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Potencial de Acdo em Neurdnio

1. Introducéo

As células excitaveis mantém uma diferenca de potencial (hegativo
dentro com relacdo meio externo) através de suas membranas, denominada de
potencial de membrana (En). Este potencial pode variar em resposta a
estimulos adequados. Para estimulos de pequena intensidade a célula
responde com uma variacdo graduada de E, linear, denominada de resposta
eletro-tonica. Este tipo de resposta linear, que se pode modelar razoavelmente
bem por um circuito RC, ndo se propaga a longas distancias. Alias, poucos
milimetros longe do ponto de estimulagdo a amplitude de En ja decai
substancialmente. Contudo, as informa¢des no organismo trafegam na forma
de biopotenciais por distancias milhares de vezes maiores que alguns poucos
milimetros (Weiss, 1996; Aidley, 1998).

Quando um estimulo adequado desloca E, para valores suficientemente
mais positivos, na direcdo do zero, uma resposta (variacdo de E,) ndo mais
controlavel pelo estimulo é deflagrada. A essa variacdo de E,, na direcdo do
zero damos o nome de despolarizacéo, porque em repouso a membrana esta
polarizada em valores negativos. Apds a despolarizacédo, E,, vai rapidamente
para valores positivos retornando apos alguns milissegundos (no caso do
nervo) ao valor inicial de repouso. O ponto maximo atingido ndo mais depende
da amplitude do estimulo, sendo este um fenédmeno do tipo “tudo-ou-nada”.
Esta variagdo altamente nao-linear € denominada de Potencial de Agéao (PA).
Este sim, € um sinal propagavel pelos nervos e musculos por longas distancias
(Aidley, 1998; Weiss, 1996).

O PA possui vérias propriedades intrinsecas. A teoria ibnica explica os
detalhes do processo de geracdo de um PA a partir de um estimulo (Weiss,
1996). No tecido nervoso, quando a célula é estimulada adequadamente, a
variacdo de E, provoca a abertura de canais sensiveis a tenséo elétrica
localizados na membrana. A abertura destes canais aumenta a condutancia da
membrana ao Na® (gna), possibilitando a entrada de Na® a favor de seu
gradiente eletroquimico e levando E,, a se aproximar do potencial de equilibrio
do Na* (~ +40 mV). Em seguida gna € reduzida pela inativagdo dos canais de
Na® e a condutancia ao K™ (gx) aumenta, pois canais de K* s&o ativados em
potenciais mais positivos. Agora, a saida do ion K* a favor de seu gradiente
eletroquimico provoca a mudanca de E,, para valores mais negativos, proximos
de Ek. Assim, de modo muito simplificado se mostra como E, varia durante um
PA.



2. Objetivos

Estudar os mecanismos envolvidos na geragéo do potencial de agdo em
neurénio, utilizando o software HHsim (Touretzky, 2003) baseado no modelo de
Hodgkin e Huxley (Aidley, 1998).

3. Procedimento Experimental

3.1. A geracao do potencial de acéo (PA) neuronal depende do aumento rapido
da condutancia de membrana ao ion Na* (gna). Determine o potencial limiar de
ativacdo dos canais de Na® de membrana (i.e., o valor de E,, em que Ona
aumenta), com duracao do pulso estimulatério de 1ms. Qual a direcéo do fluxo
de Na* e K" durante um potencial de agdo?

Pode-se observar uma ‘“interrupcdo” da corrente de Na® (Iya) em sua fase
crescente. Explique esse fendmeno. Dica: Iy, = gna(Em — Ena)-

3.2. Obtenha a curva intensidade x duragédo (i.e., Amplitude da corrente de
estimulo X a duracdo do pulso estimulatorio) para os valores de duragdo do
pulso estimulatério na tabela abaixo. Ajuste a equacdo de Weiss-Lapicque

[0 .
(I=1, (1 +;)) aos pontos e calcule a cronaxia e a reobase. Descreva com
suas palavras o que a cronaxia e a reobase representam.

Intensidade (nA) Duracgao (ms) Intensidade (nA) Duracao (ms)
0.1 1.0
0.2 2.0
0.3 3.0
0.4 4.0
0.5 5.0
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Cronaxia:

Reobase:

3.3. Com uma durac¢édo do pulso estimulatério de 1ms, varie sua amplitude de 1
a 10nA. Qual a variacdo do potencial transmembrana (AE) necessaria para
gerar um PA? Meca o tempo necessario para o PA atingir o valor de pico em
cada pulso estimulatério (tempo entre o inicio do estimulo e o pico do PA).
Explique o que aconteceu e comente.

