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Preambulo

Existia um objectivo de certo modo oculto no inicio desta tese. Este
objectivo era que, para além dos estudos parcelares a realizar sobre
movimentos de particulas materiais, energia ¢ informagio,
caracteristicos dos sistemas bioldgicos, fosse verificada a
possibilidade de que as leis que estariam por detrds dos mecanismos
de transporte associados as trés entidades apresentassem marcadas
semelhancas formais. Existia assim a esperanga de que estes processos
fossem relaciondveis por analogos, de modo semelhante aos da Teoria
dos Sistemas. Se tal fosse vidvel, para além de constatar, uma vez
mais, a ordem da natureza, conseguiriamos também possivelmente

uma simplifica¢do do estudo destes mecanismos.

Consideramos que, no ambito de uma tese de doutoramento, se
encontrassemos as referidas analogias nas situagdes estudadas,

estarifamos pelo menos a langar alicerces para um futuro trabalho.

Uma parte desta tese tem a ver com o estudo do movimento de
particulas considerando a integragdo dos efecitos da interac¢do
molecular, presente nos fendémenos de transporte em sistemas

bioldgicos.

Quando existe interac¢do, os fendmenos de transporte (em sistemas

biologicos € ndo s6) constituem sistemas complexos, representdveis



por fungdes ndo lineares, que tém sido objecto de andlises recentes.

No caso de sistemas bioldgicos, pretende-se que as fungdes utilizadas
representem, no ambito fisioldgico e biofisico, a por¢do com interesse
na fenomenologia desse transporte. Deste modo, os resultados obtidos
poderdo gerar fungdes mais simples que ddo respostas especificas,
numa perspectiva bioldgica limitada aos pardmetros do estudo em

curso.

Neste trabalho, ¢ efectuada a aplicagdo de uma fun¢do que tem como
suporte o movimento de energia ou de massa. Estes movimentos
conduzem a altera¢des nos elementos no espago onde se efectuam.
Cada interac¢do de elementos ¢ traduzida como sendo transporte de
uma informagao.

A utilizagio desta fungio nos fendmenos que envolvem interaccdo de
particulas diferenciadas, identifica toda a complexidade destes

movimentos como processos de transmissdo de informagao.

A velocidade de passagem dessa informagdo depende das
propriedades de dois universos de particulas -as que contém
informagio e as que ainda ndo sdo dela portadoras. Estes universos
coexistem em espagos geométricos determinados e interagem por

contacto produzido pelo préprio movimento estatistico.

A funcio referida foi aplicada em duas situagdes que, embora de
Ambitos muito diferentes, tém de comum pressupostos compativeis

com a aplica¢@o de cinéticas semelhantes.



Na primeira parte ¢ apresentado um trabalho experimental que estuda
a cinética de elementos figurados do sangue em situagio de
hipotermia. A fonte de informagdo consiste num sistema de baixa
temperatura exterior que se movimenta para o interior do corpo do
animal, sendo o principal veiculo de transmissdo a circulagio

sanguinea.

A fungdo de informagdo, que chamamos fungdo de informagdo por
movimento, ¢ aplicada a descida da temperatura corporal interna
constituindo uma nova aproximagdo ao estudo da propagagio do
arrefecimento corporal provocado por um meio ambiente a muito

baixa temperatura.

Este estudo continuou-se com a aplicagio do mesmo modelo a
cinética leucocitdria e plaquetdria, permitindo obter resultados e tirar
conclusdes acerca da marginagdo destes elementos e da sua relagio

funcional com a hipotermia.

Na segunda parte ¢ estudado um modelo tedrico que pretende
representar os principais mecanismos de transporte intracelular do ido
de Ca®". A procura deste modelo tem sido objecto de estudo em varios
trabalhos de investiga¢@o publicados recentemente. Paralelamente, ha
cada vez mais publicagdes que visam o estudo da complexidade da

interacgdo de particulas no processo de difusio.

Neste trabalho foram encontradas analogias com o modelo aplicado a

descida da temperatura corporal interna e estas semelhangas formais




permitiram a aplicagdo do mesmo tratamento matematico.

Neste caso, a fonte de informacgdio €& constituida pela elevada
concentragio do ido de Ca®" existente no espago extracelular ¢ no
reticulo sarcoplasmatico ¢ que se movimenta para o interior do espago
intracitosélico. Foi possivel, com a utilizagdo da fungdo de informagéo
por movimento aplicada a uma célula padréo, tragar possiveis modelos
da entrada de cdlcio no interior da célula, bem como representagdes da
ligagdo do ido de Ca”" a protefnas plasmaticas. A aplicagio de um
sistema de compartimentos permitiu  determinar  possiveis

- 27+ . ; —
representa¢des da onda de Ca™ intracitosdlica.

As duas situacdes estudadas constituem temas cientificos de
relevancia e actualidade: a importancia do estudo da hipotermia
advém da sua utilizagio em cirurgia e, em estudos mais recentes, da
sua utilizagio em situagdes de stress postraumatico; o interesse do
estudo do ido de Ca’” como sendo o controlador de um vasto sistema
de processos celulares com complexos mecanismos ainda

nio inteiramente conhecidos.

Este trabalho constitui um olhar possivel, ¢ talvez diferente, do
movimento com interac¢io de elementos. Revelou-se adaptado aos
fendmenos estudados e permitiu respostas que contribuem para a sua

quantifica¢do e melhor conhecimento.
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1? Parte

Cinética dos
elementos figurados
do sangue em
situacao de

hipotermia



Capitulo 1



Introducao

1.1 A homeostasia térmica

A célula viva é uma estrutura dindmica integrante dos sistemas

biologicos.

A sobrevivéncia de um sistema bioldgico faz-se na criagdo
permanente e continuada de condi¢oes de adaptagdo ao meio
ambiente, ¢ o éxito de um equilibrio energético global ¢, em si

proprio, uma condigdo necessdria para a sobrevivéncia do ser.

Conhecer a estrutura e fung¢do da célula como produtora de energia,
saber como operam ai os principios termodindmicos, isolar os
fenomenos até serem explicados pelas leis fundamentais da Fisica, ¢
dar resposta as questdes relacionadas com os mecanismos bdsicos da

vida.

A bioenergética permite uma andlise quantitativa de como o0s
organismos obtém e utilizam a energia. Um conjunto de processos
degradativos (catabolismo), coexistem com o processo biossintético
que leva a formagdo das partes componentes do organismo

(anabolismo).

Os seres vivos sdo sistemas complexos e altamente organizados que

utilizam a energia do meio ambiente para formar e manter as suas




1* Parte — Transporte de frio

proprias estruturas em perfeita harmonia com a envolvéncia

(Anexo A).

Esta estacionaridade ¢ caracterizada pelo valor relativamente
constante de multiplas varidveis cada uma das quais deslizando no seu
especifico “intervalo optimo”. E a chamada “homeostasia”. Esta
situagio exige permanentes dispéndios de energia ¢ estas respostas
reguladoras sdo efectuadas pelo Sistema de Controlo Homeostatico. E
essencial para o funcionamento deste sistema, a faculdade das células
comunicarem entre si por reacgdes em cadeia e pela entrada em
acgido de mensageiros activadores ¢ inibidores (hormonas e
neurotransmissores). O controlo homeostatico ¢ efectuado com uma
constante recolha de informagdes (os estimulos) ¢ elaboragdo imediata
de reacgdes obedecendo a um sistema de prioridades com uma
hierarquia relativamente as condi¢des optimas de sobrevivéncia. O
estado estaciondrio dessas varidaveis advém de uma constante
renovagdo de energia necessdria a viabilidade de permanentes
respostas a desequilibrios ocasionados muitas vezes pela propria
reposi¢io  de  circunstancias  biologicamente  favoraveis a

sobrevivéncia.

O deslocamento para além do intervalo aceitdvel pelo organismo de
qualquer uma dessas multiplas varidveis perturba a homeostasia,
induzindo uma forma agressiva de existéncia, exigindo uma cadeia de

miiltiplas respostas que em diversas situagdes se revelam impotentes
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1? Parte — Transporte de frio

para repor a normalidade ou que a agravam. Uma das formas de isolar
os fendmenos para extrair ilagdes sobre os seus vectores primordiais
de funcionamento, é o deslocamento provocado para além do limite da
normalidade de uma s6 destas varidveis, de modo a que sejam postos
em marcha os fendmenos de defesa e as fragilidades especificamente

decorrentes dessa hostilidade.

O estudo destas reacgdes visa o conhecimento das possibilidades de
contribuir de uma forma mais eficaz para o restabelecimento do estado
de harmonia quando confrontados com situagdes que sdo geradoras

desses desequilibrios irreversiveis.

1.2.  Os mecanismos termoreguladores

A resposta do organismo as variagdes de temperatura ¢ uma questio
que tem merecido a atengdo de muitos cientistas e estd directamente
ligada a energia e ao trabalho celular. O sistema bioldgico
termoregulador é o responsdvel pela produgio de calor a um ritmo
igual a sua perda, para que a temperatura corporal permaneca
constante. A estabilidade do parametro “temperatura interna corporal”
ndo depende apenas da grandeza absoluta de entrada e saida de
energia mas de mecanismos de modulagdo e competi¢do entre essas

duas acgdes opostas.

Qualquer arrefecimento corporal leva a respostas que tendem a

aumentar a temperatura, minimizando as perdas de calor ¢

27



1? Parte — Transporte de frio

maximizando a sua produg¢do (Esquema 1.2). Este sistema de controlo
de realimentagdo negativo ¢ o mais comum dos mecanismos
homeostaticos e ¢ bastante sensivel, de tal modo que a variagdo
normal da temperatura corporal interna no homem ndo ultrapassa

1 °C, mesmo para acentuadas diferengas no meio ambiente.

Células  cerebrais  integradoras

¢ (uferentes)
i (eferentes)
Terminacoes nervosas ? %y
sensivers & temperatura ?
(receptores) Gordura castanha Musculo
e figado Muscule liso das estriado
~

paredes dos vasos

~

(efectores)

Descida de temperatura
corporal

Trémulo para
produgio de

termogénese

Vasoconstri¢io
para diminuir a
perda de calor

Estimulo
(fiia)

Respostas

Esquema 1.2: Respostas ao frio geradas pelo Sistema
Nervoso Auténomo, pelo Sistema Nervoso Somadtico €
pela cadeia hormonal.

A cadeia de acontecimentos associada ao abaixamento de temperatura

corporal ¢ esquematicamente a seguinte: o arrefecimento no

28



1* Parte — Transporte de frio

organismo humano implica activagdo dos receptores térmicos que por
sua vez informam o Sistema Nervoso Central o qual vai estimular a
contracgao do musculo liso dos vasos periféricos (evitando a perda de
calor) e a contrac¢do do musculo estriado (originando tremura e
movimentos estereotipados para aumentar a produgio de calor).
Simultaneamente surge a activagao metabolica a nivel do figado ¢ da
gordura castanha. Assim que a temperatura corporal estabiliza, este
mecanismo cessa, com um desfasamento de um intervalo de tempo
que depende da diferenga de temperaturas, da sensibilidade dos
detectores, da eficiéncia da conexdo entre as componentes do sistema

bioldgico e da sua capacidade de resposta especifica.

1.3 Andlise do fenémeno “hipotermia”

A resisténcia de um ser humano ao frio depende de um bom sistema
termoregulador. Este sistema € menos eficaz nos recém-nascidos e nos
idosos. Se as condigdes do meio ambiente se apresentam de tal modo
hostis que estes mecanismos termoreguladores sdo impotentes para a
estabilizagdo da temperatura corporal a niveis de normalidade, é
criada uma situagdo de hipotermia que pode levar a modificagdes
irreversiveis geradoras de situagdes patologicas. Sdo também os casos
de exposi¢do demasiado longa a uma temperatura ambiente muito
baixa, de doengas dos vasos periféricos em que hd diminuigfo
acentuada da circulagdo com exposi¢do ao frio (Sindrome de

Raynaud), e das cirurgias prolongadas em condi¢des de hipotermia.
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1* Parte — Transporte de frio

A experimentagdo animal tem dado preciosos contributos no
conhecimento das anomalias motivadas pelo deslocamento provocado
da varidvel “temperatura”. Também a descoberta e implementagao de
novas tecnologias que permitem medir os fendmenos a jusante da
hipotermia ¢ do reaquecimento, tem levado a consequente procura das
func¢des matemdticas que explicitem essas dependéncias de uma forma

rigorosa e acrescentada.
1.4 Analise da cinética leucocitaria

De entre esses fendmenos, tém sido objecto de estudo as respostas a
hipotermia dadas pelos elementos figurados do sangue : eritrocitos,
plaquetas e leucocitos.

Mereceram particular interesse neste trabalho as altera¢des a cinética
leucocitdria causadas pela hipotermia. Os diferentes tipos de
leucécitos estdo classificados de acordo com a sua estrutura,
afinidades e fun¢des. A heterogeneidade desta populagdo exigiria
respostas diversas especificas para cada tipo de leucocitos? Ha
diferentes percursos no espago e¢/ou no tempo? Qual o papel do figado,

bago ¢ pulmdes nesta resposta?

A possibilidade de analisar estes fenomenos foi viabilizada ndo so
pelas novas técnicas de contagem diferenciada de leucocitos em
amostras “in vitro”, mas também pela utilizagdo de marcagdo dos
leucdcitos (neutrofilos) com o "1 que veio permitir a visualizagdo e

avaliagio dos percursos “invivo”. O radiofairmaco usado
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1* Parte — Transporte de frio

: 51 . A : ~
anteriormente (* Cr), devido a energia dos seus fotdes gama, apenas

permitia medidas “in vitro”.

Tendo sido criadas as condigdes experimentais, o propdsito deste
estudo foi o conhecimento das alteragdes provocadas pela hipotermia
na cinética dos elementos figurados do sangue através da visualizagio
dos scus percursos, bem como uma possivel caracterizagio das
fungdes e avaliag@o de pardmetros que tivessem correspondéncia com
os fendmenos fisioldgicos associados. Este estudo da cinética
leucocitdria foi efectuado seguindo as variagdes da actividade dos
tragadores, ao longo do tempo, na circulagido e em simultineo com
diversos locais de sequestro e/ou marginagdo. O estudo de fendomenos
fisiolégicos associados a esta cinética (por exemplo, a agregagio de
leucocitos e a adesividade plaquetdria) ainda ndo permitem a
separacdo clara entre estas duas formas de fuga de leucocitos
circulantes. O trabalho aqui desenvolvido, utilizando o estudo
matematico dessas fungdes no tempo, encontra a necessidade de
existéncia de propagagdo de duas cinéticas distintas. A caracterizagiio
matematica destas duas cinéticas ¢ explicada pelos conhecimentos ja
existentes e reformula a interpretacio dos fendémenos fisioldgicos de

uma forma mais consistente.
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1.5 Breve resumo dos capitulos da primeira parte deste
trabalho
Neste primeiro Capitulo, é feita uma introdugdo, onde sdo abordadas

as causas ¢ os objectivos que levaram a realizagdo deste trabalho.

No Capitulo 2 ¢ feita uma revisdo sumadria dos efeitos conhecidos da

hipotermia e dos estudos visando a cinética leucocitaria.

No Capitulo 3 ¢ descrito o material e os métodos utilizados no

trabalho experimental.

No Capitulo 4, apds um breve sumdrio de alguns conceitos fisicos do
estudo da propagacido de calor, ¢ proposta uma fung@o de propagagdo
que melhor se ajusta a descida de temperatura em fungdo do tempo
encontrada nesta experimentagdo. E estudado o significado de cada

pardmetro e da derivada da fungdo.

No Capitulo 5 ¢ feita uma diferenciagdo dos tipos de leucdcitos pela
analise dos diferentes pardmetros da sua cinética no sangue circulante

em condig¢des de hipotermia .

No Capitulo 6 ¢ estudada a distribuigdo dos leucécitos nos diferentes
orgdos durante o arrefecimento, tendo em vista a obtengdo de um
comportamento padrdo para uma cinética leucocitdria “in vivo”. A

comparagdo quantitativa desta cinética com a cinética circulante dos
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""In-neutréfilos determina a existéncia de um terceiro compartimento

de neutrofilos com uma cinética especifica, ndo medido directamente.

No Capitulo 7 € efectuada uma apresentag¢@o de resultados obtidos no
estudo da hipotermia com a marcagdo radioactiva de eritrécitos e

plaquetas.

O Capitulo 8 visa o enquadramento geral de todas as componentes
cinéticas do conjunto complexo de fendmenos simultineos. E nesta
estrutura final de apresentagdo de resultados que sdo interpretados os
resultados na globalidade. Sdo acrescentados alguns comentérios ao
trabalho desenvolvido e a possivel aplica¢do da fun¢io de propagagio
a outras situagdes de sistemas de propagacio por movimento até ser

atingida uma situagdo limite.

Finalmente, a bibliografia consultada € apresentada por ordem

alfabética do nome do primeiro autor.
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A Hipotermia

2.1 Revisdo sumaria das alteragdes fisiologicas em hipotermia

As trocas de calor envolvidas no equilibrio térmico do nosso

organismo podem ser equacionadas pela formula:
M= B CHR tasti)

sendo “M” a produgdo metabdlica de calor do corpo, “E” a quantidade
de calor perdido por evaporagdo de dgua expelida pelos pulmdes e
pela pele, “C” a quantidade de calor obtido ou perdido por convecgio,
“R” o calor emitido ou recebido por radiagio actuando a pele como
um corpo negro, “¢c” a troca de calor por condugdo (sendo o ar um
mau condutor inibe as trocas por contacto) e “Q” a energia calorifica

gasta ou cedida pelo interior do organismo (K. J. Collins ez al., 1983).

Todas estas quantidades sdo referidas a unidade de tempo.

Golan e Spurr (1954) verificaram a existéncia de um gradiente entre a
temperatura da superficie corporal e a temperatura interna corporal.
As parcelas “E”, “C”, “R”, e “¢” sdo influenciadas pelas dimensdes e
forma do corpo, isto é, pela relagdo “superficie corporal/volume

corporal”.
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Se o corpo mantém o equilibrio térmico, a parcela “Q” mantém-se
num intervalo perto de zero, de modo que a oscilagdo da temperatura

corporal interna diurna scja aproximadamente de 1 °C.

r

Se a quantidade de calor “Q” ¢é superior ao minimo deste intervalo de
“equilibrio”, temos entdo uma situagio de hipotermia que leva o
organismo a tentar diminuir essencialmente os factores “E” ¢ “C” com
vasoconstrigio & periferia tentando reduzir a perda de energia
calorifica pelo corpo para o meio ambiente, contrariando a perda de
calor interna. O facto das grandes veias e artérias caminharem em
paralelo, umas com aporte de sangue frio das extremidades, outras
conduzindo o sangue mais quente do coragdo, justifica o fendmeno da
contracorrente (Anexo B) que vai impedir o arrefecimento nos tecidos
periféricos, atenuando a diminui¢do da temperatura na zona interna do
corpo. O aumento do factor “M” ¢ muitas vezes efectuado pela
produgio metabdlica de calor com movimentos musculares (trémulo).
Estes movimentos sdo descoordenados porque ndo € respeitado o
principio de contrac¢do-relaxamento do musculo antagonista. Os
musculos contraem-se para producdo de calor e nio para produzirem

movimento (trabalho) (Stoner ¢t al., 1977).

A imersdo em agua gelada ¢ o meio mais utilizado para induzir a
hipotermia corporal porque a dgua tem uma capacidade calorifica
25a30 vezes superior a do ar (o calor especifico da dgua ¢é de

4.184 J/g. °C).
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Se a temperatura corporal interna desce ao intervalo 30-34 °C, o
trémulo diminui, surge a vasoconstri¢do, a frequéncia cardiaca e
respiratéria que na primeira fase por vezes aumenta, baixa agora
acentuadamente e, de um modo geral, todos os fenémenos
metabolicos vdo gradualmente diminuindo. A actividade muscular e
metabolica diminuem em primeiro lugar; outros fenémenos
fisico-quimicos, como por exemplo a difusdo de substincias nos
fluidos, sdo afectados mais tardiamente (Maclean and Emslie-Smith,

1977). No figado, a neoglucogénese mantem-se mesmo nas

hipotermias mais profundas (Fuhrman ez al., 1963 e Stoner ¢ Randall, 1990).

O electrocardiograma mostra prolongamento das varias fases do ciclo
cardiaco, acréscimo de duragdo da sistole e da didstole (Hegnauer
et al., 1949) (Torres et al, 1958). A pressdo sanguinea sé baixa em
hipotermia profunda porque antes de se atingir esse grau de
arrefecimento a redugdo do débito cardiaco é compensada pela

vasoconstri¢ao.

