de deteccdo de 515 nm (conseguido através
do uso de um filtro de corte instalado no tubo
fotomultiplicador). As mensuragdes foram
realizadas em temperatura ambiente (22°C),
sendo a mesma controlada por condicionador de

Figura 1. Mecanismo de aquisi¢cao de dados ar. A andlise foi realizada em um tempo de 3
empregado pelo SFM-4000/S. Fonte: Biologic n
Science Instruments (2012) segu dos.
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3. MODELAGEM MATEMATICA

O indicador de céalcio FURA-2 s6 emite fluorescéncia apos interagdo com calcio se
iluminado a um determinado comprimento de onda. Entretanto, fluorescéncia ndo ¢
sinbnimo de concentragdo de célcio, e, por isso, se fez necessario um estudo mais
aprofundado dos fendmenos envolvidos na reagdo, de modo a permitir a conversao das
unidades/valores. H4 na literatura uma equacdo proposta por Grynkiewicz e colaboradores
no ano de 1985 que realiza a conversao da fluorescéncia adquirida para concentragao de
célcio intracelular.

[CaT.S] (R—Rmin)

C="5 K Gman @

Onde:

CaT (Caélcio Total); C (Concentracao de calcio citosolico); R (Fluorescéncia emitida com
glutamato); Rmax (Fluorescéncia maxima obtida); Rmin (Fluorescéncia minima obtida); S
(Fator de escala, determinado a um comprimento de onda de 380nm).

Para a obten¢do da curva de fluorescéncia minima, Rmin, produzida com niveis reduzidos
de calcio, foi utilizado o detergente enzimatico TRITON X-100 (concentracdo de 0,1%),
adicionado a solucdo com células impregnadas com FURA-2. Apdés um periodo de 4
minutos a soluc¢ao resultante foi considerada livre da presenca de células. Esta solucdo foi
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entdo adicionada a cubeta, junto com uma solug@o de célcio e outra com o composto EGTA,
ou acido tetracético etilenoglicol (concentragdo de 4,5mM). As principais reacdes que
ocorrem na solucdo sdo as seguintes:

K
Ca®* + Fura2 - [Ca: Fura2]** (2)

k
Ca®*t + EGTA = EGTA. Ca** 3)

Onde Ca, Fura2, Fura2.Ca, EGTA ¢ EGTA.Ca sao as concentragdes molares. EGTA e
FURA-2 competem pelo célcio, com a prevaléncia do primeiro. Em fun¢ao da alta afinidade
do EGTA pelo célcio, sua concentragdo fica proxima de zero, reduzindo ao minimo a
ocorréncia da reagdo com o FURA-2. Para corroborar isto, BERGH e colaboradores (1995)
obtiveram, em condigdes semelhantes as existentes no presente trabalho, para as constantes
cinéticas os seguintes valores: k1 =5,0 x 101 M s1; k2 =32 x 107 s’ A diferenca de trés
ordens de grandeza entre as constantes cinéticas reforcam a consideracdo de alta afinidade
do EGTA pelo Calcio.

Para a curva de fluorescéncia maxima, Rmax, o detergente enzimatico TRITON X-100 ¢
adicionado a cubeta, junto com a solucao de calcio e a solucao de células impregnadas com
FURA-2. A medida que o TRITON destroi as células, o FURA-2 e o Célcio reagem,
conforme o mecanismo de reagdo (2), resultando em uma cinética de segunda ordem:

dCa
— = = ky.Ca.Fura?2 4)

Finalmente, no experimento com adi¢do de glutamato, na cubeta sdo adicionadas
simultaneamente as solu¢des com célcio, células impregnadas com FURA-2 e glutamato.
Para a ocorréncia da reagdo (2) ¢ necessario que o glutamato abra os canais e que o célcio
penetre nas células.

GLU + FURA-Z ----> FURAZ (5)
apAio
Ca* + FURA-2 === ARAZ (6)

O célcio penetra nas células por difusdo. Considerando os dois meios em contato com a
membrana celular homogéneos, ¢ possivel escrever o fluxo através dos canais por um
modelo tipo Linear Drive Force.

dCain
dt

QR

= —n.Ac.=. [Cayy — Cagy] (7)

Onde in e out se referem a concentracdo de calcio dentro e fora da célula, Ac é a area
maxima, correspondendo a situacdo em que todos os canais estdo abertos, T € a espessura da
membrana ¢ n uma funcdo que define a fragdo de canais abertos em um dado momento.
Neste trabalho, n ¢ calculado por uma Distribui¢do Normal, dependente da concentracio de
glutamato.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais sao apresentados nas figuras 2-4.