AEm-jimiar: mV
Intensidade (nA) | Tempo pico (ms) | Intensidade (nA) | Tempo pico (ms)
1.0 6.0
2.0 7.0
3.0 8.0
4.0 9.0
5.0 10.0




3.4. Determine o valor de pico do PA com amplitudes de estimulos de 10nA,
20nA, e 30nA. O que ocorre com o valor de pico do PA? Do que depende o
pico do PA? Comente.

3.5. O periodo refratario € um parametro muito importante tanto do ponto de
vista fisiol6gico quanto do ponto de vista de desenvolvimento de equipamentos
que fazem estimulagcdo neuronal. Levante a curva do periodo refratario
(Amplitude do 2° pulso X Intervalo entre pulsos) para os valores de intervalo
entre estimulos da tabela abaixo. Identifigue na curva a faixa de refratariedade
absoluta e relativa. Comente sobre 0s mecanismos envolvidos neste
fendbmeno. OS.: Vocé devera determinar a amplitude da corrente do segundo
pulso para que ocorra o disparo de um segundo PA.

Intervalo entre

Intensidade do 2°

Intervalo entre

Intensidade do 2°

estimulos (ms) pulso (nA) estimulos (ms) pulso (nA)
1.0 6.0
2.0 7.0
3.0 8.0
4.0 9.0
5.0 10.0




COLE AQUI O GRAFICO

3.6. Até aqui as simulagbes foram realizadas com T=6,3°C. Aumente a
temperatura para 20°C e refaca a simulacdo (d=1ms e 1=10nA). O que
aconteceu com a amplitude e duracdo do PA? Em quais mecanismos a
temperatura pode estar influindo, ja que os potenciais de equilibrio dos ions
Na® e K" ndo séo afetados significativamente?




3.7. O curso temporal do PA depende da Ina € Ik. Portanto, variagbes da
concentracdo dos ions Na* e K" podem alterar o formato do PA. Reduza [Na'],
para 220mM e compare o PA com o PA na condic&o controle ([Na*], = 440mM).
Apesar da variagdo da [Na'], ter sido de 50%, o potencial de membrana no
repouso nédo variou significativamente. Explique o ocorrido.

3.8. Execute o protocolo de voltage clamp do HHsim. Clique em “Run”. A
corrente apresentada na figura corresponde a corrente total de membrana (1),
sendo que correntes negativas indicam corrente _de entrada e correntes
positivas indicam corrente de saida. Explique o aparecimento de uma corrente
positiva (muito rapida) que corresponde ao inicio do pulso estimulatério.

3.9. Altere o protocolo Voltage clamp para que step 1 seja +40mV. O que
acontece com a componente negativa da I,? Explique.




3.10. Refacga o item 3.7, agora no modo voltage clamp, (lembre de retornar step
1 para —40 mV) e observe 0 que ocorre com a componente negativa da In.
Relacione com o ocorrido no item 3.7.

3.11. Apresente um procedimento para calcular a componente da I, referente
apenas a corrente de sodio e somente a corrente de potassio. Teste seu
procedimento utilizando o HHsim. Trace o grafico com as duas correntes e com

elas isoladas. OS.: se for utilizar drogas, indique a concentracéo necessaria.
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Pé&ginas uteis:

http://www.cs.cmu.edu/~dst/HHsIim/

Erro comum na instalagdo do HHsim no Windows: programa n&do encontra o arquivo
mclmerrt77.dll

A solugcdo mais simples para este problema é:

1)
2)
3)

4)
5)

6)
7

Execute o arquivo MCRInstaller.

Va ao diretério em que voceé fez a instalagéo e siga para a pasta “win32”. Geralmente
vocé ira encontra-la em: "C:\Program Files (ou Program Files (x86))\MATLAB\MATLAB
Component Runtime\v77\runtime\win32"

Copie os arquivos hhsim.exe, hhsim.ctf e a pasta code (todos estes vocé baixou com o
pacote do HHsim) para a pasta win32 descrita acima.

Tente executar o arquivo hhsim.exe. Se funcionou, ok! Caso ndo funcione prossiga.
Clique com o botéo direito sobre o arquivo hhsim.exe e selecione Propriedades. Na
janela de propriedades clique na aba Compatibilidade. Marque: “Executar este
programa em modo de compatibilidade” e selecione a opgdo Windows XP (Service
Pack 3). Por fim, marque a opgao “Executar este programa como administrador”.
Clique em aplicar.

Execute o arquivo hhsim.exe.

Em caso de davidas entre em contato com o PED (Jair): jtgoulart@ceb.unicamp.br



http://www.cs.cmu.edu/~dst/HHsim/