O fendémeno da contrac¢@o esplénica, libertando eritrdcitos, pode ser
causador da hemoconcentragio (Kanter efal, 1968). A perda de
plasma do compartimento sanguineo (D’Amato, 1954) também
contribui para o fenémeno da hemoconcentragdo (Heagnauer et al.,
1949) (Wilson et al., 1957), aumentando a viscosidade do sangue,
originando um fluxo sanguineo mais lento. O consumo de oxigénio no

cdo diminui para 15 a 20% do consumo normal (Heagnauer ez al.,

1954).
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Eisman B. eral. (1962) observou os efeitos da hipotermia na
circulagdo sanguinea estudando as caracteristicas reologicas do
sangue. Embora o sangue seja um fluido ndo Newtoniano, o autor
utiliza a Formula de Poiseille-Hagen (Anexo C) que relaciona o

(I35}

caudal “J” com a viscosidade “n”, com a diferenga de pressio “AP”
(10

entre as extremidades de um tubo de comprimento “I” e de raio “r”,

em situagdes de fluxos em regime laminar:
J=mAPr*/8nl

O sangue, a 37 °C, tem viscosidade de 2.7 poises.

Estudando a viscosidade do sangue “invivo” e “in vitro”, o factor
determinante para o aumento da viscosidade seria a hemoconcentragao
“in vivo”. Este aumento da viscosidade e o decréscimo do débito
cardiaco, alteram também o numero de Reynolds (o ponto de
turbuléncia esta associado a constante de Reynolds “R =v p d /77,
dependente da velocidade média do liquido, “v”, do didmetro do tubo

“d”, da densidade “p” ¢ da viscosidade do liquido “n” (Anexo D).

Observagdes feitas por Fortunato J.S. et al., (1985) verificam que
a fase principal da hemoconcentragdo ocorre na passagem dos 36 °C

aos 30 °C.

Pelo processo de microangiografias Escalda ef al. (1985), mostram
que o caudal de perfusdo dos capilares sinusoidais do figado baixa

com a hipotermia, fendomeno que ¢ reversivel no aquecimento.
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A saida de lactato dos musculos aumenta com a descida de
temperatura, mas a neoglucogénese mantém-se. O figado continua a

remover lactato, alanina, glicerol e frutose e a converté-los em

glucose. (Fuhrman et al., 1963).

A implicagdo do péancreas na hipotermia ainda ndo esta
suficientemente esclarecida mas foi verificada necrose do pancreas em

doentes que morreram devido a hipotermia (Stoner ef al., 1990).

A activagdo do sistema simpdtico causa aumento da concentragio das
catecolaminas no plasma, sendo o aumento da concentra¢do da

adrenalina e das hormonas tiroideas ndo significativo.

Wilson et al. (1957) verificaram a existéncia de globulos brancos
aderentes as paredes dos vasos sanguineos e constatou que plaquetas e
leucocitos eram  “‘sequestrados” pelo figado e bago durante a

hipotermia, embora nio fossem destruidos.

Villalobos et al. (1958) verificaram que a esplencctomia nio muda
significativamente a resposta das plaquetas e leucdcitos durante a
hipotermia. Na situagdo de hepatectomia, com ou sem esplenectomia,
a diminuigdo de plaquetas e de leucdcitos circulantes ¢
significativamente menor. Este facto sugere a existéncia de outros

locais de fuga destes elementos ao compartimento circulante.

Trabalhos executados com marcadores radioactivos estudam o

decréscimo das plaquetas circulantes durante a hipotermia e a sua
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deposigdo significativa no figado e bago, num fendmeno reversivel
com o reaquecimento (Pina Cabral et al., 1974, Hessel et al., 1980 e

Fortunato J.S. et al., 1985).

O sequestro hepatico ¢ reversivel contribuindo em grande medida para
a recuperagdo quase total das plaquetas e leucdcitos circulantes. A
retengdo nos orgdos de sequestro das plaquetas e leucocitos marcados
com ''"In e injectados no animal & temperatura corporal interna de
22 °C tem amplitude e velocidade muito inferior a verificada a 36 °C

(Quiroga et al., 1985 e Fortunato J.S. et al., 1993).

A leucopenia resulta primariamente de neutropenia e secundariamente
da reducdo de outros leucocitos e verifica-se um aumento de
leucdcitos circulantes durante o reaquecimento (Olson ef al., 1984 ¢

Fortunato J.S. ef al., 1988).

Shenaq et al. (1986) confirmaram em doentes sujeitos a operagdes
cirurgicas que plaquetas e leucdcitos deixam a circula¢do durante a
hipotermia e, no reaquecimento, as plaquetas ndo atingem os valores
iniciais. Este fendmeno é atribuido por alguns autores ao fendomeno de

adesao de plaquetas e leucdcitos que ocorre com a sua activagéo.

2.2 Revisio sumdria dos estudos efectuados sobre cinética
leucocitiria

No homem adulto normal os leucdcitos sdo produzidos na medula

ossea com um tempo de renovagdo de 96 a 144 horas. No cdo, este

tempo € de 48 a 72 horas.
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Os parametros de normalidade da cinética leucocitdria foram
estudados por Athens e Craddock (1960). Consideraram um modelo
em equilibrio e partiram do principio que a marcagdo com DF **P
ndo lesa as células e € estavel durante o periodo em que as células
estavam em circulagdo. Entre a medula Ossea e os tecidos foram
considerados dois compartimentos em equilibrio dindmico: o
compartimento circulante (CGP) e o marginado (MCP). Estes dois
compartimentos constituem um compartimento total (TBGP). O
numero de leucocitos existentes nestes compartimentos por Kg de
peso corporal ¢, no cio: TBGP = 51 a 106*107, CGP =15 a 45%10"; e
no homem: TBGP =14 a 160¥10” e CGP =11 a 46%10". As células sdo
removidas do sangue segundo uma fungdo exponencial simples
(Cartwright et al., 1964). O T1/2 obtido foi de 5 a 8.5 horas no céo e no

homem de 4 a 10 horas.

Os estudos efectuados “in vivo” usando leucocitos marcados com
""In em situagiio de temperatura normal mostram que estes deixam a
circulagdo com uma entrada no bago, figado e pulmdes que estabiliza
antes dos 15 mn seguintes (Thakur er al., 1977 e Fortunato J.S. et al.,
1993).

Foram estudadas variagdes no numero de leucdcitos circulantes
mediadas por respostas ao meio ambiente. A subida de temperatura, a
exposi¢do a radiagdo intensa e a altitude causam leucocitose, enquanto

a descida de temperatura causa leucopenia.

43



1* Parte — Transporte de frio

A marginagdo parece estar relacionada com a aderéncia dos leucocitos
as paredes e diminui com a hemodidlise, com a descida de endotoxina,
com a adrenalina e glucocorticoides, com o exercicio, € eleva-se na
inflamagdo aguda. (MacGregor et al., 1977). Uma maior aderéncia
origina maior marginagdo e permite uma rdpida saida do
compartimento intravascular. O grau de aderéncia ¢ modulado por
diferentes factores plasmdticos que sdo induzidos por farmacos e
patologias. Em 1990, K. Yong diz que os receptores de adesdo

localizam-se nos tecidos cooperando com antigénios receptores.

Plaquetas e leucdcitos tém capacidade para interactuar na trombose e
na resposta a inflamagéo; as trocas metabolicas das substancias
bioquimicas geradas entre estas c¢lulas modulam o processo
de estimulacdo-inibicdo  (Marcus  efal, 1988). A adesdo
neutrofilo-plaqueta aumenta o potencial da interacgdo bioquimica
“in vivo”. Esta interac¢do permite que os neutréfilos do fluxo
circulante adiram as plaquetas imobilizadas induzindo a sua
agregacio. O aumento de temperatura de 0 a 37°C facilita a
adesividade de neutrofilos em plaquetas activas isoladas e a activagdo
de plaquetas e ndo de neutréfilos parece ser uma condigdo necessaria

para a existéncia do fendmeno de agregagio (Nash ef al., 1994).

Os neutréfilos sdo mais lentos que os eritrécitos no seu transito na
microcirculagio pulmonar. Os vasos dos pulmdes tém um didmetro
entre 20 ¢ 50um. A média de tempo de trdnsito aumenta para

pequenos vasos e capilares (Hogg J. et al., 1988). O mecanismo que
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causa esta reten¢do ainda ndo ¢ bem conhecido mas Selby et al
(1991) confirma que a deformabilidade celular é determinante na
permanéncia de leucécitos nos pulmdes. O efeito da activagio dos
neutréfilos e as células endoteliais pulmonares pode ser diferente das
células dos tecidos vasculares ou essa diferenca de comportamento
pode ser justificada pela anatomia da microcirculagdo pulmonar

(Hogg J. et al., 1987 e Marlys et al., 1993).

2.3  Sub-fenémenos da hipotermia corporal

Os fenomenos ja conhecidos da transmissdo de calor (frio)
conduzem-nos a sistematizag@o da hipotermia corporal induzida por

imersdo de 4gua gelada nos seguintes sub-fendmenos:

a) Hipotermia inicial causada na superficie corporal
Factor que a determina - quantidade de agua gelada como
grande receptor de energia (fonte fria).
Factores que a contrariam - protecgdo pilosa da pele,
impermeabilidade da pele e vasoconstrigdo periférica.
O fluxo de calor € essencialmente efectuado por condugio.
b) Hipotermia no sistema circulatorio
Factor que a determina - a circulagdo do sangue.
Factores que a contrariam - hemoconcentragdo por perda de

liquido plasmatico, aumento da viscosidade sanguinea com
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diminuicdo do fluxo circulante, diminuigdo da frequéncia
cardiaca.

Factores associados - aumento de concentragdo de lactato por
produgdo muscular, leucopenia e trombocitopenia, maior
concentragdo de catecolaminas no plasma, continuagdo da
glucogendlise hepatica.

O fluxo de calor ¢ essencialmente efectuado por convecgao.
Hipotermia nos 6rgdos e tecidos internos

Factores que a determinam - a perfusdo dos tecidos obriga a
perda de calor por convecgdo e nos tecidos vizinhos a perda de
calor por condugao.

Factores que a contrariam - a diminui¢do do fluxo circulante,
do metabolismo celular, a capacidade calorifica dos tecidos, as
respostas neuroendocrinas.

Factores associados - diminui¢io de leucécitos e plaquetas

circulantes e acumulacdo de leucdcitos e plaquetas no figado e

no baco.

A cinética leucocitdria ¢ afectada de diferentes formas ao longo da

hipotermia corporal induzida por banho de dgua gelada. Neste

trabalho, os leucdcitos funcionam simultaneamente como suporte de

informagdo para os mecanismos imunolégicos e ainda como geradores

de informagio do seu proprio comportamento. Embora estejam

quantificadas estas modificagdes, ndo estdo ainda estudadas as

fungdes que melhor as representam ao longo do tempo € que consigam
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distingui-las  ou relaciona-las com os fendmenos fisicos

correspondentes.
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Material e Métodos

3.1 Experimentacio animal

A hipotermia induz profundas alteragdes no numero de leucdcitos e
plaquetas circulantes. Foi objectivo deste estudo o esclarecimento dos
fendmenos fisico-quimicos ou bioldgicos associados a hipotermia e a

estas alteragdes.

As experiéncias foram efectuadas de forma a que a execucio técnica
fosse o menos complexa possivel para que a informagido fosse obtida

de maneira sistematica e com o minimo de factores de dispersio .

A utilizagiio de isétopos marcadores como o '''In que veio substituir o
*ICr (s6 possibilitando leituras “in vitro”), permite a aquisi¢do de
imagens ¢ dados quantitativos referentes a distribui¢do de leucdcitos
marcados nos diferentes orgdos, o que tornou possivel identificar o
compartimento circulante e ndo circulante durante o processo de

arrefecimento.

Os dados foram recolhidos de experiéncias decorridas nos anos de
1990 e 1991. Foram efectuadas utilizando cdes mestigos do sexo
masculino com um peso médio de 8 Kg. O facto de na altura ter sido

utilizado o cédo reside no facto de, dos animais disponiveis, ser o que,
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devido & sua estrutura fisica, tem uma resposta a situagdo de
hipotermia e de cinética leucocitiria e plaquetdria que mais se

assemelha a resposta humana.

3.2 Anestesia e marcagio radioisotopica

Como anestésico foi utilizado o pentobarbital (50mg/Kg de peso) por

via endovenosa.

Nos diversos estudos, a marcacdo de leucocitos foi efectuada

"p-oxina incubado 20 mn com NaCl

“in vitro” com 150 pCi de
0.9%. A média do rendimento de marca¢dao obtido foi de 97%. O
produto marcado foi administrado em bolus por via endovenosa na

aorta abdominal alta.

3.3 Arrefecimento

A hipotermia foi induzida por imersdo em 30 | de dgua gelada até ser
atingida a temperatura esofagica de 22 °C. Esta dgua fol mantida em
degelo durante toda a fase de hipotermia para actuar como fonte fria a
poténcia constante. A sonda do termdémetro eléctrico foi colocada no

esdfago ao nivel das auriculas.

34 Medidas “in vivo”

Foram registados os tempos de arrefecimento até ser atingida a

temperatura de 22 °C.
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Durante a experiéncia o animal foi mantido imédvel, em decibito

dorsal, posicionado a cerca de 20 cm do colimador da gama-camara.

No sentido de identificar os locais de chegada e quantificar a variagéo
da distribuigdo dos leucdcitos nos diferentes orgios foram feitas
aquisigdes dindmicas de imagens matriciais, em vista anterior, ao
longo do tempo de decurso das experiéncias. Para esse efeito foi

utilizada uma gama-camara “GE 400T” ligada a um computador

“PDP11 / 34” da “Digital”.

Foram desenhadas regides de interesse que delimitassem os orgdos a
estudar, escolhendo as imagens em que a actividade nesses orgdos
fosse maxima. Para esta recolha de dados, o “software” utilizado foi o

“Gamma 117 da “Digital”.

3.5 Medidas “in vitro”

Amostras de sangue foram colhidas ao longo do tempo, coincidindo
com intervalos de variagdes de temperatura corporal de 4 °C, para
posterior contagem de actividade e em contadores automaticos totais
(1sto €, de elementos marcados e ndo marcados).

Estas contagens totais foram efectuadas em neutrofilos, leucocitos

totais e linfécitos.

O grau de confianga destas leituras foi calculado aplicando a

distribui¢do de Poisson.
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O processo de marcagdo utilizado respeita essencialmente a populagio

de neutrofilos.
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Andlise da Descida de Temperatura

4.1 Fungoes da informacao

Os dados experimentais obtidos nestas experiéncias em situagdo de
hipotermia nas medidas “in vivo” do figado confirmam resultados ja
observados por trabalhos de investigagdo anteriores (Pina Cabral
et al., Fortunato J. S. et al.). Na nossa observagao, quer as medidas de
leucdcitos, quer as de plaquetas, sdo representadas por fungdes com a
forma de uma sigmoéide. Observando as medidas da temperatura
corporal interna ao longo do tempo de hipotermia, os dados sugerem
também uma sigmoide de caracteristicas idénticas. O tratamento
quantitativo do sistema através das equacgdes fisicas que traduzem a
propagacao do calor por condugdo e convec¢do em sistemas vivos
envolveria um estudo complexo, que ndo pode ser aplicado de uma

forma directa com os dados das experiéncias realizadas.

O facto dos dados experimentais relativos ao fendmeno da hipotermia
e relativos a circulagdo de leucocitos e plaquetas serem representados
por fungdes com aspectos semelhantes levou a procura de uma fungio
abrangente, o que pode ser efectuado atendendo ao factor que lhes é
comum: a propagacdo de informagdo, em ambos os casos associada a
movimentos materiais, a que chamaremos propagag¢ao de informagao

por movimento.
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Estes dados foram tratados como representacdo de um sistema de
informag¢do em que o veiculo fundamental ¢ a circulagdo sanguinea: a
transmissdo de calor como passagem de informacdo de energia
cinética molecular transmitida por condugdo ou convecgdo, € 0
percurso dos leucdcitos constituindo um sistema de informagdo

utilizador da circulagdo sanguinea.

O atraso na transmissdo de um estimulo depende da sua importancia
em relagdo as capacidades de reac¢@o dos elementos ou conjunto de
elementos aos quais esse estimulo ¢ dirigido.

Neste caso, temos uma fonte fria a 0 °C com temperatura constante,
envolvendo um corpo cuja temperatura interna ¢ de 36 °C, ¢ que
reagird a este estimulo fazendo actuar o sistema termoregulador com a

cadeia de respostas ja referida no Capitulo 1L

O modo de actuag@o do sistema global de “informag@o de frio” tem as

seguintes caracteristicas:

a) O primeiro estimulo funciona por contacto directo da fonte
com as moléculas da superficie corporal.

b) A mformagdo ¢ depois transmitida para o interior do corpo
sem actuacdo de contacto directo com a fonte, isto &, cada
molécula arrefecida é por sua vez “transmissora de frio” por
contacto (condug¢do) ou por movimentagdo de moléculas

(conveccao). E de esperar que o factor “condugdo™ seja de
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menor poténcia porque os sistemas vivos tém uma
condutividade térmica da ordem da condutividade do carbono.

A transmissdo pdara quando ja ndoha elementos por
transformar (saturacdo), ou seja, quando a temperatura
corporal interna for de 0 °C; contudo pode ainda ser atingido
um estado estaciondrio, se a capacidade de informagéao estiver
bloqueada. Neste caso, se o principal modo de propagagio de
calor (frio) for a convecgdo, obtém-se uma diminui¢io da
velocidade de propaga¢do muito antes da temperatura corporal
interna ser de 0 °C, uma vez que, aos 22 °C de temperatura
corporal interna, o sistema circulatorio se encontra em

condigdes limite.

As hipoteses de defini¢do das fungdes de transmissdo de informagéo

sdo efectuadas tendo como base que o numero de “contactos” no

tempo seja determinado pelas posi¢des geométricas das moléculas,

pelo nimero de moléculas ja arrefecidas e pelo mimero de moléculas

que ainda ¢ possivel arrefecer.

Seja:

“B” - 0 numero total de moléculas a transformar,

“Q” - o numero de elementos que estdao ja modificados
em cada instante,

“B—-Q” -onumero de elementos ainda ndo modificados em

cada instante.
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A velocidade de transformacao serd “dQ/dt”.
Considerem-se duas situagdes de caracteristicas diferentes:

4.1.1 1" situacdo: Transmissio de informa¢do por contacto
directo

D Populagéo a
atingir

Se o estimulo tem acesso directo a grande parte da populagdo, a
velocidade de propagacio ¢, em cada instante, proporcional ao

numero de elementos ainda ndo atingidos, “B — Q™

A equagdo que representa este fendmeno €
dQ/dt=k (B-Q)
onde k € a constante de proporcionalidade.
Separando as varidveis e integrando:
[ (1/(B-Q)) dQ = k dt

- In (B-Q) =kt + C (B-Q > 0)
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17 Parte — Transporte de frio

Logo
B-Q=¢™e*

Fazendo A = ¢, obtém-se a equagao
Q(t) =B-Ae™

cujo esbogo gréfico se apresenta (grafico 4.1.1).

0it)

t

Grifico 4.1.1: Representagdo grafica da variagdo
temporal da fun¢do de transmissio por contacto directo

O fendmeno imediato do arrefecimento das moléculas pertencentes a
superficie corporal que s@o as que estdo em contacto directo com a
agua gelada, sera semelhante aos casos da nossa vivéncia quotidiana
do aparecimento de pessoas doentes por intoxicagio alimentar causada
pela adulteracdo de qualquer alimento ou da propaga¢io de uma
noticia na televisdo num programa de grande audiéncia. Também
nestes casos existe contacto directo da fonte com o conjunto de

elementos atingido em simultaneidade.
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4.1.2 2" situacdo: Transmissio que implica movimentacio dos
elementos do conjunto

Se o estimulo teve acesso directo a uma pequena parte do conjunto de

clementos a modificar e sdo esses elementos que va@o transportar a

informagdo por chegada a outros locais, entdo a velocidade de

informagé@o é em cada instante proporcional ao numero de elementos

que sdo portadores de informagdo e proporcional ao nimero de

elementos que ainda s3o passiveis de ser informados, isto ¢, a “Q” e a

“B_Q”.

|Or“<:z-"-—lwrn|

Populagdo a atingir

l Moléculas da superficie corporal
A equagdo que traduz esta relagéo ¢

dQ/dt=k Q (B- Q)

e integrando:

[(1/Q(B-Q)) dQ =]k dt.
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Este calculo pode ser efectuado utilizando a relagio:
1/(Q(B-Q)) = 1/B (1/Q+1/(B-Q))

Aplicando esta relagdo na equagéo a integrar :
(1/B) [ (1/Q) dQ + (1/B) | 1/(B-Q)dQ = | k dt.

Efectuando, vem

(1/B) In (Q/(B-Q)) =kt + C (B-Q > 0)
Q/(B'Q) - eBkt + BC

Fazendo A, = gt

Q _ AI B eBkt
1+A, e™
E dividindo ambos os termos da fraccio por A; e obtém-se a
equagao
Q)= . emque A= 1/A
I+Ae™ !

cujo esbogo grafico tem a forma apresentada no grafico 4.1.2.
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Q(t)

t

Grifico 4.1.2: Representagio grafica da variagdo
temporal da fungio de transmissdo por movimento

Usando novamente uma analogia com o que se passa em e¢lementos de
uma populagdo, esta fung¢@o ¢é a caracteristica da propaga¢ido de uma
noticia através de um boato pessoa a pessoa e da transmissdo de
doenga contagiosa numa populagdo.