Da figura 4 pode-se observar que em todos os experimentos ocorreu captagdo de
calcio pelas células. Os valores negativos iniciais ocorrem porque no inicio da reacao a
fluorescéncia minima ¢ maior do que a
o B fluorescéncia com  glutamato. Nestas
condi¢des a aplicagdo da equagdo 1 leva
aos valores negativos iniciais. O fato de o
indicador ser raciométrico reforca a
justificativa aos resultados negativos
encontrados, uma vez que, se trabalhou
com um fluorocromo, ou seja, moléculas
quimicas que absorvem luz em
determinado comprimento de onda (luz
ultravioleta) e emitem em outro (luz
visivel); isto ¢; ficam fluorescentes (Tsien,
o 00 05 10 15 20 25 30 2010),
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Figura 2. Captagdo de Ca2+ ao longo do tempo para uma concentragdo de calcio de 3M.

Capaiode ccio ¢ A metodologia empregada neste
experimento ¢ baseada em
espectrofluorimetria. O seu emprego se da
no intuito de analisar justamente a
fluorescéncia de uma amostra. Mendes (s.d.)
lembra que o conhecimento da absor¢do de
luz pela matéria ¢ a forma mais usual de
determinar a concentracdo de compostos
presentes em solugdo, sendo a intensidade da
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Figura 3. Captagdo de Ca2+ ao longo do tempo para uma concentragdo de calcio de SM.

A absor¢do da luz pela matéria envolve a incorporacdo da energia contida no foton
pela estrutura das moléculas absorventes (neste caso o FURA-2). Quando isso acontece, as
moléculas absorventes passam do estado fundamental (estado energético mais baixo) para o
estado excitado (estado energético mais alto). A absor¢do da luz deixa o sistema energizado,
podendo ocorrer desde uma simples excitagdo, até a ionizacdo da matéria. “Se o elétron
apenas oscila, sem deixar seu orbital, o sistema apenas se aquece. Nos movimentos
moleculares também se observa aquecimento do sistema”. A energia de elétrons repostos na
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posicdo inicial ¢ emitida como fluorescéncia ou fosforescéncia (Vines et al., 2012).

Variagéio da concentracéo de cdlcio ao longo do tempo
4000

Figura 4. Captagdo de Ca2+ ao longo do

3500 tempo para todas as concentragdes de célcio.
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T M captagdo de calcio muito mais significativa

do que nas demais. Concentragdo esta, segundo André (2004), tida como fisioldgica para o
meio extracelular. Abaixo desta concentracdo, as células aparentemente foram inibidas pela
falta de substrato; ja acima disto, as células foram inibidas pelo excesso do mesmo. O
excesso de substrato realmente pode proporcionar uma saturacdo do captador do substrato
(no caso em questdo, as células), reduzindo assim sua atividade.

Seguida a concentracdo de 5SM, a concentragdao de calcio que foi mais bem captada
pelas células foi a de 4M, como pode ser observado no grafico acima apresentado. Na
concentracdo de 3M houve menos captacdo do que na de 4M, o que vai ao encontro do
explicitado acima; ja na concentracdo de 7M captou-se menos calcio do que na de 6M, o que
comprova haver inibi¢ao por excesso de substrato.

5. CONCLUSAO

Possuindo trilhdes de células; cada uma com milhares receptores de membrana;
parece dificil acreditar que o corpo humano consiga trabalhar de forma tdo harmdnica e
manter um estado de equilibrio. Contudo, esta tarefa somente se torna possivel, gracas a
existéncia de um complexo sistema de comunicagdo celular. A sinalizagcdo celular tem por
intuito controlar ¢ coordenar as mais diversas atividades e fungdes celulares. Entre os
sinalizadores existentes no corpo humano, o célcio ¢ um dos que mais merecem destaque;
dado o seu envolvimento na maior parte dos processos celulares. O calcio se liga a milhares
de proteinas, fazendo com que haja alteragdes tanto na localizagdo proteica, quanto na
associacdo ou mesmo na fun¢do. Os experimentos mostram a importancia da intervencao do
ion célcio para as mais diversas respostas fisioldgicas.
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