Esta fungdo foi aplicada neste trabalho a saida dos leucdcitos da
circulagio e a sua entrada no figado e no bago.

A informacdo a transmitir ¢ medida respectivamente pela temperatura

interna, pelas medidas “in vitro” e pelas medidas “in vivo”.

Nestas trés estruturas de informagéo, os dados experimentais ajustados
a esta fungo vao permitir diferenciar os fenémenos de informagao por
contacto dos de informagdo por movimento em que o veiculo

fundamental ¢ a circulagdo sanguinea.
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4.2  Significado fisico de cada parimetro da fun¢io de
informacao por movimento.

Para melhor observar as variagdes de cada pardmetro da solugdo da

equagdo diferencial apresentada:

N B
1+Ae™

Q

em que ¢ = kB,

foi utilizado o processo de variar cada pardmetro por sua vez, fixando

o0s outros dois pardmetros.

A equagdo que foi usada para teste é

“Q=67.8/(1+27.0*e%'",

Q

70
60
50
40
30
20

10

0 10 20 30 50 60 70

40

Graifico 4.2.1: Variagio da fun¢do com o pardmetro “A”
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A variagdo da fung¢do com o pardmetro “A” (grafico 4.2.1) estd
relacionada com a quantidade de elementos portadores da informag@o
no instante t = 0. O ponto onde a fungdo intersecta o ecixo das

ordenadas tem o valor “B/(1+A)”.

Tal como foi definido, o pardmetro “B” ¢ o nimero total de elementos
da populagdo atingidos no limite de saturagdo ou o numero total de
elementos atingidos quando estdo bloqueadas as condigdes de
informag@o. A variagdo da fungdo com o pardmetro “B” esta

representada no grafico 4.2.2.

Q
i B=70
50 50
40 40
30 30
20 0
10 10
5
0

0 10 20 30 40 50 60 70 t

Grifico 4.2.2: Variagdo da fun¢do com o pardmetro “B”

O ponto de inflexdo da fungdo estd situado no instante em que

“Q=DB/2". Os calculos que conduzem a este resultado passam pela
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determinag@o dos zeros da segunda derivada da fungdo. Considerando
a primeira derivada:
dQ

E=kQ(B-Q)-

E derivando, vem:

2
_=de_Q—2kQ£ isto ¢, sz@(BJQ)
42 dt dt dt2 dt

Para “Q=B/2”, o valor da segunda derivada ¢ zero. Este valor
corresponde a um maximo da primeira derivada e a um ponto de

inflexdo da fungao.

Substituindo na fun¢ao, ¢ determinado o valor de “t” correspondente a

este ponto de velocidade méxima de propagacao da informagéo:

t=InA/c

[ 3]

O pardmetro “c” estd relacionado com a constante de
proporcionalidade, isto é, com a capacidade de movimento e de

passagem de informagdo dos elementos (grafico 4.2.3).
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Q

70

40

30

20

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 &

Grifico 4.2.3: Variagiio da fung@o com o pardmetro “c”

A fungdo derivada em relagdo ao tempo (grafico 4.2.4) ¢ uma fun¢io
que tem um mdximo no instante em que metade dos elementos sdo

portadores de informagdo, ou seja, quando Q=B/2, como foi

calculado.
__ fungge derivada
70 1.8
& 16
14
50
12
40
1
30
0.8
20
0.6
10 0.4
0 0.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Grifico 4.2.4: Fungio derivada
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4.3 Aplicacio da funcio de informacao a descida de
temperatura corporal interna

O estudo foi efectuado utilizando os dados de dezoito experiéncias,

juntando a estes dados outros obtidos anteriormente e resultantes de

onze experiéncias semelhantes para avaliagdo da cinética plaquetaria e

eritrocitdria em hipotermia.

As experiéncias foram iniciadas com a temperatura corporal interna ja
inferior a 37 °C pois, apds a anestesia, hd, em rela¢do a temperatura

ambiente, um arrefecimento de 1 a 2 °C.

Foi feita uma correspondéncia entre as descidas de temperatura
interna corporal considerando que haveria 100% de moléculas
atingidas quando a temperatura corporal interna fosse de 0 °C, ou seja

quando a temperatura descesse 36 °C.

Os dados foram ajustados a uma equacdo linear ¢ a equacdo de
transmissdo de informag¢do de um modo global (grafico 4.3.1), e

considerando cada experiéncia isoladamente (grafico 4.3.2).

Os ajustes foram efectuados por processo iterativo de aproximagio,
utilizando as derivadas parciais da fungdo em relagdo a cada

parametro.
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% de descida de temperatura
interna corporal

40
35
10 y=3536+0.6927x R 0.93339
25 PO o1 R
Valugl Error
20 =] 38900696621 204376
A 9 4068112083 2 34081
15 c 0099218962459 0.0129597
R 0.93778190222 NA
10
i}
0
0 10 20 30 40 50 60 {mn)

Grafico 4.3.1: Ajustes linear ¢ da fungo de informagio
(18 experiéncias)

% de descida de temperatura
interna corporal

a - -
8 10 20 38 48 50 68 (mn)

Grifico 4.3.2: Exemplos de curvas de descida de
temperatura obtidas com ajuste da fun¢io de informagéio
por movimento
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Os resultados dos diferentes ajustes das equagdes aos dados obtidos

experiéncia a experiéncia estdo expressos no quadro 4.3.1.

B 831+57
16.0£3.9

(o 0.0769 £ 0.0191

r 0.995 + 0.0051

1 linear 0.987+0.0111

Quadro 4.3.1

Foram comparados os coeficientes de correlagdo dos ajustes obtidos
com as duas equagdes utilizando o teste de “t emparelhado” ; a
probabilidade encontrada para os 18 casos (34 graus de liberdade) foi
p=0.020, revelando que a equacdo da informacdo representa os dados

experimentais significativamente melhor.

Observando os valores obtidos para o pardmetro “B”, infere-se que a
temperatura interna corporal estabilizaria entre os 43 e 59% de

descida, isto é, entre os 20.5 e os 14.8 °C.

Este resultado, parecendo paradoxal pois o equilibrio térmico do corpo
com a fonte s6 se atinge aos 0 °C, pode estar em relagdo com uma
previsdo do ponto esperado de paragem da circulagdo sanguinea. Se a
circulagdo for o principal factor de transmissdo do “frio”, entdo, dai
em diante, s estard a fazer-se transmissdo por condugdo ¢ a

velocidade da transmissdo é suficientemente retardada em relacdo a
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anterior (atenda-se a que a condutividade térmica dos seres vivos ¢ da

ordem da do carbono, isto €, muito baixa) para ndo ser significativa.

Outro pardmetro escolhido para a caracterizagdo da fungdo ¢ o ponto
de inflexdo (“PI”). Representa o instante em que “Q = B/2” ¢
simultaneamente o momento em que a velocidade de subida da fungdo

¢ maxima. Depende do parametro “A” ¢ “c™

PI=InA/c

No grafico 4.3.3 sdo apresentadas algumas fungdes derivadas das
equagdes de descida de temperatura pondo em evidéncia os
respectivos maximos correspondentes aos pontos de inflexdo. O ponto
de inflexdo da fungdo de arrefecimento corporal situou-se entre os 27

cosd43mn.

1.2

0.8

0.6
0.4

0.2

0 10 20 30 40 50 60 (mn)

Grifico 4.3.3: Algumas derivadas de fungdes de ajuste
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Analise das Medidas “In vitro”

Comparacio dos parimetros de descida na circulacio de

diferentes tipos de leucdécitos durante a hipotermia

Nas colheitas de sangue efectuadas durante o arrefecimento corporal
foram efectuadas as contagens de leucdcitos totais e a percentagem
dos diferentes tipos. Dada a escassa frequéncia de mondcitos,
basdfilos e eosindfilos, estas medidas parciais ndo foram consideradas
de uma forma especifica apesar de valorizarem as medidas dos

linfocitos e neutréfilos.

Na andlise das medidas “in vitro” em que ndo estava em causa o factor
“marcacdo radioactiva” foram utilizados também dados de outras
experiéncias em que o protocolo foi em tudo idéntico as efectuadas
neste trabalho, excepto na técnica de marcagdo radioactiva especifica

para marcagao de plaquetas ou de eritrocitos.

Foram também efectuadas as contagens em aparelho de cintilagio das

medidas da actividade de '"

In, correspondendo ao numero de
leucdcitos marcados em circulag@o (essencialmente neutrofilos, pois a

marcagdo radioactiva tem para estes uma afinidade especifica).
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Para posterior comparagdo com a curva de arrefecimento e com as
equacdes de chegada dos leucdcitos aos orgdos obtidas nos capitulos
seguintes, utilizamos para a varidvel dependente o valor da
“percentagem de descida de leucdeitos circulantes” em substituigdo do
valor do “nimero de leucécitos circulantes”. Esta percentagem foi
calculada em relagdo ao nimero de leucéeitos circulantes em situagdo

11

basal, isto &, apods a estabilizagio da entrada de ' In-neutrofilos

I ® - .y .
(neutrofilos ) no figado e antes do inicio do arrefecimento.

A analise da descida dos diferentes tipos de leucdcitos foi testada de

dois modos:

. Com ajuste a uma curva exponencial simples (equacdo de

contacto directo)
B o

y=a%*e

. Com ajuste a fungéo de informagdo por movimento
y=B/(1+A*c*")

Alguns ajustes obtidos utilizando a fungdo de contacto directo estdo

representadas no grafico 5.1
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% de leucocitos
na circulagdo

108
8a Yy =a* eupl- b*t)
60
48

20 P

@ 18 28 38 48 5@ (™o

Grifico 5.1: Representagdo grafica de ajustes a uma
equacdo de transmissdo por contacto directo

Em todos os casos, o ajuste a fungdo de informagio por movimento
foi significativamente melhor e sé este estd referido nos estudos

seguintes.

Os ajustes foram efectuados por processo iterativo de aproximagio,
utilizando as derivadas parciais da fungdo em relagio a cada

parimetro.

Os dois parametros utilizados para caracteriza¢do do fendémeno foram:

. A percentagem de descida maxima “B”, que caracteriza a
amplitude.
. O ponto de inflexdo “PI”, que localiza o tempo em que 50%

dos leucdcitos deixaram a circulagdo e, simultaneamente,
representa o instante em que a saida de circulagdo atinge o

maximo da velocidade.
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Estes pardmetros foram utilizados para a determinagdo das trés
equagdes teodricas representativas das diferentes fungdes de
movimento  consideradas:  leucdcitos  totais, neutrdfilos e

" n-neutréfilos.

5.1 Descida de leucocitos circulantes

Foram utilizados 24 conjuntos de dados experimentais.

A equagdo geral representativa da descida dos leucdcitos na circulagdo
foi obtida com base nas 24 equagdes calculadas, considerando os 24

parametros “B” e os 24 pontos de inflexdo “PI”.

Os resultados estdo nos quadros 5.5.1 e 5.5.2 e alguns exemplos de

ajustes estdo representados no grafico 5.1.1.

A equagdo final estd representada geometricamente no grafico 5.5.1.

% de descida de
leucocitos circulantes

100
38
[e]
m] -
60 y=B/U-A*e =Y
48
20

] 10 20 30 48 58 (mn)

Griafico 5.1.1: Representagdo grifica de algumas curvas
de ajuste a descida de leucécitos circulantes
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5.2 Descida de linfocitos circulantes

Embora haja uma descida de linfécitos da circulagao de amplitude
significativa as medidas obtidas a partir dos 20 mn (30 °C) sdo
irregulares (grafico 5.2.1) e ndo foi efectuado sobre estes dados
qualquer ajuste que levasse a obtengio de parAmetros.

% de

linfécitos circulantes

100

60

0 50 (mn)

Grafico 5.2.1: Representacdo grifica da varia¢io de
linfécitos circulantes

5.3 Descida de neutrofilos circulantes

O processo de andlise matematica foi em tudo semelhante ao utilizado
para a descida dos leucdcitos totais. Com o ajuste da fungdo
exponencial simples, isto €, da fungdo de informagdo por contacto
directo foram obtidos resultados ainda menos significativos do que os

encontrados no ajuste dos dados dos leucdcitos totais. A funcdo de
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informagdo por movimento revela-se de ajuste significativamente

melhor.

Os resultados obtidos com os 23 conjuntos de dados experimentais
estdo nos quadros 5.5.1 e 5.5.2 e a representacdo grafica da equagao

da descida de neutrofilos circulantes estd apresentada no grafico 5.5.1.

111

5.4 Andlise das medidas da actividade dos = In-neutrofilos

circulantes

Foram realizadas 10 experiéncias com marcagao de neutrofilos com

Hlln.

Os resultados obtidos utilizando o método de analise usado
anteriormente e estdo sumariados nos quadros 5.5.1 e 552 ¢ a
representagdo grafica da equagdo final representativa do fendmeno ¢

apresentada no grafico 5.5.1.

5.5 Comparacao das diferentes cinéticas (com ¢ sem marcacio
radioactiva)

As diferengas de amplitude e velocidade da percentagem de descida
na circulagio entre leucdcitos, neutrdfilos e " n-neutréfilos
(neutr6filos*) foram analisadas utilizando o teste “t de Student”
efectuado aos pardmetros caracterizadores “B” e “PI” referidos

anteriormente.

Os valores das respectivas probabilidades estdo nos quadros 5.5.1 e

Did b
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leucocitos neutrofilos neutrofilos *
ParametroB n=24 n=23 n=10

78.5+10.8 792+11.9 41.6+8.7
leucocitos ns p=0,000
neutrofilos p = 0.000

Quadro 5.5.1

leucdcitos neutrofilos neutrofilos *
Parametro PI

n=24 n=23 n=10

179+ 5.8 188 6.7 19.6 7.0

Nio foram encontradas diferengas significativas nos trés grupos entre si.

Quadro 5.5.2

Estes resultados estdo apresentados de uma forma de andlise mais

directa no grafico 5.5.1.
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% de descida

na circulagdo L
leucocitos

20 neutrofilos

70
60
30 1111n - neutréfilos
40
30
20

18

@ 18 280 380 48 58 60 (mn

Grafico 5.5.1: Grafico de curvas de % de descida de
leucéeitos, neutréfilos e ''In-neutréfilos

Nio existem diferencas significativas nas amplitudes das fungdes de

descida dos leucocitos e neutrdfilos ndo marcados.

Nio existem diferencas significativas nas velocidades de descida
leucocitdria entre os trés grupos estudados. A invariabilidade do ponto
de inflexd@o dos trés grupos sugere que este parametro, ndo lhes sendo

especifico, esta ligado a circulagdo leucocitdria em hipotermia.

O facto deste ponto de inflexdo anteceder no tempo o ponto de
inflexdo da descida de temperatura interna pode ser consequencia da

diferenga de comportamentos das duas fungdes de informagao:
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L. A transmissdo da informac¢@o de “frio” funciona a velocidade
da circulagdo geral ¢ ¢ transportada por todas as moléculas
existentes no sangue. Podemos considerar que a fuga de
plasma para os espagos intersticiais ¢ em si uma forma de fuga

de informagao que vai atrasar a transmissao de informacgao.

2. A transmissdo da informagio de saida de leucdcitos da
circulagdo funciona pela mesma via mas ¢ uma informagio
conduzida ndo so pela velocidade da circulagio mas contém
em si fendmenos quimicos associados como, por exemplo, o

quimiotactismo e a adesividade a outras moléculas.

A amplitude de descida dos neutrdfilos marcados € cerca de metade da
amplitude de descida dos leucdcitos e neutréfilos ndo marcados. Esta
diminui¢do na amplitude de descida pode ser atribuida as
modificagdes que a marcagdo radioactiva provoca nos neutréfilos,
alterando as ligagdes da molécula dos receptores, ¢ consequentemente

0 seu comportamento em relagio as moléculas adesivas.
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Cinética dos '"'In-neutrofilos

6.1 Andlise das medidas “in vivo” obtidas no figado, baco,
pulmoes e abdémen

Em trabalhos anteriormente apresentados (Fortunato J.S. ef al., 1993)

¢ realizados em situagdo de normotermia, foram estudadas as funcdes

representativas da entrada de '''In-neutréfilos em diversos érgios e

determinados os tempos em que esta entrada estabiliza.

A metodologia utilizada para relacionar as medidas obtidas no
decorrer das experiéncias pode ser explicitada em termos de
movimentagdo da marcagdo radioactiva em espagos determinados

(esquema 6.1.1).

Vo= Vi =
act .doseg 100% V2
Fase | Fase 2 Fase 3

apds injecgio  apos estabilizagio  apds hipotermia

O actividade circulante W

® actividade no figado +bago apés estabilizagiod  » 4 ¢"
temperatura ambiente

w aumento da actividade no figado + bago "F+C"
apos hipotermia calculado em percentagem da
actividade total

#: actividade nos vasos periféricos ou outras regices "V-F-C"
niio hepato-esplénicas obtida por diferenca

Esquema 6.1.1
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Foi considerada na fase inicial a administragdio da dose de
"n-neutrofilos. Neste esquema nio consideramos as passagens de
neutrofilos pelos pulmoes pois so foi iniciado o fendémeno do

arrefecimento depois de estar estabelecido o equilibrio .

Na segunda fase, a actividade localizada no figado e no bago vai
funcionar como uma “actividade de fundo™ que foi sempre descontada
a actividade encontrada na mesma regido de interesse nos tempos
subsequentes. Esta actividade foi considerada ndo pertencente aos

100% de actividade total.

A terceira fase é constituida pelo tempo em que decorre a hipotermia.

IllIn a

Nas 10 experiéncias com marcagdo de neutrdfilos com
percentagem de actividade foi determinada em relagdo ao valor inicial,
isto ¢, ao valor da actividade existente na regido de interesse apos a
estabiliza¢ao dos neutrofilos marcados mas antes do inicio da descida
de temperatura corporal. Os valores das medidas “in vivo”, foram
todos calculados em percentagem da actividade total existente,

descontando o valor obtido nas respectivas medidas da fase 2.

Para obter os parametros caracterizadores da fun¢do de entrada de
neutrofilos no figado foram feitos ajustes com a equagdo de
informagdo por movimento que estdo representados no grafico 6.1.1.
Os respectivos coeficientes de correlagdo variaram entre 0.995

e 1.000.
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Os resultados estao resumidos no quadro 6.1.1.

% de neutrofilos*
no figado

35

) 18 28 38 48 sa (mn)

Grafico 6.1.1

O processo de andlise de dados efectuado para os 10 conjuntos de
leituras obtidas no bago foi semelhante ao processo utilizado para as
do figado, embora a presenga de neutrofilos marcados no bago (média
de 10 % do total “in vivo™) seja muito inferior a verificada no figado

(cerca de 20 % do total “in vivo™).

Foram feitos ajustes com a equagdo de informacgdo por movimento
cujos resultados estdo representados no grafico 6.1.2. Os seus

coeficientes de correlag@o variaram entre 0.973 ¢ 0.999.
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% de neutrofilos
no bacgo

14
12
18

8

@ N &= o

Grifico 6.1.2

Verifica-se a existéncia de maior dispersdo do pardmetro “B” ¢ “Pl”

correspondentes ao bago (Quadro 6.1.1).

Figado Baco
PI (mn) 250+ 54 28.1 £12.2
B (%) 19.6 £9.0 10.0 £ 8.0

Quadro 6.1.1
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Nao foram encontradas diferencas significativas entre os valores do
parametro “PI” correspondentes as fungdes de entrada de neutréfilos

marcados no figado e no bago (p = 0.06).

Foram estudadas as diferengas das medidas de actividade nos pulmdes
¢ abdomen antes e apds a hipotermia e estas ndo se mostraram

estatisticamente significativas.

6.2 Relacdo entre as funcgoes de entrada nos orgios e as
funcoes de saida da circulacio

O estudo global foi efectuado considerando a evolugdo de cada

experiéncia separadamente. Em cada caso foram consideradas a

fungdo de saida de percentagem de actividade circulante (medidas

“Iin vitro” — “V”"), a fung@o da percentagem de aumento de actividade

no figado adicionada a percentagem de aumento de actividade no bago

GCF+C"7.

Teoricamente, ndo sendo aparentes nas imagens obtidas outros
“espagos” de actividade de neutrdfilos®, a soma da percentagem de
actividade que deixa a circulagdo seria igual a actividade que entraria
no figado e no bago e a soma destas percentagens, todas calculadas em

relagdo a actividade total, seria de 100% (esquema 6.1.1, fase 3).

O grifico 6.2.1 representa um dos estudos referidos e aspecto

semelhante ¢ apresentado por mais oito experiéncias.
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Foi calculada esta diferenga de actividades ao longo do tempo
“V-F-C” e foi representada simultanecamente a fungdo de descida de

temperatura.

60

—8— F+C
—e— invitro
-0 V-FC
—_— T
Grafico 6.2.1
V - % de descida de actividade circulante

F+C - % de actividade no figado + bago
V-F-C - % de actividade nos drgdos extra hepato-esplénicos

T - % de descida de temperatura

Adicionando as fungdes de percentagem de actividade obtida ao longo
do tempo nos dois orgdos, figado e bago, e comparando esta soma
com a descida da actividade circulante, descobre-se que existirdo
neutréfilos* que ja ndo estio em circulagdo e que ndo estdo também

localizados nos drgdos.

A diferenga calculada “V-F-C”, ¢ representativa de presenca de

neutrofilos* fora dos espagos que consideramos nas nossas medigdes.
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Os graficos 6.2.2 ¢ 6.2.3 caracterizam as outras duas experiéncias em
que os resultados mais se afastam dos valores médios e apareceram
em situagdes de limite maximo ¢ minimo do intervalo de tempo de
decurso da experiéncia, isto ¢, do tempo que demorou a descida de

temperatura até aos 22 °C.

%o

—e— V
—— F+(
----  V-FC
—_— T

0O 10 20 30 40 50 60 (Mn)

Grafico 6.2.2

A% - % de descida de actividade circulante

F+C -9% de actividade no figado + bago
V-F-C - % de actividade nos 6rgios extra hepato-esplénicos

T - % de descida de temperatura
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0,‘ 0

40

35

30 s
—8— F+(

25 -0 - VF-G
—_— T

20

15

10

5

0

Grafico 6.2.3: Representacio grafica das curvas de
% de actividade e da descida de temperatura no caso de
minimo tempo de experiéncia

A% - % de descida de actividade circulante
F+C - % de actividade no figado + bago
V-F-C - % de actividade nos 6rgiios extra hepato-esplénicos

T - % de descida de temperatura

Estes resultados globais obtidos estudando cada experiéncia
separadamente, ¢ pondo em evidéncia a fungdo de marginagdo, podem
ser orientadores da indicagdo da sua importdncia como mecanismo de

defesa contra a descida de temperatura.

As duas experiéncias que se apresentam como casos limites, sugerem
que, quando a descida de temperatura interna se efectua mais
rapidamente, a fun¢@o de marginagdo ¢ mais reduzida, e se a descida
de temperatura corporal é mais lenta, entdo a fun¢do de marginagéo

apresenta-se mais elevada.
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Os resultados das 10 experiéncias podem ser representados pelas suas
equagdes tedricas obtidas a partir dos parametros “PI” e “B” para cada
cinética.

Foram comparados os parametros “B” e “PI” respeitantes as dez
curvas do figado, bago e dos neutrdfilos circulantes utilizando o teste
“t de Student emparelhado”. Existem diferengas significativas em

todos os casos excepto no pardmetro “PI” entre o figado e o bago.

As equagbes encontradas para representar a percentagem de
neutréfilos presente no figado, no bago ¢ a percentagem de neutréfilos
circulantes sdo as seguintes:
Figado F=19.6/(1+21.0""Y
Bago C=10.0/(1+9.0e"071%Y
Neutr6filos* circulantes  V =41.6/ (1 +40.6 ¢ *#¥7Y

A sua representagdo grafica simultdnea com a representagdo da
percentagem de descida de temperatura estd apresentada no grifico
6.2.4, pondo em evidéncia o atraso do ponto de inflexdo da fungio de

descida de temperatura em relagdo ao das outras fungoes.
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%

50 , V - % de descida de neutréfilos™ circulantes
- T - % de descida de temperatura
40
F - % de actividade no figado em
relagsio & actividade total
0 C - % de actividade no bago em
relagdo a actividade total
20
10
0

0O 10 20 30 40 50 60 (M0

Griafico 6.2.4: Representagio das equagdes tedricas
representativas da % de actividade e da descida de
temperatura

A fungio diferenga entre os valores da func¢io representativa dos
neutrofilos* circulantes e dos neutréfilos* situados no figado e bago,
isto é, a fungdo representativa dos neutréfilos™ que se encontram
nos tecidos dos vasos periféricos ou noutros Orgdos extra

hepato-esplénicos, estd representada no grafico 6.2.5.

Pode por-se a hipdtese da existéncia deste “espago” ter interferéncias
de acgdes quimicas nomeadamente do fendmeno de aderéncia dos
leucocitos as paredes dos vasos periféricos ou aos tecidos de outros

orgdos extra hepato-esplénicos.

Esta importante fung¢do de marginagdo de neutrdfilos sera analisada

mais adiante em simultdneo com a fun¢do de marginagdo encontrada
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no estudo da cinética plaquetdria em hipotermia e que se apresenta

com caracteristicas semelhantes.

%
50
V- % de descida de neutrofilos
0 (actividade circulante)
F+C - % de actividade existente
% no figado+bago
V-F-C -  actividade nos orgéos e vasos
20 periféricos extra hepato-esplénicos
LLLITIT
10 I V-F-G
|I
I
i
0 U

0 10 20 30 40 5 60 (M0

Grifico 6.2.5: Representacdo das equagdes tedricas da
% de actividade circulante e da % da actividade no
figadotbago e da curva obtida por diferenga

Embora o sangue seja um fluido nao Newtoniano, aplicando a lei de
Newton, considerando “p” a resisténcia do fluido & deformacgéo, a
tensdo tangencial ou de cizalhamento “t” € proporcional ao gradiente

de velocidade “dv/dy™:
T = p dv/dy

Neutrofilos e plaquetas marginam em simultaneidade provavelmente
acompanhando a fuga de plasma para os tecidos intersticiais e sera
este fendmeno a origem do aumento da viscosidade sanguinea com o

consequente decréscimo de fluxo circulante e aumento da tensdo
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tangencial ou tensdo de cizalhamento em direc¢io paralela a parede do

vaso.

%
58
T- % de descida de temperatura

49—
U-F-C - % de actividade nos urgﬁos e vasos

periféricos extra hepato-esplénicos

T T 1
@ 18 28 38 48 58 6@ (mn)

Grifico  6.2.6: Representacdo da “fungdo de
marginagdo” e da funcdo de descida de temperatura

Se compararmos a fun¢io de descida de temperatura corporal com a
curva de marginagdo (grafico 6.2.6), verificamos que o ponto de
inflex@o da fungdo de descida de temperatura corporal coincide com o
instante a partir do qual a fun¢@o deixa de ser crescente, estabilizando

desde esse instante ou até decrescendo ligeiramente.

Pode sugerir-se que os elementos que marginaram constituiram uma

fuga de informagao da fungdo de transmissao de “frio”.
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Cinética de Eritrocitos e Plaquetas em Hipotermia

7.1 Estudo da cinética eritrocitaria

A marcacdo radioactiva de eritrocitos foi efectuada segundo a técnica
de A. M. Zimmer et al., com 9ngc, “in vivo”, 20 a 30mn apos

injeccao de pirofosfato estanoso.

Foram efectuadas sete experiéncias com um protocolo idéntico ao

utilizado para os leucocitos.

Analisadas as medidas obtidas “in vitro”, foi encontrada uma descida
de apenas 9% durante o arrefecimento. Nas medidas “in vivo”, foi
analisada a actividade no figado, baco, pulmdes e abdomen. Apenas
no bago se registou um aumento do valor correspondente a eritrocitos

sequestrados.

A entrada de eritrdcitos para o bago, sendo irreversivel durante o
reaquecimento (Fortunato J. S. eral, 1989), pode resultar da
fragilizacdo de alguns eritrocitos provocada pelo processo de
marcagdo radioactiva e da sua acumulagdo nos seios venosos do bago

ou de um fendmeno de dilui¢ao nos eritrocitos ndo marcados.

A cinética eritrocitaria constitui-se como cinética de elementos
corpusculares com uma dindmica diferente dos leucocitos e das

plaquetas. S3o os elementos de maior porte na suspensdo do fluido
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sanguineo (discos biconcavos com eixo maior de 8um e com 2um de
espessura) e ocupam cerca de 45% do volume total, em condigOes
normais. Mesmo em condigdes de temperatura normal, este fluido
ndo tem comportamento Newtoniano. Com a hipotermia, o
deslocamento de plasma para os espagos Intersticials aumenta

consideravelmente a hemoconcentrag@o ¢ a viscosidade sanguinea.

Houve vdrios autores que relacionaram a hemoconcentragdo com a
viscosidade sanguinca mas as hipoteses de estudo foram: a
inexisténcia de interac¢des entre as particulas e a estabilizagdo do
pardmetro viscosidade. A equagdo obtida experimentalmente

(Dinlenfass L., 1977) é da forma
n =1 (1-TKC)™

em que:

n - viscosidade da suspensdo

Mo - viscosidade do fluido suspensor

T - temperatura absoluta

K - constante dependente de interacgdes quimicas no meio

C - concentragdo de particulas.

A distribui¢do da viscosidade sanguinea nao ¢ uniforme (Pries A. R.
et al., 1986) (Tangelder G. J. ef al., 1986). Para os vasos de didmetro
superior ao do didmetro do eritrocito, os eritrocitos tém tendéncia a

circular no eixo do vaso, afastando-se da parede. Em condigdes de
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fluxos sanguineos diminuidos, como é o caso da hipotermia, os
eritrécitos circulando em vasos superiores ao seu diametro, colam-se,

formando agregados que se desfazem quando o fluxo aumenta.

O equilibrio constantemente reposto na circulagdo resulta de vectores
fundamentais sempre presentes e que sdo especificos do local: a
viscosidade do sangue, a velocidade da circulagdo (forgas de inércia) e

a forga de resisténcia aplicada as paredes do vaso (tensdo tangencial).

A heterogeneidade das paredes dos vasos sanguineos ¢ um factor
importante pois cria alteragdes mecanicas locais e gera modificagdes

na bioquimica do meio envolvente.

Tem havido vdrias tentativas de encontrar fun¢des do comportamento
reologico do sangue. Este estudo foi iniciado por Casson em 1959,
utilizando um modelo de suspensdo de particulas de tinta. A sua
aplicagdo ¢ particularmente relevante em situagdes de fluxos
sanguineos baixos na circulagdo dos microvasos em que estes
ndo podem ser considerados uma estrutura separada, estando
integrados como parte funcionante do tecido que alimentam, sendo o
fluxo sanguineo capilar responsavel pelo gradiente de concentragdo
quimica e hidrostatica entre o lumen do capilar e os tecidos

”

envolventes. Considerando ‘““ty” uma tensdo no campo resultante

destes gradientes quimicos e hidrostaticos, em termos matematicos, a

(14

tensdo tangencial ou de cizalhamento “t” pode ser equacionada

(13 kd

relacionando a tensio no campo, “1° , uma constante das
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e 99

caracteristicas da resisténcia do liquido a deformagdo “p” e o

gradiente de velocidade do fluido no local “y™:
T=Tpt 1y

Para altos fluxos sanguineos, a influéncia da tensdo no campo diminui

e a formula reduz-se a relacio obtida para fluidos Newtonianos:
T= Ny em que y = dv/dy
12 Estudo da cinética plaquetiria

A marcagao radioactiva de plaquetas foi efectuada segundo a técnica

de H. Sinzinguer et al.,(1984), com ""n-oxina sulfato.

Foram efectuadas dez experiéncias com um protocolo idéntico ao

utilizado para os leucocitos.

O processamento de dados referentes as medidas de plaquetas
circulantes e as medidas “in vivo” de plaquetas foi semelhante ao
efectuado para os leucdcitos, pois o conjunto dos dados obtidos assim
o sugeriu. A unica excepgdo diz respeito as medidas “in vivo”
encontradas no bago que, no caso das plaquetas, ndo apresentava
aumento significativo apos a hipotermia.

Foram efectuados ajustes a fungio de informagao por movimento das

111

medidas “in vitro” de ' 'In-plaquetas e as medidas “in vivo” referentes

a regido de interesse correspondente ao figado. Os resultados obtidos
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(quadro 7.2.1) foram comparados utilizando o teste “t de Student

emparelhado”. Estes resultados mostram a existéncia de diferengas

significativas entre as amplitudes das duas fungdes (p=0.002), ¢ a

ndo existéncia de diferengas significativas em relagdo ao ponto de

inflexdo das fungdes de saida de circulagdo e de entrada no figado.

Plaquetas circulantes

PI (mn) m=25.0
d=7.6

B

(%) m=41.1
d=223

Figado

m =284
d=7.6

m=18.6
d=10.5

Quadro 7.2.1

As equagdes tedricas obtidas para representagdo destas fungdes sdo as

seguintes:

Figado

Plaquetas™ circulantes

F=18.6/(1+17.6 *'%%
V=41.1/(1 +40.1 14753
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Tal como para os leucocitos, foi estudado o conjunto de dados caso a
caso para confirmar a existéncia sistemadtica de outro “espago”

plaquetério ndo directamente medido.

A representagao grafica simultdnea das equagdes tedricas
representativas das alteragdes efectuadas na circulagdo ¢ das medidas
obtidas no figado, juntamente com a fun¢do de marginagdo que as
complementa, ¢ com a equagdo de descida de temperatura corporal,

estd representada no grafico 7.2.1.

o
58

T - descida de temperatura
U - descida de actividade
F - subida de actividade

a 18 20 38 48 58 68 (mn)

Graifico 6.2.1: Representagio das curvas de %
de actividade circulante, de actividade no figado, da
descida de temperatura e da fung¢do obtida por diferenga
das % de actividade

A fungio de marginag@o obtida com o estudo da cinética plaquetdria ¢
semelhante a da cinética leucocitdria. Pode pdr-se a hipdtese de uma

cinética comum de marginagdo pelo arrastamento destes elementos
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pelo plasma na sua deslocagdo para os espagos intersticiais decorrente

da vasoconstri¢do provocada pelo arrefecimento corporal.

No entanto, mesmo em condi¢des basais, existe um fluxo plaquetdrio
para as paredes dos vasos cujo modelo matematico foi estudado por
Turitto e Baumgartner (1979) e € assim definido:

L

1= +(y, Dwf /643x)"

em que:
J - fluxo da plaqueta situada na posi¢ao de distancia “x”
C, - concentracdo de plaquetas no sangue
K - coeficiente de interac¢do entre as plaquetas e a parede
do vaso, isto €, um coeficiente bioquimico dependente
do local
Tw - gradiente de velocidade no vaso

D,, - difusividade plaquetaria, dependente em polindmio de

2° grau da hemoconcentragao (Aarts, 1985).

Pela andlise dos resultados obtidos nas duas fungdes, circulante ¢ de
marginagio plaquetdria, observa-se que a marginagdo aumenta
simultaneamente com o decréscimo de concentragdo de plaquetas
circulantes. Neste caso, a concentragdo de plaquetas no sangue
ndo pode ser factor determinante da fun¢do de marginacio o que

implica uma importancia maior aos factores quimicos e ao aumento
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da difusividade  plaquetaria  provocado pelo aumento da

hemoconcentragao.

Keller ¢ Wang (1979) ¢ Aarts (1984) consideram que o aumento de
eritrocitos  actua como elemento perturbador local para as
relativamente pequenas plaquetas (discos de 3 pm de eixo maior e de
0.6 a 1 um de espessura). A agrega¢do de eritrocitos no eixo dos vasos
sanguineos provocada pela hemoconcentragdo leva ao aparecimento
de particulas de volume multiplo do volume dos eritrocitos ¢ este
efeito de projecgdo de plaquetas para as paredes dos vasos €
directamente proporcional ao quadrado do diametro da particula

maior.
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Percurso Efectuado e Conclusoes

8.1  Breve resumo do percurso efectuado

Apds uma reflexdo sobre as publicagdes cientificas no ambito da
matéria que este estudo envolve, e a descrigdo dos materiais e métodos
utilizados no campo experimental neste trabalho, foi proposta uma
interpretagdo dos fenomenos associados ao contacto e a
movimentagdo de elementos na circulagdo sanguinea como

transmissores de informagao ao longo do tempo.

Apresentadas as equagdes matematicas representativas  dessa
interpretacao, foram determinados os pardmetros das suas
representagdes em diversas situagOes, efectuando ajustes por processo
iterativo utilizando derivadas parciais. Os ajustes da fungdo de
transmissdo por movimento mostraram ser adequados para representar

os dados obtidos nas diversas experimentagdes.

Os parametros escolhidos como caracterizadores da funcdo de
transmissdo por movimento, “B” e “PI”, foram determinados para
cada caso e foram objecto de processamento de estudo estatistico

adequado.

Estabeleceram-se as fungdes tedricas representativas da “transmissédo

de frio” de uma fonte de dgua gelada para o interior de um corpo, as
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fun¢des definidoras da cinética circulante e da cinética “mn vivo” de

leucocitos e de plaquetas durante a hipotermia corporal.

Comparando as fung¢des da cinética circulante as fun¢des de entrada
significativa de leucécitos e de plaquetas em Orgdos, foi encontrada
uma terceira fungdo de “estacionamento” de leucocitos e de plaquetas
provenientes da circulac@o. Esta funcdo de marginagdo de leucdcitos e
plaquetas foi interpretada como associada a cadeia de respostas do

organismo na reaccao a hipotermia.

8.2 Conclusdes ¢ alguns comentdrios

8.2.1 Material e métodos

Alguma reflexdo deve ser feita a propodsito dos condicionamentos

desta experimentagao.

A dificuldade de acesso a material adequado a experimenta¢do animal
levou a utilizagdo de material que, ou estd obsoleto, ou ¢ inexistente, €
entdo ¢ substituido por adaptagdes cuja precariedade obriga a esforgos
suplementares para a execucdo das tarefas executadas pelo

experimentador .

A Experimentagio Animal associada a Medicina Nuclear, tem
originado a publicagdo de inimeros trabalhos cientificos. Sendo

proibido o uso de animais comuns ¢ dificil a execugdo de experiéncias
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pois o prego dos animais criados para o efeito € exorbitante

relativamente as verbas disponiveis para os trabalhos de investigagao.

Quanto a metodologia utilizada, alguns comentarios sobre possiveis

causas de erro devem ser referidos:

l. A anestesia € por si um factor de arrefecimento corporal e isso
foi verificado pois no tempo de estabilizagdo houve descida de
temperatura corporal de 1 a 2°C, ndo havendo portanto
medi¢oes radioactivas efectuadas em condigdes consideradas

basais de temperatura corporal.

2 O facto do animal estar na posi¢do de decibito dorsal
nao permitiu uma eficiente medi¢do da actividade pulmonar ou
do bago, isto ¢é, com a mesma ordem de significincia das
leituras sobre o figado, porque a eficiéncia da medida de
actividade varia na razdo inversa do quadrado da distancia ao
colimador. Esta deficiéncia poderia ser superada pela
existéncia de uma gamma-camara com dois campos de leitura
paralelos, permitindo a utilizagdo da média geométrica das

medidas obtidas nas vistas posterior e anterior.

3. Em alguns casos de animais mais corpulentos, os membros ¢
parte da cabecga ficavam de fora do campo da gama-camara o
que origina erros na determinagdo das percentagens de

actividade em relagdo a actividade total medida “in vivo™.
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4. O estudo matematico efectuado sugere que seria bom terem
sido efectuadas mais medidas de descida de temperatura bem
como mais colheitas de sangue durante a situagdo de

hipotermia para obten¢do de dados.

8.2.2 Cinética eritrocitaria

Nio foi efectuado processamento matematico de fungdes da cinética
eritrocitaria, pois a unica fuga da circulagdo dos eritrdcitos durante a
hipotermia € para o bago, em percentagem escassa, ¢ esta saida ¢
proveniente da fragilizagdo provocada pelo seu manuseamento
durante o processo de marcagdo radioactiva e da sua acumulagao nos

Se10S VENnosos.

Varios trabalhos cientificos publicados sobre o estudo dos efeitos da
hipotermia corporal indicam que o principal fenémeno associado aos
eritrocitos € indirecto e proveniente da hemoconcentragdo provocada
pela fuga de plasma para os espagos extravasculares. Devido a esta
hemoconcentragdo, hda um aumento da viscosidade do sangue com a
consequente alteragdo dos pardmetros fisicos da dindmica circulatoria,
tais como a descida da intensidade do fluxo e a deslocagdo da
constante de Reynolds para um valor inferior ao que seria normal em

condic¢des basais.
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8.2.3 Arrefecimento corporal

Estas alteracdes na circulagdo condicionam de uma forma directa o
transporte da informagdo de arrefecimento pois a convecgdo mostrou

ser o principal veiculo.

A equacido determinada para a descida de temperatura esofdgica atinge
o limite maximo no momento a partir do qual havia grandes
probabilidades de arritmias ou paragem cardiaca (22 °C). A esta
temperatura, o fluxo sanguineo estd diminuido e a transmissdo de
calor por movimento fica estaciondria. Este momento € muito anterior
ao tempo em que seria atingida a temperatura de equilibrio com a
fonte de agua gelada (0 °C) o que fisicamente se obteria muito mais
tardiamente com o processamento de transmissdo do calor por

conducdo.

A equagdo teodrica obtida representativa da descida de temperatura
interna leva-nos a considerar para ponto de velocidade maxima de
descida, o instante em que metade dos elementos estdo arrefecidos.
Dai em diante, a velocidade da informagdo baixa até ser atingido o

limite minimo de condig¢des de circulagdo.

8.2.4 Cinética leucocitiaria

O estudo da cinética leucocitaria efectuado em medidas “in vitro”

permitiu:
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O aproveitamento de maior numero de casos em que foi
possivel testar o melhor ajuste da fungdo de informagio por
movimento, tendo sido utilizadas contagens de leucocitos de
experimentagdes com marca¢do radioactiva de plaquetas e de
eritrocitos. Este facto sugere que esta cinética circulante segue
uma variagdo compativel com as alteragdes da velocidade de

circulacio.

Concluir que ndo existem diferengas significativas entre a
saida de circulacdo de neutrofilos ¢ de leucdcitos, nem em

quantidade nem em velocidade de saida.

Concluir que o ponto de inflexdo da saida de leucocitos
circulantes antecede significativamente o ponto de inflexdo da

fun¢do de descida de temperatura esofagica.

Pode ainda ser considerado o facto de, além da via circulante,
haver a influéncia de outros fendmenos quimicos ou bioldgicos
que aumentariam a velocidade de saida dos neutrdfilos

circulantes.

Pode ainda ser considerado que ha diferengas entre as
caracteristicas intrinsecas de mediacdo da informagdo nos dois
casos considerados: enquanto a transmissdao de “frio” ¢ um
sistema que tem perdas para fora do conjunto de moléculas
transmissoras por movimento (por exemplo a fuga do plasma
para o0s espagos intersticiais), a cinética leucocitdria

constitui-se como um sistema fechado em que sdo medidos
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directamente dois espagos e o terceiro ¢ determinado por

diferenca.

Verificar que a percentagem de saida de neutréfilos marcados
¢ muito inferior (cerca de metade) a saida da percentagem de
neutr6filos nao marcados. Este facto pode ser explicado pelas
alteragdes que a marcagdo radioactiva provoca na molécula,
mibindo a sua apténcia para a ligagdo a outras moléculas

adesivas.

8.2.5 Cinética dos '""In-neutrofilos

O estudo da cinética dos neutrdfilos marcados efectuado ““in vivo”

permitiu:

L

Verificar o aumento de sequestro de neutréfilos no figado e no

bago em relagdo ao verificado em condigdes basais.

Reencontrar um “espa¢o” de neutrdfilos que saiem da
circulagdo para os vasos periféricos ou para Orgdos extra

hepato-esplénicos.

Encontrar a fun¢do de entrada de neutrdfilos para este

“espago” obtida por diferenca de duas fun¢des.

Relacionar a variagdo da fun¢do de entrada para este espago

com o ponto de inflexdo da equagdo de descida de temperatura
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interna. A fungio de entrada cresce até este instante e a partir

dai mantém-se constante.
8.2.6 Cinética das 1"In-plaquetas

O estudo da cinética das plaquetas marcados efectuado “in vivo”

permitiu:

1. Verificar o aumento de sequestro de plaquetas no figado em

relacdo ao verificado em condi¢des basais.

2 Reencontrar um “espaco” de plaquetas que saiem da circulagao
para os vasos periféricos ou para territdrios extra

hepato-esplénicos.

3. Encontrar a fun¢io de entrada de plaquetas para este “espago”

obtida por diferenga de duas fungdes.

4, Relacionar a variagdo da funcdo de entrada para este espago
com o ponto de inflexdo da equagdo de descida de temperatura
interna. A fun¢do de entrada cresce até este instante e a partir

dai mantém-se constante.
8.2.7 Fungio de informacio por movimento de particulas

A utilizacdo desta fungfo nesta estrutura mostrou ser de utilidade e o
relacionamento dos pardmetros que ela gera com os aspectos fisicos

dos processos envolvidos merece a atengdo para a sua aplicabilidade a
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outros campos em que pode estar subjacente uma estrutura

semelhante.
As condigdes iniciais que terdo de estar presentes nos fenomenos sao:

1. Uma légica (bindria) associada aos elementos de um conjunto
em que haja elementos “1”" ¢ “0”.

2. Uma velocidade de passagem de elementos “0” a “1” que seja
proporcional ao numero de elementos em estadio “0” e

iﬁl 2

proporcional ao nimero de elementos em estadio

3. A consideragdo de que a velocidade de passagem pode

6‘1’5

anular-se antes de os elementos ficarem todos , 1sto &, antes
de ser atingida a saturagdo, se estiver bloqueado o sistema de
transmissdo. Um exemplo deste caso foi encontrado neste
trabalho no bloqueamento da descida de temperatura interna

pela acentuada descida da velocidade de circulagéo.
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Entrada de Ca’" no Citoplasma

1.1 Introducao

Ca®' ¢ um ido universal de sinalizacio que controla um vasto sistema
de processos celulares incluindo secregao glandular, contracgdo
muscular e divisdo celular (Martin and Michael, 1995).

Os fenomenos associados a estes multiplos processos variam no
tempo € no espago, mas 0s complexos mecanismos que 0s geram

nio sao ainda mteiramente conhecidos.

As células utilizam essencialmente duas fontes de cdlcio ambas de
muito mais elevada concentragdo do que a citoplasmatica: entrada a
partir de reservatdrios intracelulares (por exemplo, pelo reticulo

sarcoplasmatico) e a entrada através da membrana plasmatica.

Estas entradas t€m caracteristicas especificas para cada tipo de célula.
Nas células do musculo esquelético, o ido Ca® entra no citoplasma
proveniente sobretudo do reticulo sarcoplasmético que se encontra
muito desenvolvido sendo o sinal eléctrico mediado por tubulos
transversais. Nas células do musculo cardiaco, o ido Ca’’ entra no
citoplasma proveniente do reticulo sarcoplasmatico moderadamente
desenvolvido, com tibulos transversais e também do fluido

r . : o 2+ :
extracelular. Nas células do musculo liso, o 1d0 Ca™ entra vindo do
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reticulo  sarcoplasmatico, pouco desenvolvido e sem tubulos
transversais, do fluido extracelular, e talvez das mitocondrias. (Stuart

I. Fox, 1996).

- . . 74
Nos ovos dos animais sempre se presumiu que as fontes de Ca”
intracelular residiam no reticulo endoplasmatico liso. No entanto
resultados recentes demonstraram que tanto o nucleo como a

mitocdndria também funcionam como reservatorios de cdlcio (Sousa

et al.,1997).

A permeabilidade das membranas pode ser alterada para efectuar
mudancgas rapidas de fluxos de i0es, abrindo ¢ fechando canais

especificos de cada ido por variagdes de potencial eléctrico.
1.2 Potencial de accao

A entrada do ido Ca’" na membrana ¢ regulada pelo estado eléctrico
expresso pelo grau de despolarizagdo. Esta despolarizagido ¢
provocada por alteragdes da permeabilidade da membrana ao Na™ ¢ ao
K™ e ¢ regulada por canais especificos que abrem em resposta a um

estimulo.

No potencial de acgo, a difusdo destes ides ocorre em duas fases:
primeiro o Na' entra (periodo refractdrio absoluto) e na segunda fase o
K" sai (periodo refractirio relativo). Este fluxo de ides provoca

mudangas no potencial de membrana e depende das propriedades de
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condugdo da propria membrana. Dd-se a despolarizagdo quando
determinado estimulo provoca alteracio da permeabilidade ao Na'
com a entrada de cargas positivas para o interior da célula em repouso.
O retorno ao estado anterior serd a repolarizagdo. Se um estimulo
causa a entrada de cargas negativas para o interior da célula em
repouso, entdo verifica-se a hiperpolarizagdo. Consoante a amplitude
do estimulo aumenta, a frequéncia dos potenciais de ac¢do produzidos

nesse ponto aumentardo simultaneamente.

Com o aumento da frequéncia, o tempo entre os sucessivos potenciais
de acgdo decresce mas apenas at¢ um certo valor limite, nunca
podendo um inicio acontecer antes do periodo anterior ser
completado. Durante o periodo refractdrio, a membrana € incapaz de
responder a outro estimulo. Se um segundo estimulo ¢ aplicado
enquanto os canais de Na' estdo abertos em resposta a um primeiro
estimulo, o segundo estimulo ndo provocara nenhum efeito. A
membrana encontra-se entdo no chamado periodo refractario absoluto.
Passado este periodo, se um estimulo ¢ aplicado abrindo os canais de
K', a membrana entra num processo de repolarizagio (periodo
refractdrio relativo). Uma frac¢do de segundo depois da abertura dos
canais de Na', estes fecham. O estimulo de despolarizagio causa a
abertura dos canais de K’ tornando a membrana permeavel ao K'. A
alteragdo de (-65 a -90) mv a (20 a 40) mv e o regresso (repolarizagio)

a (-65 a -90) mv dura aproximadamente 3ms.
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E neste periodo refractirio relativo que ocorre a entrada de célcio pela
membrana. Os canais de cdlcio, activados pelas variagdes de tensao,
provocam a entrada do 130 Ca’" na membrana celular e esta entrada
serve de sinal para a libertagdo de neurotransmissores ou hormonas.
De um modo similar, nos musculos, o ifo Ca®" desencadeia o processo

mecanico da contrac¢do com a excitagdo eléctrica.
1.3 Sistemas de sinalizacao

A concentragdo de cdlcio citoplasmatico ¢ muito baixa quando
comparada com a concentragao de calcio no fluido extracelular ou no
reticulo sarcoplasmatico. Este status quo € mantido e necessario para a
actuacio do cdlcio como segundo mensageiro. O ido Ca’ serve de

segundo mensageiro na ac¢ao de varias hormonas.

Um sinal bioldgico pode ser definido como um indicador de inicio ou
terminacgdo de um processo itracelular. Quando a epineftrina estimula
os Orgdos alvo, liga-se a proteinas receptoras nas membranas. Ha dois
tipos de receptores adrenérgicos: o e B. A estimulagio dos receptores

@ activa a célula alvo pela via do sistema do segundo mensageiro de

5
Gs™",

A liga¢io da epinefrina ao seu receptor ; adrenérgico, activa (via
proteina G) a enzima fosfolipase C na membrana celular. O substrato
desta enzima ¢ o bifosfato de fosfatidilinositol. Da cisao deste produto

resulta o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG).
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A libertagio de calcio das reservas intracelulares ¢ controlada por dois
sistemas: os receptores rianodinicos (RyR) e os receptores de mositol
1.,4,5-trifosfato (IP3R). Sdo os factores determinantes na abertura
destes canais de difusdo. A abertura de canais por IP; ndo so requer
IP;R mas ainda depende da concentragio local de Ca™™ (Bezprozvanny

et al., 1991; Finch et al., 1991; lino and Endo, 1992).

Embora os mecanismos deste fendmeno ndo sejam ainda conhecidos
em detalhe, estes canais podem estar fechados, abertos ou inactivos;
fechados quando a concentragio de calcio ¢ baixa, com a
probabilidade de abertura a aumentar quando a concentragio de calcio
excede um certo limiar. Os canais activos podem entdo passar ao

estado de inactividade.

Tal como na activagdo, as velocidades de desactivagdo sdo mais
répidas com altas concentracdes de Ca®". Contudo a desactivagio ¢
muito mais prolongada que a activagdo. Estas propriedades
ndo lineares do IP;R constituem um mecanismo de feedback - positivo
para a activagao, negativo para a desactivagao (Raz et al.,1997). A
capacidade de desactivagdo ¢ uma importante caracteristica de IP;R
porque consegue suster a entrada de Ca™", permitindo contribuir para o

, ~ ~ 2+ 2
fendmeno de reducao da concentragdo de Ca™ no citosol.

Diferente do sistema de [P;R, os receptores rianodinicos (RyR) apenas
induzem abertura de canais mas tém propriedades de feedback

semelhantes (Gyorke and Fill, 1993).
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Estes dois receptores controlam o processo de entrada de Ca™ no
citosol ¢ sdo de importdncia fundamental para coordenar essa entrada

e os efeitos subsequentes de picos e ondas de calcio.

O processo de indugdo de Ca®" é autocalitico significando que uma
pequena largada de Ca™* ¢ amplificada criando um feedback positivo
até que o processo de entrada termine originando um feedback
negativo. Num musculo em estado de relaxamento, a concentragdo de
calcio € baixa e o potencial de membrana ¢ de cerca de —90mv.
Quando ha um aumento muito significativo da concentragdo de calcio,
a célula muscular é estimulada a contrair-se. A esta contracgdo
segue-se um longo periodo refractdrio da ordem das centenas de ms.

O tempo de ocorréncia deste fendomeno de desactivagao € varidvel de
célula para célula. Por exemplo, no musculo liso é de 100ms, no
miocito cardiaco é de 200ms ¢ no ovocito de Xenopus, com um
didmetro de 4-6um, é de cerca de 500ms. No entanto, no musculo
cardiaco, o tempo de resposta global com chegada a toda a célula é de

600ms (Martin and Michael, 1995).

o s 2
Durante esta despolarizagio ha um declinio da entrada de Ca” no
citoplasma e a velocidade e extensdo da desactivagdo sao

independentes do grau de activagdo (W. Melzer et al., 1984).

& - 2+ ; .
A concentragdo dos ides Ca” no citoplasma varia de um modo
pulsatil, com oscilagdes regulares cuja frequéncia aumenta na

despolarizagdo celular. A correlagdo espacial de um pico de Ca’™ ¢
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uma onda de cdlcio na qual este estd inicialmente elevado apenas
numa regido da célula, acabando por se propagar a toda a célula. Por
exemplo, a andlise da concentragdo celular dos i1des de cdlcio nos
ovocitos recentemente fecundados, mostraram que o espermatozoide
fecundante induz, ndo apenas um aumento passageiro de cdlcio, mas
também uma série de ondas de cdlcio. A frequéncia dessas oscilagoes
de Ca’" mostrou ser determinante no ciclo celular, actuando como um
codigo para desencadear o desenvolvimento embriondrio (Sousa et af.,

1997).

Como ja foi explicitado, os ides de cdlcio regulam e coordenam um
conjunto de acontecimentos celulares incluindo a actividade eléctrica,
secre¢do, contrac¢do muscular, sintese de proteinas e expressdo
genética. Estes acontecimentos sdo mediados pelos receptores de
calcio localizados em regides celulares distintas. Por exemplo, o
sensor de cdlcio para um rapido esvaziamento das pequenas vesiculas
sindpticas estd localizado muito préximo dos canais de cdlcio
activados pelas variagoes de potencial (Llinas ef al.,1981; Roberts
etal., 1990; Adler et al., 1991). Pelo contrario, a deplecdo lenta de
grandes vesiculas ¢ a regulagio da sintese de proteinas ocorre atraveés
de sensores localizados a alguma distancia da membrana plasmatica

(Verhage et al., 1991).

Muitos estudos de modelagdo tém sido efectuados nesta area. Um

grupo de estudos versa os factores determinantes dos aumentos
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rapidos dos niveis de calcio na imediata vizinhanga dos canais de
membrana (Chad and Eckert,1984; Fogelson and Zucker, 1985; Simon
and Llinas,1985; Pamas eral,1989; Yamada and Zucker,1992,
Augustine efal,, 1987). Outro grupo de estudos de modelacao
determina a distribuigdo de calcio livre nas vérias partes da célula em
tempos alongados (Smith and Zucker, 1980; Connor and
Nikolakopoulou, 1982; Stockbridge and Moore, 1984; Sala and
Hernandez-Cruz,1990).

1.4 Movimento com interacc¢io de particulas

Difusdo é o processo que traduz a tendéncia do movimento aleatério
de moléculas ou ides se efectuar de regides de alta concentragdo para
regides de mais baixa concentragdo, reduzindo os gradientes de
concentragdo e aumentando a entropia (Anexo E). Por outro lado,
recentes estudos de modelagdo (Markran ef al.,1998; Narathi and
Neher,1997) tém posto em evidéncia os efeitos da interaccdo

molecular nos fenomenos de transporte.

A natureza estocastica das interaccdes moleculares pode ter um
profundo efeito nas propriedades dindmicas. De uma forma
macrocopica, a difusdo é medida em termos de uma mudanga de
concentragdo no tempo como consequéncia de um fluxo de matéria.
Este fluxo obedece as leis de Fick e foi ja estudado em tratamento

analitico extenso das equag¢des de difusdo (Crank, 1975). Se houver
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interacgdo de particulas, o fendmeno passa a ser explicado por fungdes

ndo lineares tal como tem sido verificado por varios autores.

A distribuigdo destas fungdes ¢ essencial para a compreensiao da
variagdo espacial e temporal do calcio na célula depois da entrada
pelos canais da membrana plasmatica ou proveniente dos armazéns

intracelulares.

Einstein mostrou em 1905 que, como consequéncia dos seus
movimentos de translagdo, rota¢do e vibrag¢do, uma pequena particula
em solugdo pode atingir cerca de 10" a 10" colisdes por segundo com
as moléculas vizinhas. O coeficiente de fric¢do depende da forma e
dimensdo das moléculas mas ndo directamente da sua massa.
Considerando apenas uma particula esférica e utilizando a férmula de
Stokes o coeficiente de fricgdo ¢ f=6mmr em que “r”” ¢ o raio das

particulas ¢ ‘“n” a viscosidade do solvente se o solvente for

homogéneo (Anexo G).

No caso da célula temos um meio muito heterogéneo com uma gama

’ . . 5 2 5= +
de particulas de raios muito diferentes entre as quais o ido Ca”".

De um modo geral, trés tipos de forgas agem em cada particula do
soluto: de difusdo, de pressdo ¢ de interacgdes entre particulas. Estas
forgas influenciam o movimento em diferentes situagdes de tempo ¢
distancia. Pelas reacg¢des interparticulas o coeficiente de difusdo tem

variagdes, sendo inibido por interacgoes directas (James et al.,1989).
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As interac¢des de particulas sdo suficientes para produzir alteragdes
nos coeficientes de difusdo. As restricoes a difusdo com obstaculos
foram identificadas como um factor limitador em inimeros processos
bioldgicos, tais como aporte de nutrientes das células tumorais (Freyer
and Sutherland, 1986), taxa de extrac¢ao de oxigénio pelos eritrocitos
(Coin and Olson,1979), ¢ transporte de calcio em células do musculo

liso (Kargacin,1994).

As velocidades relativas destes mecanismos sdo determinantes para
separar o fendmeno complexo de difusdo e reacgdo a obstaculos.
Utilizando o método de Monte Carlo foram simuladas diferentes
situagdes com trés tipos de obstdculos que afectam a difusdo e que
podem ser aplicados a dindmica dos fenéomenos celulares (Mark

et al.,1995).

A constante de difusdo para uma dada temperatura absoluta e para um
meio com determinada viscosidade pode ser calculada usando
directamente a teoria cinética do gds e entrando com as constantes

termodinamicas e parametros moleculares.

Einstein foi o primeiro a verificar que, num sistema nao homogéneo, o
coeficiente de difusdo estd relacionado com a pressdo osmotica P
(difusdo de solvente) e com o coeficiente de fricgdo f do seguinte

modo (Pursey and Tough,1985):

D(p) = (1/£(p)) * (dP(p)/d p)
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Nesta equagdo generalizada de Stokes-Einstein, p ¢ a densidade das
proteinas. Pode mostrar-se que esta equagdo ¢ equivalente a férmula

de Einstein:

D=KsT/f

considerando que

P:pKBT

onde Ky € a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta.

Nas analises de difusido tridimensional, ¢ assumido que a pressio
osmotica € modificada por interac¢do directa das particulas e que a
dependéncia do coeficiente de fric¢do ¢ essencialmente devida a

interacgdes de particulas.

Estas interacgdes de particulas constituem obstaculos a difusio. As
interacgoes de particulas influenciam a difusdo de um modo complexo
e ndo linear. Se os obstaculos sdo moveis, a constante de difusido
depende da fracgdo da drea dos obsticulos e da interac¢do das

particulas (Michael J. Saxton, 1987).

Percursos aleatorios em sistemas nao obstruidos no seu todo mostram
uma estrutura que pode ser interpretada como difusdo livre, difusio
obstruida, movimento directo ou movimento em dominios finitos. Foi
feito o estudo, ndosé destas trajectorias, mas também da

probabilidade de ocorréncia destas trajectérias (Michael J.
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Saxton,1993) utilizando o processo de random walk com obstaculos e
o método de Monte Carlo. E utilizada a fungdo de probabilidade
acumulada, frac¢do de random walks que permanecem na regido até

ao tempo t:
F(R,T)= LR ¢r,t)2 rdr

sendo c(r,t) uma fun¢do de uma regido cilindrica de raio R, fun¢do

esta que € dependente de fungdes de Bessel.

Os resultados obtidos por Michael J. Saxton para a fungdo de
probabilidade acumulada F(R,T) de permanéncia de uma particula
numa regido r<R como fung¢do de r para varios tempos apresentam-se
como séries de sigmoides em desfasamento com as séries de tempos

estudadas.

A situa¢do em estudo resulta de um fendomeno por demais complexo
. 2 . i .
porque a molécula de Ca” ao efectuar a sua trajectéria no meio
intracelular vai passar obstaculos muito heterogéneos. Teria de ser
calculado um coeficiente de fric¢do para cada espécie de molécula
. ’ 2+ ’ I
intracelular. Para as moléculas de Ca™ e para cada molécula obstaculo

teriam de ser consideradas as suas vdrias energias:

A energia térmica € a energia associada ao movimento aleatorio das
moléculas. Maior energia tem como consequéncia mais Intenso

movimento.
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Pode dividir-se a energia molecular por particdo entre os diferentes

graus de liberdade:
Emlal = Etr + Erol + Evih s Ecl

em que

E. - energia de translagado
E,ot - energia de rotacdo
E.ip - energia de vibragao

E. - energia potencial de posi¢ao dos electrdes

Cada uma destas contribuigdes ¢ quantificada separadamente
obedecendo ao principio da exclusdo. Por exemplo, para cada estado

electronico diferente, existe uma série de estados de vibragao.

Alguns intervalos tipicos destas energias sdo: AE,, € de cerca de
10'3ev, AE,, cerca de 10'ev, AE, cerca de 10'® ev e AEg >lev
atendendo a que lev/molécula = 23,06Kcal/mol = 96.50KJ/mol
(Bauer R. D. et al., 1983).

2

Assumindo movimento aleatorio (vx2 =vy = v,), a energia média é
E, =N,(m/2)v*=(3/2)RT

onde Ny € o numero de Avogadro, m a massa molecular, R ¢ a

constante do gas e T a temperatura absoluta.




. s 4 i T4
2* Parte — Transporte intracelular do ido Ca”

Assumindo movimento aleatorio, a energia média por grau de

liberdade a temperatura absoluta T vem:
45 RT/ Na=% KgT
onde Kg € a constante de Boltzmann.

Outra forma de energia ¢ a energia quimica. E uma forma de energia
armazenada dentro das unidades estruturais das moléculas. Pode ser
considerada uma forma de energia potencial porque esta associada as

posicoes relativas dos arranjos dos atomos que formam a molécula.

O potencial quimico ¢ energia livre/mole u = up+RTInC;.

Teriam de ser consideradas ainda outras energias: energia potencial
eléctrica — grad V, energia potencial gravitacional - peso da particula,

energia potencial de pressdo e a energia cinética de agitagdo térmica.

Na impossibilidade de um calculo exaustivo de todas estas energias, o
problema da difusdo no tdo heterogéneo meio intracelular ird ser
abordado de uma forma global de movimento de passagem por

obstaculos.
1.5 Funcio de informacao

§ sl FETRE e
A velocidade dos 10es de Ca™ € maxima perto das membranas onde se

da o transporte e vai decrescendo no sentido do interior da célula.
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(Timmer et al., 1988; Wagner er a/.,1994; Klingauf and Neher,1997;
Nowycky and Pinter, 1993; Bormann et al., 2000).

A utilizacdo de uma fungdo de entrada da molécula de Cca’ e
consequente distribui¢do no citoplasma deve obedecer também a estes

pressupostos:

In Na fase inicial, reflectir a complementaridade da fun¢do de

S = - r i
potencial de ac¢do na membrana que conduz a saida de K.

2. Considerar que as fungdes de probabilidade acumulada de
presenga de particulas numa regido sdo séries de sigmoides

desfasadas no tempo e no espaco.

3. Dar importincia fundamental a interacgdo das moléculas de
2 7 4 X
Ca”' com todas as outras particulas existentes no citoplasma e

que constituem obstdculos a sua passagem.

4. Perante a dificuldade de considerar a troca de energia com
cada molécula obstaculo isoladamente e até a impossibilidade
de os segmentar em categorias ou varios enxames devido a
enorme diversidade de moléculas existentes no citoplasma, foi
utilizada a forma de criar um obstaculo global que contivesse

todas essas categorias.

. . 2+
5. A troca de energia de cada molécula de Ca~ com cada
obstaculo ¢ considerada uma troca de informa¢do por

passagem.
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Consideremos entdo os obstaculos no seu conjunto como se de uma
parede descontinua se tratasse. Consideremos que cada molécula que
atravessa esta parede transporta uma informagdo que podemos chamar

informag@o por movimento.

A fonte inesgotavel de informagdo advém basicamente da elevada
concentragdo do calcio plasmatico e da concentragdo de célcio do
reticulo sarcoplasmédtico quando comparada com a concentragdo de

Pers i s
Ca“" intracitosolico.

A velocidade de passagem dos ides de Ca’" ¢, em cada instante,
proporcional ao numero de particulas que passaram este muro com
saida de informag@o e proporcional ao nimero de particulas que ainda
nao passaram este obstdculo e que estdo portanto a entrar para

transmitir informacao.

Consideremos o espago celular como uma esfera dividida em conchas
esféricas de distribuicdo uniforme (Nowycky and Pinter, 1993;
Blumenfeld efal., 1992) cada uma significando uma parede de
obstaculos. Podemos imaginar que as que estdo a entrar se encontram
na primeira parte do obstdculo e as que estdo de saida se encontram na

segunda fase do seu percurso no interior da concha esférica.

. e~ ", - 2+
A distribui¢do uniforme dos ides de Ca™ dentro de cada camada da
concha esférica acontece no momento de velocidade mdxima de
passagem de informag¢do em que o numero de particulas na entrada €

igual ao nimero de particulas de saida.
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A velocidade teoricamente perto de 0 correspondem duas situagdes:
ao inicio da entrada enquanto nenhuma particula atingiu a saida da
respectiva concha esférica e no momento final em que ja ndo existem

particulas a entrar e s¢ existem particulas de saida.

Considerando estes pressupostos podemos equacionar deste modo a

velocidade de passagem de informagao:

dQ/dt= K Q (B-Q)

sendo
B — niumero do total de ides de Ca’ que entraram no
citoplasma pelos canais da membrana
Q — numero de ides de Ca®" que estdo a sair do obsticulo
(concha esférica) tendo transmitido a informagdo por
passagem.

r s~ o ~ . ’
B-Q - numero de ides de Ca®" em transito no obstaculo

Integrando, obtemos a sigmoide que representa a fung¢do do niimero de
particulas que transmitiram a informac¢do no instante t, isto &,

particulas que nesse instante passaram o obstdculo:

Q=B/(1+Ae®Y
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As caracteristicas desta fun¢do foram ja estudadas em detalhe na
primeira parte deste trabalho na sua aplica¢do ao estudo da hipotermia

corporal.

Nagquela situagio, foi considerada a passagem de informagdo no meio

heterogéneo da diversidade celular.

Neste caso, temos a sua aplicagdo a passagem de informag¢do no meio

heterogéneo das moléculas existentes no interior da célula.

A fonte de frio atrds considerada tem agora correspondéncia na alta
& s 2 : 7
concentragio dos ides de Ca” no meio extracelular ¢ no reticulo

sarcoplasmatico.

Nos dois fendmenos, a interacgdo de particulas € interpretada como
uma passagem de informag¢do por movimento que se processa vinda

de uma fonte de particulas dela detentora.
1.6  Distribuicio dos ides de Ca’* no interior da célula

O céleulo da distribui¢io de Ca®* no interior da célula processa-se
efectuando ajustes da fungdo obtida utilizando pardmetros retirados da
bibliografia. Estes ajustes foram efectuados pelo mesmo método

usado anteriormente.

Foi utilizado o valor basal de Ca’  de 0.1uM (Carafoli, 1987,
Allbriton et al.,1992). Este valor foi também ja considerado por outros
autores (Nowycky and Pinter,1993; Wagner and Keizer,1994;
Klingauf and Neher,1997).
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Grifico 1.6.1: Representagio da entrada de Ca’ nas
diferentes camadas no interior da célula

Para o nimero total de ides de Ca®", valor muito variavel, foi utilizado
o valor de 310uM (Klingauf and Neher,1997) que estd dentro do
intervalo de valores estimados teoricamente por Timmer ef al., 1998.
No entanto, no musculo estriado da rd, Melzer et al., 1984, encontrou
valores de Ca’" da ordem de 572 a 1126puM. Nowycky and Pinter,
1993, estimou valores entre 333 e 490uM.

O tempo de relaxamento em consideragdo pode variar de 200ms a
600ms consoante o tipo de célula (Martin and Michael,1995) e este

tempo também € varidvel com a temperatura (Parnas et al.,1989).
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Considerando a série de conchas esféricas distribuidas no interior de
uma cé¢lula de raio 7.5um (Nowycky and Pinter,1993, Klingauf and
Neher,1997), foram efectuados tragados correspondentes a diferentes

profundidades.

Os valores das velocidades maximas correspondem as derivadas da
fun¢do no ponto de inflexdo. O valor da velocidade médxima de
2uM/ms obtido por Melzer eral,1986, e utilizado por Timmer
et al 1998, foi o parametro considerado como sendo a velocidade
maxima na situagdo de maior protfundidade, isto €, nos pontos situados
mais longe das membranas. Os valores obtidos por Nowycky and
Pinter,1993, variaram no intervalo de 20pM/ms a 1.49uM/ms no

percurso da membrana para o centro da célula.

Neste trabalho, considerando a utilizagao destes parametros, foi feito o
respectivo ajuste por processo iterativo. No grafico 1.6.1 est'a'lo
apresentados os resultados de uma série de simulagdes efectuadas
utilizando valores de velocidade maxima de 32, 16, 8, 4, 3 ¢ de
2uM/ms respectivamente. Estas simulagdes representam a fungio de
entrada de Ca’' nas membranas e sua subsequente distribuigdo nas

diferentes camadas a diversas profundidades.

:

E uma representacdo tedrica, pois durante este percurso os ides de
3. 5 p— A ,
Ca®' vio ser mobilizados para duas espécies de armazéns (receptores)

de origem muito diferente.
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F i = . "~ 24
Um sistema de mobiliza¢do consiste na passagem dos ides de Ca”
através das membranas em sentido contrdrio ao do gradiente de
concentragdo. E efectuado por transporte activo e € representado pela

ligagdo a um receptor fixo.

O outro sistema de mobilizagao (transporte para receptor movel)
: ; % — 24 - ;
consiste na ligagdo dos 1des de Ca™ a proteinas tais como

calmodulina, miosina, troponina, calbindina, etc.

o T - 2+
Os receptores moveis transportam os ides de Ca”™ ', os receptores fixos

imobilizam-nos.

As fungdes que representam estes dois fendmenos distintos vdo ser

objecto de estudo no capitulo seguinte.




Capitulo 2



Mobilizacio para Receptores

2.1 Mobilizagao para receptores fixos

Altas concentragdes de Ca’’ sdo catastréficas para a sobrevivéncia das
células. Estas conseguem evitar tais efeitos utilizando meios de
diminui¢io do Ca™ livre no citoplasma. Um deles depende de um
transporte activo e pode ser trabalhado fisicamente como uma ligagio
a um receptor fixo. E um compartimento saturdvel que mantém o
equilibrio de Ca™ na célula e que depende directamente da

concentragao de calcio dentro e fora das membranas celulares.

A paragem na entrada de cadlcio ocorre quando o gradiente
electroquimico de Ca’" estd diminuido pelo aumento do cdlcio no
citoplasma. Este fenomeno mantém-se até que a taxa de remogao de
calcio pelos receptores excede a taxa de movimentagdo de célcio
através dos canais da membrana (Jaffri et al., 1992)

O transporte activo de Ca”” pode ser efectuado por dois processos. Um
deles ¢ o transporte activo primdrio via Ca-ATPase proteinas. Em
muitas membranas também existe o contratransporte Na/Ca®” que usa
a passagem de Na' a favor do gradiente de concentragio para bombear
ides de Ca’" para o exterior da célula por transporte activo secunddrio

(Vander et al.,1994).
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Este mecanismo de remog¢io tem lugar quando uma célula estd com a
concentragiao de calcio elevada. O sistema de transporte activo actua
nas membranas bombeando Ca’ para fora da membrana celular ¢ para

o reticulo sarcoplasmatico.

A energia necessdria a este transporte depende directamente das
concentragdes dentro e fora das membranas e pode ser calculada pela

formula
AG =RT In(C,/C,)

em que

“R™ ¢ a constante do gas, “I” a temperatura absoluta e “C;” ¢ “C,” as

concentragdes dentro e fora da membrana.

A eficicia deste sistema de transporte € ajudada pela existéncia,
dentro do reticulo sarcoplasmatico, de grandes quantidades de uma
proteina, a calsequestrina, que se liga a molécula de Ca™ de uma
forma reversivel, baixando a concentra¢do de Ca*' livre dentro do
reticulo sarcoplasmdtico e diminuindo desta forma a energia

necessaria a este transporte (Moffett,1993).

< - . , 24 1.
A fungdo representativa deste compartimento de saida de Ca™ livre do
citoplasma foi estudada por varios autores e ¢ corrente a sua
correspondéncia ao intervalo de aproximagdo linear da cinética de

Michaelis-Menten (Sala and Hernandez-Cruz,1990).
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Os parametros utilizados sdo a constante Ky=0.83uM (Zhou and
Neher,1993) ¢ a maxima velocidade de transporte de 5 pmol cm” s

também usada por Klingauf and Neher,1997.

O relaxamento proveniente deste transporte activo de Ca’" através das
membranas foi ajustado a uma exponencial tal como foi ja efectuado
por outros autores (Tse et al.,1994; Herrington et al.,1996; Kupterman

et al.,1997).

A equagdo aqui utilizada para determinagdo da funcdo de passagem

para este receptor fixo foi :
Qrix = A(1-e™)

Para o pardmetro de concentragdo total neste receptor foi utilizado o
valor de 150pM utilizado por Wagner and Keizer,1994.

O valor calculado para a velocidade maxima foi de 0.33uM/ms que
estd em consonancia com o valor de 0.25uM/ms apresentado por Jaffri

et al ,1992.

A fun¢do obtida com a utilizagdo destes pardmetros vai ser usada
posteriormente em simultdneo com a equagdo de ligag@o a receptores

moveis descrita no paragrafo seguinte.
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2.2 Mobilizacio para receptores moveis

Os receptores moveis constituem outro sistema de remocgdo do célcio
5 g i i & 2+ ¥
livre no citoplasma. A interac¢do de moléculas de Ca™ com locais de

ligacdo cria um sistema complexo de reacgoes.

" - y ‘ . - 7
A fungdo principal destes receptores é manter a concentracio de Ca™"
livre dentro de intervalos fisiologicamente aceitdveis, fixando de

, B L 2F
forma reversivel uma parcela considerdvel do Ca™" livre.

Sdo constituidos por proteinas de ligagdo do Ca’" tais como
calmodulina, troponina, miosina, calbindina, etc. Estas proteinas estdao
dispersas no citoplasma e ligam-se a um ter¢o a metade das moléculas
de cdlcio. Contém multiplos locais de ligagdo com diferentes
afinidades e velocidades de reac¢do. A concentragdo de Ca®" livre
depende do equilibrio associagdo/dissociagdo com estes receptores.
Uma vez ligado, o ido Ca’" ¢ desligado muito lentamente destes locais

de alta afinidade (Robertson et al., 1981).

r ; . S 24 % 2
A distribuicao dos 10es de Ca”™ entre os receptores moveis e receptores
fixos tem efeito nas propriedades de transporte destes 1des: 0s
receptores moveis transportam os ides de Ca®' no citoplasma, os

receptores fixos imobilizam-nos.

Como ¢ sabido, a concentragdo mioplasmatica dos ides de Ca’' livre
regula a actividade contrictil do musculo (Robertson et al., 1981).

Estes fendmenos sdo complexos. No musculo cardiaco, a cinética dos
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complexos calcio-troponina nos filamentos € regulada por dois tipos
de cooperagdo: o primeiro tipo estd associado com a concentragdo das
pontes de miosina ligadas aos filamentos enquanto o segundo tipo esta
relacionado com a concentragdo dos complexos calcio-troponina
(Izacov et al.,1991). HA uma relagdo directa dos complexos calcio
troponina salientando a apeténcia de cada um para libertar locais da
actina, aumentando a sua contribui¢do para a tensdo muscular

(Katsnelson et Markhasin, 1996).

Quase todo o cdlcio ligado as miofibrilas esta associado a troponina
embora algum (dependendo do Mg®") possa estar ligado a miosina
(Holroyde et al., 1979; Bremel and Weber., 1975). Estas proteinas
incorporam locais de alta afinidade ao iio Ca’’. A troponina
esquelética contém dois locais de ligagdo que ndo sdo influenciados
pelo Mg2+ (Potter and Gergely, 1975), enquanto a troponina cardiaca
s0 tem uma destas ligagdes especificas (Holroyde efal., 1980,

Johnson et al., 1980).

Outras duas proteinas ndo fibrilares, a calmodulina e a parvalbumina
tém um papel indirecto na regulagio da contrac¢do mediada pelo Ca*".
O cdlcio regula multiplas actividades celulares via ligagdo a
calmodulina (Cheung, 1980). Esta, contudo, esta presente no musculo
em muito menor concentra¢do que a troponina (Walsh et al., 1980),
contendo no entanto quatro locais especificos de ligagio a Ca™".

Embora a fungao fisioldgica da parvalbulina ndo seja ainda conhecida,
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¢ importante a sua competi¢do com a troponina (na tartaruga ha cerca

de dez vezes mais parvalbumina que troponina (Lehky ef al., 1980)).

A equagdo representativa da ligagdo de Ca’" aos receptores moveis
aplicada neste trabalho foi a funcdo de informagdo por movimento. A
sua aplicagdo € justificada como representativa deste fenomeno
considerando que cada ligagdo da molécula de Ca’* a qualquer

proteina intracelular constitui uma passagem de informagao.

Em cada instante, considera-se que a velocidade de liga¢do ao
receptor movel € proporcional ao numero de moléculas ligadas as
" . . . 24+ . ;
proteinas e proporcional ao nmimero de moléculas de Ca” ainda livres

no citoplasma.

O fenomeno de associag¢do/dissociagdo ¢ aqui observado na sua
i ; 2 2 D =
globalidade pois, em cada instante, todas as moléculas de Ca " livres

ou ligadas sdo consideradas de per si.

Existem duas situagdes em que a velocidade é teoricamente proxima
de 0: no inicio, antes de qualquer ligagdo estar efectuada, e quando
terminam as hipoteses de ligagdo, isto ¢, na situagdo de saturacdo dos

receptores movelis.

Os ajustes a equagdo obtida foram efectuados a partir de pardmetros
da literatura. Os resultados obtidos no modelo de Timmer et al., 1998,
apontam para uma concentragdo total deste receptor de cerca de

metade da concentragdo de Ca”" livre no citoplasma. O nimero total
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de ides de Ca’" neste receptor determinado por Wagner and Keizer,
1994, foi de 114uM. Neste trabalho foi utilizado o valor de 100uM,
também usado por Klingauf and Neher, 1997.
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0
0 100 200 300

tempo (ms)

Grifico 2.2.1: Representagio das ligagdes aos
receptores mdveis nas camadas no interior da célula

O valor da concentragdo inicial utilizado for 0 mesmo valor que o

usado para a fun¢do de entrada no citoplasma, também utilizado por

varios autores.

No grafico 2.2.1 estdo representadas as fungdes de ligagdo aos

receptores moveis nas situagdes correspondentes as estudadas para a

entrada de calcio livre no citoplasma.
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As velocidades maximas consideradas para as simulagdes foram
obtidas atendendo a uma proporcionalidade com os logaritmos dos
coeficientes de difusdo. Para o coeficiente de difusdo do Ca®" livre no
citoplasma foi considerado o valor de 220um2/s (Allbriton et al.,
1992), e para o coeficiente de difusdo do receptor movel foi usado o

valor de 15um2/s (Zhou and Neher, 1993; Klingauf and Neher, 1997).
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Onda de Ca**

3.1 Modelo utilizado

A onda de calcio intracelular tem sido objecto de recentes estudos por
vdrios autores tendo em conta a sua relevincia fisioldgica
principalmente nas células musculares ¢ nomeadamente na funcio
cardiaca (Wagner and Keizer,1994; Kupferman er a/.,1997; Timmer
et al.,1998; Jaggar et al., 2000; Stuyvers et al., 2000).

Jaggar ef al., 2000, apresenta imagens bidimensionais da progressio
de Ca” no interior de uma célula do musculo liso obtidas por
fluorescéncia. O fenémeno foi observado por imagens sequenciais de
0 a 158ms. Estas imagens vao desde a entrada na membrana até a sua
distribuigdo no interior da célula e é visivel o acréscimo inicial e

I - s .
subsequente decréscimo da concentragdo de Ca”" livre no citoplasma.

membranas

—

entrada [ Transporte activo
- ca®
Ca receptor
livre fixo
Ca™
receptor
movel

Figura 1: Modelo de compartimentos utilizado
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A Figura | representa o modelo que ¢ utilizado neste trabalho para a

determinagdo da onda de Ca”" livre no citoplasma.

Neste modelo estdo representadas globalmente a entrada de Ca’" pela
membrana celular e a entrada pela membrana do reticulo
sarcoplasmatico. Sdo considerados dois sistemas de remogdo de Ga™":
a saida de Ca™* por transporte activo para o espago extracelular e para
o reticulo sarcoplasmatico (ligagdo ao receptor fixo) e a saida por

ligagdo a proteinas citoplasmaticas (ligagdo ao receptor movel).

As oscilagdes do Ca®' citoplasmatico advém desta acgdo conjunta de
entrada e remocdo do Ca’” e pode ser estudada através deste modelo
de sistema de compartimentos utilizando as equagdes de transporte ja
estudadas. A distribuigdo ao longo do tempo de um ciclo apos a
entrada de célcio no citoplasma calculada com a utilizagdo deste
sistema de compartimentos é representativa da onda de Ca” livre no

citoplasma.
32 Onda de cilcio

A onda de Ca*' pode ser decomposta na sua fase ascendente e na fase
descendente. Na fase ascendente ¢ determinante a entrada de cdlcio
pelas membranas ¢ a fase descendente, mais complexa, € resultante

dos sistemas de remogao.

No grifico 3.2.1 estd representada uma onda de Ca’" de maior

velocidade que corresponde a uma camada perto da membrana com
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um tempo de subida da ordem dos 10ms e com um decréscimo rapido

que dura cerca dos 50ms.

350

300

250

(HM)

200

150

100

50

EntradaCaz2+

Receptor movel

——_ Receptor fixo

onda Caz2+

50 100 150 200 250 300
tempo (ms)

Grifico 3.2.1: Representacdo dos compartimentos
numa camada perto das membranas

No grafico 3.2.2 esta representada uma onda de Ca®” de menor

velocidade correspondente a uma camada no interior da célula com

tempos de subida da ordem dos 200ms e com um tempo de

decréscimo da ordem dos 150ms.

Jaggar et al., 2000, considerou nas suas observagdes por fluorescéncia

a distribui¢do no interior da célula até a profundidade de 2.4um.
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Fazendo ajustes a fungdes biexponenciais e calculados os Ty» do
decréscimo do nimero de acontecimentos, encontrou um tempo de
subida de 5 a 180ms e um T, de decréscimo de 20 a 60ms para a

primeira exponencial.

Estes resultados estdo em consondncia com os resultados obtidos
nestes tracados da onda de calcio utilizando o modelo de sistema de

compartimentos apresentado.

300
250
:2_3 200
150 —— EntradaCa2+
Receptor movel
100 Receptor fixo
onda Caz+
50
0

0 50 100 150 200 250 300
tempo (ms)

Grafico 3.2.2: Representagdo dos compartimentos
numa camada do interior da célula
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No grafico 3.2.3 esta representado o retardamento que vai
progressivamente aumentando a medida que consideramos as camadas

no interior da célula.

Consideremos para raio da célula o valor de 7.5um. O uso deste valor
para o raio da célula ¢ aplicado por vdrios autores por ser o raio das
c€lulas de cultura usadas para medi¢do de parametros. Considerando
entdo o trajecto de Ca”™' desde a entrada pela membrana até ao interior
da c€lula num espago de 7.5pum, podemos calcular a velocidade média

3 24 P
do pico da onda de Ca”™ na sua progressao intracelular.

O valor obtido com os resultados deste trabalho ¢ de 34um/s. Este
valor coincide com o valor calculado por Kupferman ef al., 1997, e
estd dentro do intervalo de 43+/-28um/s medido por Wang and
Thompson, 1995.

300
250

200

100

tempos de chegada a 300uM
g

— retardamento
50

[

3z 27 22 17 12 7 2
velocidades maximas

Grifico 3.2.3: Representagio do aumento dos tempos
de chegada a medida da progressao no interior da célula
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Se considerarmos que numa célula podem existir duas proteinas como
dois receptores moveis independentes e desfasados no tempo,
podemos obter uma onda complexa cuja representagdo estd no grafico

324,

500

400

(M)

300

— EntradaCaz+

200 ———— Receptor mével 1

Receptor fixo
100 — onda Caz2+
———— Receptor mavel 2

0 50 100 150 200 250 300
tempo (ms)

Grifico 3.2.4: Representagdo do tragado de uma onda
de Ca®" com a presencga de dois receptores méveis em
desfasamento

3.3 Conclusoes

A importincia do conhecimento das fungdes representativas dos
r 5 ~ -+ - -
fendmenos que conduzem a tradugdo da onda de Ca’" no citoplasma ¢

fundamental para a interpretagiao do funcionamento celular.

Qualquer perturbag@o neste sistema tem a sua traducdo em patologias.

A titulo de exemplo, Katsnelson and Markhasin, 1996, estudaram um
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modelo que mostra como a cinética do Ca®" esta relacionada com a
fun¢do mecdnica do miocardio. As suas experiéncias e o modelo
matematico utilizado sugerem que, provocando uma diminui¢do no
receptor fixo, aumentando portanto a concentragdo de Ca’" livre, este
fendmeno estd relacionado com a situacdo patoldgica da hipertrofia do

miocardio.

Os fenomenos envolvendo interacgdo de particulas implicam que o
seu estudo seja efectuado com fungdes nido lineares (Anexo F). As
fun¢des utilizadas neste trabalho sdo fungdes ndo lineares e os seus
pressupostos ndo necessitam de demarcagdo de um modelo bi ou
tridimensional, considerando a célula como um todo. Constitui uma
perspectiva diferente mas que tem aplicagio real e cujos resultados
estdo de acordo com os resultados recentes obtidos experimentalmente
ou estimados por outros modelos matemdticos tratados por outros

autores.

O modelo apresentado neste trabalho pretende representar as
oscilagdes de célcio intracelular através da utilizagdo de fungdes que
tém como pressuposto a assumpgdo de um espago, 0 espago
mtracelular, no qual se movem particulas portadoras de uma
informagao, informagao essa que vao transmitindo por passagem na

sua relagao com as outras particulas.
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A utilizagdo destas fungdes nos fenomenos que envolvem interac¢ao
de particulas transforma toda a complexidade dessas ligagdes num
processo de progressdo de uma informagdo. A velocidade de
passagem desta informacdo depende da quantificagdo de dois
universos de particulas — as que contém informagdo ¢ as que ainda

nao a detém.

A abordagem ao problema do movimento com interacgdo de
clementos efectuada com estas fungdes envolveu um nimero muito
reduzido de constantes pré-defenidas e ¢ geradora de novos resultados
e de obtencdo de alguns parametros de referéncia que estio em
consondncia com resultados obtidos por outros autores com a sua
experimenta¢do ou com a utilizagdo de outros modelos em casos

particulares.
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Capitulo 1



Analise Conjunta dos Sistemas Estudados

1.1 Introducio

A 1deia de encontrar uma equagdo de transporte que represente
simultaneamente o movimento de massa ou de energia baseia-se no

estabelecimento de relagdes que descrevam condi¢des andlogas.

Considerando o fenémeno da difusdo linear em meio homogéneo, a
1* le1 de Fick (Anexo H) pode ser aplicada também ao transporte de
calor e de corrente eléctrica adaptando as unidades de medida para

cada caso especifico.

Neste trabalho pretendeu estudar-se fendomenos de difusdo em meios
ndo homogéneos considerando a existéncia de interaccdo de
particulas. Sdo fendmenos que ndo podem ser traduzidos por equagdes
lineares € que envolvem a resolugdo de uma complexa rede de

factores que s@o especificos de cada situag@o.

A proposta deste estudo foi encontrar, nas estruturas em causa,
analogias que permitissem um tratamento matematico comum e que
considerassem os fendmenos fisiologicos e biofisicos associados a

cada situacio.
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A andlise destes sistemas determinou, nos modelos estudados,
semelhangas formais em relagdo aos seguintes factores: existéncia de
movimento, existéncia de interaccdo de elementos, existéncia de um
espago geométrico delimitador desse movimento e existéncia de

fontes de energia ou massa situadas fora desse espago.

A interacgdo de particulas ou moléculas em movimento foi traduzida

em informagao.

Neste capitulo vai ser efectuada a sintese destas condigdes de
aplicabilidade e dos resultados obtidos com a aplicagao das fungodes a

cada caso especifico.
1.2 Movimento e interaccio de particulas

Foram consideradas duas espécies de movimento provocado por
sistemas muito diferentes: o transporte por convecgdo provocado pela
circulagdo sanguinea e o movimento browniano de moléculas que
conduz a difusdo das mesmas, ou seja, ao aumento de entropia

(Anexo E).

E através destes movimentos que as particulas ou moléculas sdo
consideradas portadoras de uma informagdo que vai modificar de
algum modo as particulas ou moléculas que encontram na sua
trajectoria. Sao transportes de unidades portadoras de uma informag¢ao

que provoca alteragdo na temperatura no primeiro caso, ou de uma
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informagdo indutora de alteragdes na concentragio de leucdcitos,

plaquetas e ides de Ca”" .

A funcdo de informacg@o estudada neste trabalho pretende ser a medida

destas modificagdes em fungdo do tempo.
1.3  Espacos geométricos de movimentacio

Os espagos geométricos de movimentagdo considerados estdo

delimitados do seguinte modo:

1. no estudo da hipotermia e do transporte de leucdcitos e
plaquetas, a rede do aparelho circulatério do animal é o campo

de movimentagao das particulas;

2, o espago de movimentagdo considerado para o estudo do

transporte de ides de Ca*" ¢ o citosol.

r

Nas duas situagdes, o transporte € considerado em espagos
geométricos de limites bem definidos. Esta caracteristica é importante
pois foi utilizado o pardmetro “B” significando a quantidade total de

elementos que se movimentam nesse espago.
1.4 Fontes de informacéio

As fontes de informacéo estdo situadas na envolvéncia externa destes

espagos: a superficie corporal do animal, a membrana celular e a

201



3" Parte — Analogia dos sistemas estudados

membrana do reticulo sarcoplasmatico. E através destas superficies

que a informacdo chega ao interior.

No estudo da hipotermia, a informagdo ¢ a passagem de frio
(percentagem de descida de temperatura) e a fonte de informagéo ¢

assegurada pelo banho de dgua gelada que rodeia o animal.

Leucécitos e plaquetas, seguindo a circulagdo sanguinea, sdo
considerados portadores da mesma informagdo embora o fendmeno
seja medido e traduzido em unidades de percentagem de clementos

circulantes.

Na situagdo do movimento de ides de Ca”", a informago traduz-se nas
alteragdes da concentragdo destes ides. A fonte de informagédo consiste
na elevada concentragio do ido Ca® no plasma envolvente celular e

no reticulo sarcoplasmatico.
1.5  Informacio por passagem

Na situagdo de hipotermia o processo inicia-se junto da pele do animal
com o arrefecimento dos tecidos ¢ vasos periféricos. A partir deste
momento, estd iniciado o processo de arrefecimento por convecgao e
cada particula arrefecida ¢ portadora de uma informagdo de frio,
provocando o arrefecimento noutras particulas que encontra no seu

percurso.
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A informagdo ¢ transportada da pele do animal para o interior do
corpo. A unidade de medida utilizada ¢ a% de descida de

temperatura.

No estudo da passagem dos ides de Ca™ para o interior da célula, a
informagdo traduz-se pela ocupagdo do espaco intracitosolico por

estes 10es.

Apo6s a entrada pela membrana celular ou pela membrana do reticulo
sarcoplasmatico, estes 1des interagem por passagem com outras
moléculas existentes no citoplasma. Pode considerar-se que as
alteracoes das condi¢des advém da modificagdo que a passagem do
idgo de Ca* provoca nos campos energéticos que vai encontrando na

sua envolvéncia ao percorrer aquele trajecto.

A informag@o traduz-se na alterag@o da concentrag@o por passagem no

lugar geométrico relativo a cada camada intracitosodlica.

Foi considerado neste trabalho ainda outro sistema de informacio. A
informagdo que € transportada pelos ides de Ca*" que entraram no
citoplasma e que estabelecem ligacdes com proteinas tais como
troponina, calmodulina, etc. Neste caso, a passagem de informagao

traduz-se numa ligagdo quimica .

A unidade de medida da informacdo para o tratamento da fungio

5 g T 5 : . & .
relativa ao 130 Ca™ € proporcional a concentragao deste ido.
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1.6 Pressupostos para aplicacido da funcao de informacao

O estabelecimento da fungdo de velocidade de passagem da
informagdo baseia-se nas condigdes de progressao de uma particula ou
molécula pertencente ao universo detentor de informagdo para o
universo de elementos ndo detentores de informagdo. Nestes dois
universos, existe um em expansao devido a transmissdo de
informac@o, ¢ outro em remissdo, a medida que os seus elementos vio

sendo detentores da informagao.

No estudo da hipotermia, a velocidade de passagem ¢ considerada
proporcional ao numero de particulas que ja estdo arrefecidas (contém
ja a informagdo de frio) e € proporcional & quantidade de particulas

que estdo ainda por arrefecer.

Na situagiio do percurso dos ides de Ca”" a velocidade de passagem ¢
considerada proporcional ao numero de ides de Ca’" que entram no
espaco geométrico da camada da concha esférica considerada ¢
proporcional aos elementos que se encontram de saida para a proxima

camada.

Na aplicagdo da fungdo a ligagdo quimica do ido de Ca®" com
proteinas celulares foi considerado que em cada instante a velocidade
de passagem da informagdo era proporcional ao nimero de moléculas
que se encontravam ligadas e proporcional ao nimero de i6es de Ca™*

que ainda ndo estavam ligados.
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A fungdo de velocidade de passagem foi entdo definida para os

sistemas apresentados:

dQ/dt=k Q (B-Q)

em que
Q - numero de elementos portadores de informagao
B - numero total de elementos existentes nos espagos

geométricos considerados

Esta fun¢do tem uma representa¢do grafica em forma de sino. Por
integragdo da equagdo representativa da velocidade de passagem de
informagao, foi obtida a fung@o tedrica representativa do fendémeno de

crescimento do universo dos elementos modificados pela informagio.

A integragdo da fungdo representativa da velocidade de informacio foi

efectuada utilizando uma mudanga de varidveis. A fung¢io obtida foi
Q=B/(1+Ac™)

cuja representagdo grafica ¢ uma sigmoide.

1.7 Aplicagio da funcio

A fungdo foi aplicada a dados retirados de experiéncias (caso de

estudo da hipotermia e da circulagdo de leucécitos e plaquetas) e a
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dados retirados de bibliografia existente relativamente a pardmetros

; s 2+
respeitantes ao estudo do 1do Ca”™ .

Na situagdo de hipotermia, os dados retirados foram: medi¢do da
temperatura corporal interna, medidas “invivo” de actividade
radioactiva de leucdcitas e plaquetas no figado e bago ¢ de medidas
“in vitro” de contagem de leucocitos e plaquetas marcados e

ndo marcados.

Para o estudo do percurso do ifio Ca*", foram consideradas medidas de
uma célula padrdo. Os pardmetros considerados foram resultantes de

medidas efectuadas e utilizadas por varios autores.

Esta fungdo tem um ponto de inflexdo no momento de velocidade
maxima de passagem de informagdo. Neste ponto, é igual o numero de

elementos dos dois universos.

Foi possivel para cada caso estabelecer o tempo em que esta

velocidade maxima ocorreu.

Outro pardmetro com interesse para a caracterizagdo dos fenémenos €
o ponto de estabilizagio dos sistemas estudados. E representado pelo

limite da fungdo quando o parametro t tende para infinito.
1.8 Estabilizacao dos processos

Na situagdo de hipotermia, o processo teoricamente estabilizaria

quando todas as particulas estivessem a temperatura da fonte de dgua
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gelada; no entanto, o processo estabiliza no momento em que cessa o
movimento, isto ¢, quando a descida de temperatura € suficiente para
bloquear a circulagdo sanguinea. A partir deste instante, o

arrefecimento € efectuado por condugdo.

No estudo da entrada de Ca”" no citosol, o processo estabiliza em cada
camada quando cessa o movimento de ides de Ca’ na passagem do
limite externo da camada (do lado da membrana da célula ou da
membrana do reticulo sarcoplasmadtico) para o limite interno da

camada (parte mais afastada das membranas) (Figura 1.8).

No estudo da ligagdo do ido de Ca®* as proteinas celulares, o processo
estabilizaria teoricamente quando todos os i0es estivessem ligados a
proteinas celulares. O processo ndo é estabilizado por saturagdo
porque estas reac¢des quimicas sdo reversiveis, e portanto, o ponto de

estabilidade € atingido no momento de equilibrio das reacgdes.

Figura 1.8

Membrana celular

mmmmm Membrana do

reticulo sarcoplasmatico
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1.9 O que a funcio pretende representar

Na situagdo de hipotermia, a fungdo representa a chegada da onda de
frio ao esofago sendo este considerado o indicador da temperatura

corporal interna.

No caso do estudo das medidas “in vitro” da circulagdo leucocitdria e
plaquetaria, a funcdo mostra o seu aparecimento na circulagdo
sanguinea apos administracdo em “bolus” de leucdcitos e plaquetas na
aorta abdominal alta. No estudo “in vivo” obtemos a representagdo da

chegada de leucdcitos e plaquetas ao figado e ao bago.

Na célula, na aplicagio da fungdo ao transporte dos ides de Ca’, as
fungdes obtidas pretendem representar a progressdo do movimento no
seu percurso desde a membrana celular e a membrana do reticulo
sarcoplasmatico até ao interior da célula, ou seja, até as camadas mais

afastadas das membranas.

Na situagdo da aplicagdo da funcio a ligacdo quimica dos ides de
Ca”'com proteinas do citosol, a fungiio representa o modo como esta

ligagdo quimica se processa no tempo.

Em todas as situagdes, a fungdo pretende representar a progressdo da

quantidade de elementos modificados por uma informacéo

208



3" Parte — Analogia dos sistemas estudados

proveniente de uma fonte situada a montante, no inicio do movimento

destas particulas.

1.10 Aplicagdo de sistemas de compartimentos para
determinacio de outras funcoes

Quando uma fungdo pretende ser significante de fendmenos

fisiologicos e biofisicos pode ser possivel a sua utilizacdo como

geradora de novos resultados pela andlise dos sistemas subjacentes.

Esses resultados podem traduzir-se na representacdo de novas fungdes

como aconteceu neste trabalho.

Na primeira parte, a obtencdo de fungdes representativas da
distribuigdo “in vivo” e *“in vitro” de leucdcitos e plaquetas permitiu,
com a utilizagdo de um sistema de compartimentos, a definicdo de
uma nova fun¢do medidora do processo de marginagio de leucdcitos e

plaquetas ao longo do tempo.

A marginagdo ¢ um fendmeno conhecido mas que nunca foi medido
de uma forma global. Neste trabalho, foi possivel obter indirectamente
a sua medida e verificar as flutuagdes dos seus valores relacionando-as
com a velocidade de descida de temperatura corporal: a fungdo de
marginagdo diminui nos casos em que a descida da temperatura

corporal se processa mais rapidamente.

Na segunda parte houve o proposito de encontrar representa¢des

,os v G ) o, §
tedricas possiveis da onda de i6es de Ca™ livres no citosol .
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Este estudo foi efectuado utilizando um sistema de compartimentos,
subtraindo as fungdes representativas do ido de Ca”' livre as fungdes
representativas do ido de Ca™ ligado a proteinas citoplasmaticas assim
como a saida por transporte activo. Foi determinado um valor da
velocidade de propagac@o dessa onda para o interior da célula. Este
valor estd dentro do intervalo de valores encontrados por outros

autores obtidos por métodos experimentais.
1.11 Nota final

A informagéo cientifica deve provar a sua aplicabilidade perante uma

complexidade estruturada e parcialmente desconhecida.

Este trabalho traduz uma nova perspectiva do problema do transporte

em sistemas biologicos segundo determinadas condigoes.

A sua representagdo ¢ constituida por um modelo matemadtico tedrico
que se estrutura sobre os principios fisiolégicos e biofisicos
conhecidos que estdo associados aos fendmenos estudados. Esta
abordagem tem na sua esséncia a sugestdo de que a complexidade que
envolve a interacgdo de elementos com transporte de energia ou massa

pode ser representada por uma transmissao de informagao.

Com toda a simplicidade das reflexdes que destacam que ndo hd
observagdes sem os seus respectivos observadores, surgem as bases da
ciéncia contemporanea. Fica a ideia que os conhecimentos que nos

interessam enquanto investigadores sdo resultados de operagdes que
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mantém estreitas dependéncias com as limitagGes, perspectivas e
meios de que dispdem os observadores. As explicagdes e
interpretagoes cientificas sdo operagdes que sdo efectuadas dentro de

uma sucessao de experiéncias de observagdo do investigador. ;

O modo de proceder da investigagdo em biologia contém em si as
limitagdes da dificuldade que existe para falar de um sistema total
abrangente a partir do estudo de cada parte per si. Cada resolugdo de
um problema de uma forma parcial contém em si a distorgdo de uma

visdo incompleta.

Em qualquer processo cientifico ha a pretensdo do investigador de
minimizar os efeitos da sua observagdo da realidade a qual pertence e
interfere. Os conhecimentos sdo o resultado de construgdo de um

observador (o investigador).

A busca de uma verdade objectiva ¢ um valor inalcangavel. O
objectivo de uma investigagdo desliza para o encontro de possiveis

explicagdes que se pretende sejam melhores e mais uteis.

Para cada experiéncia coexistem vdrios tipos € niveis de
objectividades no sentido da descoberta da sua racionalidade através
de teorias, hipdteses, conceitos ¢ métodos. Multiplos universos de
significagdo podem coexistir simultaneamente e este estudo pretende

ai ter o seu lugar.

n



Anexos



Anexo A

Metabolismo basal

O termo metabolismo basal refere-se as fungdes fisiologicas que o

corpo mantém em repouso.

E necessdrio trabalho para sustentar estas funcdes. Muitas destas
funcdes sdo macroscopicas tais como o bater do coragao, a respiragao,
a digestdo, etc. Ha também que considerar o trabalho a nivel celular.
Por exemplo, dois ter¢os da energia gasta pelo metabolismo basal sdao

requeridos para mover os 10es contra o gradiente de concentragio.

Para uma avaliagdo quantitativa do metabolismo celular terdo de ser
tratadas varias formas de energia. Estas distingdes sdo necessdrias
porque estamos perante um sistema estatistico com grandes nmimeros
de elementos. Por grandes nimeros entenda-se que sdo da ordem de
6,022x10% (Numero de Avogadro). Tais sistemas tornam complexo o

tratamento de movimento individual de cada elemento.

A estas particulas estdo associadas varidveis estatisticas cujos valores
dependem s6 do valor actual do sistema e ndo de valores passados no
tempo. As trés varidveis mais importantes sdo a temperatura, a pressao
e o volume. A pressdo e a temperatura sdo variaveis intrinsecas pois

ndo dependem das dimensdes do sistema. A pressdo ¢ assumida variar
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com a pressdo atmosférica. A energia térmica pode ser estudada
usando o teorema da equiparti¢do utilizando graus de liberdade (isto €,

de translagdo, de rotacao e vibracional).

Devido ao numero de particulas e a sua frequente colisdo descreve-se

a trajectoria de uma dada particula como um “random walk”™.

Com o avango do estudo de sistemas ndo lineares, apareceram outras
formas mais recentes de abordagem a estes problemas dos

mecanismos moleculares.

Estudam-se estruturas representadas por sistemas dindmicos discretos
cujo comportamento ¢ especificado em termos da relagdo de cada
elemento com o local onde estd inserido. Sdo criados universos
estilizados representados em forma de grelhas e em que cada célula se
dirige para um novo estado, dependente do seu estado anterior ¢ do

estado da sua vizinhanga.

Os calculos destes transportes envolvem resolugdes de sistemas de
equacdes diferenciais de uma e duas dimensdes que representam os
fendmenos de difusido, movimento de ondas, oscilagdes e reacgdes de

activagdo-inibi¢do.

Nas reacgdes, os padroes de comportamento encontrados sdo
complexos pois ¢ considerado que, simultaneamente a reac¢do, os

elementos que a compdem estdo também em situagao de difusao.
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A investigacdo neste campo tem sido dirigida principalmente a
reacgOes que envolvem duas substancias: um auto catalizador

activador que ao mesmo tempo produz uma substancia inibidora.

As varidvels consideradas para estas reac¢des quimicas incluem:
concentragdo do activador e do inibidor, suas constantes de difusdo,
velocidade de produgdo e de remogdo e varidveis decorrentes dos

elementos da vizinhanga.

O objectivo dos estudos nesta drea da homeostasia visam o

comportamento celular e baseiam-se em determinados pressupostos:

1. cada ceélula contém em si uma entidade caracterizadora, o
estado;

2. os estados estdo estruturados por escalas discretas;

3. um novo estado ¢ atingido usando a informagao do seu estado

anterior e dos estados da sua vizinhanga espacial e temporal.

As variaveis em estudos celulares incluem factores de:

estado actual da célula,
estado anterior,
estado seguinte,

vizinhanga da célula no espago ¢ vizinhanga da célula no

tempo.
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Trabalhando estes dados em computadores de grande capacidade, as
solugdes de comportamentos exprimem vdérios tipos de complexidade:
morte celular (atractor pontual), padrio fixo de comportamento e
ciclos periodicos (atractor ciclico), comportamentos de auto
organizagdo (atractor estranho), e comportamentos caoticos (atractor

aleatorio).
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Fenomeno da contracorrente

Um dos mecanismos de transferéncia de calor é por condugdo. Estd
relacionada com a colisdo molecular. Se considerarmos a colisdo de
elementos com igual massa, € que o fenémeno se realiza sem perda de
energia mecanica, a velocidade dos dois elementos troca de sinal na

colisdo. Supondo duas moléculas com velocidades v, e v,, entio

(vi-v2) = (v2’- v1’)

onde v,” e v’ representam as velocidades apds colisdo. Como estamos
a considerar moléculas de igual massa, a conservagdo do momento

implica
Vit V2=V, "+ Vz’

Combinando as duas equagoes verifica-se que as moléculas trocam as

velocidades
Vi=Va e Vo= vy

Se vy € maior que v, entdo v,’ € maior que v,. Isto significa que , se a

molécula 1 vem de uma regido mais quente que a molécula 2, a
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molécula 2 fica aquecida com a colisdo. Moléculas mais quentes
fazem a transferéncia de calor para as que estdo mais frias utilizando

este mecanismo.

Se considerarmos uma peca de um material na qual os dois extremos
estdo a diferentes temperaturas, a quantidade de calor que flui do
extremo mais quente para o extremo arrefecido € proporcional a
diferenca de temperatura AT, a area A da seccdo transversa da peca de
material, ¢ ao tempo At durante o qual o calor estd a fluir. A
quantidade de calor AQ ¢ também inversamente proporcional a
distancia d entre os extremos a diferentes temperaturas. A constante

de proporcionalidade, k, ¢ chamada condutividade térmica.

AQ/At=k A AT/d

Esta equagdo pode ser usada para calcular uma aproximagio da perda
de calor do corpo humano para o ambiente. Estabelecemos a diferenga
de temperatura do interior do corpo, 37 °C, para a pele que
consideramos a temperatura ambiente. Outras aproximagdes podem
ser efectuadas tais como a comparagdo do corpo humano a um

cilindro de dimensdes semelhantes.

As trocas de calor por convecgdo sdo fendomenos mais complexos, que
envolvem muitas varidveis. O corpo humano desprotegido de roupa

tem uma rdpida perda de calor em parte provocada pela circulagao

220



Anexos

sanguinea. H4, no entanto, mecanismos de protec¢do de que o

organismo dispde para reagir a esta perda.

Um dos fendomenos de transferéncia de calor que ocorre na circulagdo

sanguinea ¢ o fendmeno da contracorrente.

Consiste na perda de calor de um vaso sanguineo mais aquecido para
o aquecimento de um vaso sanguineo na vizinhanga que estd na
direc¢do paralela e com a circulagio em sentidos opostos. Esta
transferéncia de calor ¢ efectuada por condugdo e o fluido mais frio é

aquecido por absor¢ao desse calor.

Sdo frequentes as estruturas animais que permitem trocas de calor por
contracorrente. Os membros superiores das baleias s@o irrigados por
artérias rodeadas de veias. Se a baleia estd mergulhada em agua fria, a
grande superficie dos membros promove uma substancial perda de
calor em relagido ao coracdo do animal. Se o sangue retornasse ao
coragdo tdo frio quanto a agua envolvente, o metabolismo do animal
teria de fazer um grande esfor¢go para repor esse calor. Com o
processo da contracorrente em funcionamento, o sangue arterial
aquecido vindo do coragdo, vai aquecer 0 sangue que regressa pelas
veias a temperaturas muito mais baixas e por sua vez vai arrefecer.
Quando o sangue arrefecido chega aos tecidos em contacto com a
agua fria ja nao perde tanto calor como se viesse com a temperatura
cardiaca. A alteragdo do metabolismo ¢ assim consideravelmente

reduzida.
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O sistema vascular do antebrago tem uma construgdo similar para
permitir as trocas de calor por contracorrente. O processo € um pouco
mais complicado que o caso dos membros superiores da baleia. No
antebrago ha dois sistemas de veias. Um destes sistemas fica junto as
artérias e faz as trocas de calor de modo semelhante ao descrito. O
outro sistema fica a superficie e recebe a influéncia da temperatura
ambiente. O sangue de regresso € canalizado pelas veias interiores ou
exteriores por musculos vasoconstritores ou vasodilatadores que sdo
controlados pelos sensores de temperatura localizados na mao. Se a
mado estd em ambiente frio, o sangue retorna pelas veias do interior ¢ a
perda de calor é reduzida pelo fenémeno da contracorrente. Se o
ambiente estd aquecido, o sangue corre perto da superficie e o calor é
dissipado para o ambiente provocando o arrefecimento corporal. Este
complexo sistema serve a fungdo dual de preservar o calor quando

necessario, e de arrefecimento na situacao inversa.

O processo das trocas por contracorrente também pode ser usado para
arrefecer deliberadamente partes do corpo. A fertilidade de muitos
mamiferos cai substancialmente quando a temperatura do corpo
aumenta. As trocas por contracorrente permitem que a temperatura se

mantenha baixa com pouca perda de calor pelo corpo.

As trocas por contracorrente também permitem que, animais em que a
temperatura aumenta substancialmente com exercicio violento,

consigam manter o cérebro a temperaturas aceitaveis.
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O principio das trocas por contracorrente ndo esta limitado a
conservagdo do calor. Podemos entender a sua utilidade noutras
situagdes reconhecendo que, nos sistemas de troca de calor que
consideramos, um pequeno gradiente térmico no sistema conjunto de
veia e artéria produz uma grande diferenca de temperatura no final da

estrutura,

Num sistema caracterizado por transporte activo, hd usualmente um
gradiente térmico maximo que o sistema pode aguentar. O processo da
contracorrente pode funcionar como um multiplicador das condicdes

do transporte activo e aumentar este gradiente de funcionamento.

O sistema da troca de calor por contracorrente constitui-se como uma

vantagem da natureza numa grande variedade de estruturas.
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Equacio de Poiseuille-Hagen

A equagdo de Poiseuille-Hagen ¢ utilizada em situagdes de fluxo
laminar e relaciona o caudal “J” com a viscosidade ‘“n” e com a
diferenga de pressdo “AP” entre as extremidades de um tubo de

[13%% 5]

e deraio “r”:

66]33

comprimento
J=nAPr*/8nl

Esta equacdo € utilizada para obter ordens de grandeza do sistema

cardiovascular que de outro modo ndo poderiam ser calculadas.

Consideremos um ramo de uma artéria maior de raio 0.75cm que se
divide em dois ramos menores de raio 0.5cm. Como todo o sangue
que passa na artéria maior vai passar nas duas artérias menores, 0
caudal da maior deve ser duas vezes o caudal de cada uma das

menores.
TAPM I M/ 8N IM=2 7T APy '/ 8
APy P i i =2 APy 1y 1y

APm / 1m =253 APM ! lM
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A relagdo obtida significa que a diferenca de pressdo por unidade de
comprimento nas artérias mais estreitas ¢ maior duas vezes e meia que
a das artérias mais largas. Se imaginarmos a divisdo sucessiva em
ramos cada vez mais estreitos a pressdo cairia para niveis muito

baixos.

Este raciocinio indica que devemos esperar que o comprimento dos
pequenos vasos decresca também para evitar que a pressdo fique
demasiado baixa. Este facto impediria a viagem de regresso ao

coragao.

Como o fluxo ¢ igual a velocidade vezes a area da seccao:
vair=mnAPr'/8nl
W | st =253 myglty
V /v = 1.13

Podemos verificar que a velocidade do sangue num vaso mais
pequeno ¢ maior do que a velocidade do sangue num vaso de maior

raio considerados com o mesmo fluxo.

A equagdo de Poiseuille-Hagen permite-nos saber a ordem de

grandeza dos efeitos das dimensdes dos vasos no fluxo sanguineo
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Viscosidade e velocidade sanguinea

Quanto maior for a viscosidade de um fluido maior ¢ a sua resisténcia
a mudanca de forma.
Num tubo (ou vaso sanguineo), o perfil das velocidades visto em

projec¢ao de um didmetro € essencialmente parabdlico:
s 22
v=AP(a’-r")/41n

Onde AP ¢ a diferenga de pressdo entre a entrada e saida do tubo, “a”

[T I
r

¢ o raio do tubo, ¢ a distancia do ponto ao centro, “I” ¢é o

comprimento do tubo e “n” ¢ a viscosidade do fluido.

Para uma secg¢do perpendicular ao tubo o gradiente de velocidades tem
uma simetria circular. O facto da velocidade ser constante em cada
coroa circular levar-nos-ia a pensar em divisdo em camadas
concéntricas mas a velocidade ¢ uma fungdo continua da distancia ao
centro.

Com o aumento da viscosidade o gradiente de velocidade baixa.
Quanto maior for a viscosidade, mais baixa ¢ a forma da parabola de

velocidades, isto €, menos alteragdes tem a velocidade ao longo da

secc¢ao.
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Os fluidos estdo sujeitos a turbuléncia. O regime de movimento
chama-se laminar quando as camadas do fluido se movimentam de
forma continua. Em ambos os casos hd perdas de energia por
dissipagdo. Durante o regime de fluxo laminar a viscosidade causa
perdas devido a fric¢Bo entre as camadas do fluido. Este resiste as
mudangas no gradiente da velocidade e isso gasta energia. Em regime
de fluxo turbulento a energia é requerida para criar a turbuléncia e €

dissipada pelo fluido em todo o espago de movimentagao.

O fluxo passa de regime laminar a turbulento quando o pardmetro
chamado Numero de Reynold “R” atinge cerca de 2000. E assim
definido:

R=plv/n

‘Ll‘)‘}

Em que “v” ¢ a velocidade do fluido, “1” o comprimento do tubo, “p”

(191}

¢ a densidade do fluido e “n” a sua viscosidade.
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Entropia

Entropia ¢ a medida da energia de um sistema que ndo estd disponivel
para produzir trabalho. Como o trabalho ¢ obtido pela ordem, a
medida da entropia ¢ também a medida da desordem ou aliatoridade

de um sistema.

Se a energia na forma de calor dQ ¢ adicionada num sistema que esta

a temperatura constante T, a alteracdo da entropia dsS é:
DS=(dU+pdV)/T 2dQ/T

onde dU ¢ a alteragdo da energia, p a pressdao ¢ dV ¢ a alteragdo de

volume.

Para processos reversiveis, dS = dQ/t e S ¢ uma varidvel de estado
porque o seu valor é completamente determinado pelo estado actual
do sistema, isto €, independente do percurso seguido para atingir esse

ponto.

Todos os processos naturais sdo irreversiveis e envolvem um aumento

de entropia;

ds > dQ/T
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A magnitude da entropia varia de zero a quantidade total de energia

contida num sistema.

O conceito de entropia for proposto em 1850 pelo fisico alemao
Rudolf Clausius e é por vezes apresentado como a 2% lei da

Termodinamica.

Segundo esta lei, a entropia aumenta durante um processo irreversivel
tal como uma mistura espontanea de gases a diferentes temperaturas, a

expansdo de um gas no vacuo ou uma combustao.

Numa interpretagdo estatistica de entropia, para um grande sistema em
estado de equilibrio, a entropia S ¢ proporcional ao logaritmo natural
da quantidade W que representa o nimero maximo de estados
microscopicos nos quais o estado macroscopico correspondente a S

pode ser realizado; isto €,

S= kB InW

em que kg € a constante de Boltzmann.
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Nio linearidade

Muitos modelos matematicos sdo estruturados assumindo que os
sistemas sdo lineares. Esta ideia envolve a utilizagao de equagdes que
embora sejam mais faceis de resolver, ndo sdo realistas. Hoje em dia
sabe-se que os sistemas ndo lineares reflectem a realidade de um
modo muito mais préoximo. Por isso se fala de um modo geral em
ciéncia nfo linear abrangendo importantes areas da Fisica, Biofisica ¢

Matematica.

As duas caracteristicas importantes dos sistemas lineares sdo a

proporcionalidade e a sobreposi¢ao.

A proporcionalidade significa que a relagdo entre o “input” e o

“output” do sistema linear se traduz por uma linha recta.

Sobreposigdo refere-se ao facto que o comportamento dos sistemas
lineares compostos de multiplas componentes podem ser traduzidos

pelo “output” da soma dessas partes.

Mesmo os sistemas mais simples violam estas duas caracteristicas. Por
exemplo, a ndo linearidade da equagdo que descreve uma parabola

advém do termo quadritico. Esta equagdo tem uma dindmica
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extraordinariamente complexa que, dependendo do paridmetro k, a
mesma equagdo pode gerar um sistema em equilibrio, oscilagoes

regulares ou compostos altamente instaveis.

O mesmo acontece com a equagdo utilizada neste trabalho como

funcéo de informagao.
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Cinética molecular

Como consequéncia do movimento térmico e da vibragdo, uma
pequena particula em solugdo atinge entre 10" a 10" colisdes por
segundo com as moléculas da sua vizinhanga, dai resultando o
movimento browneano. Considerando que 0s sucessivos passos siao
independentes uns dos outros, a média dos quadrados dos

deslocamentos € proporcional ao tempo t:
Média (x*) = Ct C = const.

em que X ¢ a componente do deslocamento no tempo t ¢ a média de x”
¢ a média obtida por muitas observagdes durante o mesmo tempo.
Consideramos a média dos quadrados porque o passo +x e —x tém a
mesma probabilidade e portanto a média(x)=0. Devido a alta
frequéncia de colisdo, tempos de observagio de t(=2lps sdo

suficientemente longos para efectuar a média.

Para macromoléculas em solu¢do, a for¢a de friccdo, F,, ¢

proporcional & velocidade, v, com o coeficiente de fricgdo, f:

F.=-fv

233



Anexos

O coeficiente f depende da forma e tamanho da macromolécula e da

viscosidade do solvente.

Para particulas esféricas pode ser aplicada a férmula de Stokes:

f=6nna

(39 L] 6, 9%

Em que “a” € o raio da particula esférica ¢ “n” a viscosidade do

solvente.
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17 lei de Fick
Equaciio de transporte aplicada a fenémenos de difusio

linear em meio homogéneo

As analogias dos fluxos lineares de particulas, massa, energia e carga
eléctrica podem ser explicitadas através de varias formas da mesma

equacdo de transporte.

Se considerarmos o fendmeno de transporte de um modo
unidimensional, a existéncia de fluxo material ¢ caracterizada por um

gradiente de concentragdo e pode ser explicitada pela equagao:
Jx = -D (dC/dx)

em que D ¢ o coeficiente de difusdo. O sinal “~” & explicado pelo

sentido do fluxo da alta concentragio para a baixa concentragio:

se dC/dx € positivo, o fluxo processa-se na direc¢ao —x.

Esta relagdo € chamada 1° lei da difusdo de Adolf Fick, um fisiologista

alemao do séc. XIX.

Esta equacdo de difusdo pode ser considerada como uma das formas

da equacdo de transporte. Para a energia(calor) explicitara o fluxo
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de calor:

Jo = -k (dT/dx)

E para a carga eléctrica sera

Jo = -0 (dV/dx)

Em que j. € a intensidade da corrente e V € o potencial eléctrico.
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2% lei de Fick

A 1° lei de Fick (Anexo H) relaciona o fluxo de difusdo com o

gradiente de concentragao:
Jx =-D (dC/dx)
Diferenciando esta equagio obtém-se:
dyJdx = -D (d"Cldx”)

Equagdes semelhantes podem ser formuladas para o eixo dos yy e dos

7z.

Considerando uma esfera podemos aplicar a equagdo de continuidade:
-dCldt = dx/dx + dy/dy + d,/dz

E combinando estas equagdes obtemos a 2* lei de Fick para a difusdao
dC/dt = D (Cldx* + dCldy* " d*C/dz*) = D Laplaciano (C)

Uma das solugdes desta equagio € a fungdo de distribuicdo Normal ou

de Gauss.
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Neste trabalho estuda-se o movimento de energia e massa,
considerando a integracdo dos efeitos da interac¢do molecular

presente nos fendmenos de transporte em sistemas bioldgicos.

Quando existe interac¢do, os fendmenos de transporte (em sistemas
bioldgicos e nao so) constituem sistemas complexos, representaveis

por fungdes ndo lineares, que tém sido objecto de andlises recentes.

Na primeira parte ¢ apresentado um trabalho de experimentagdo
animal que estuda o fendmeno de transporte de frio ¢ a cinética de

elementos figurados do sangue em situagdo de hipotermia.

A hipotermia foi induzida no animal por imersdo em dgua gelada.
Foram retirados dados da temperatura esofigica até ser atingida a
temperatura de 22 °C considerando os respectivos tempos de
arrefecimento. Durante o arrefecimento, foram efectuadas medidas
“In vitro”, com e sem marcagdo radioisotdpica, de leucdcitos,
eritrocitos e plaquetas. Foi ainda efectuada a quantificagdo da chegada
destes elementos aos diferentes orgdos utilizando medidas “in vivo™

obtidas em gama-cdmara ligada a um computador.

Na segunda parte é estudado um modelo tedrico que pretende
representar os principais mecanismos de transporte intracelular do ido

Dk
Ca™ .

241



Resumo

Os dados foram retirados da bibliografia. Foram utilizados valores das
concentracdes do 130 Ca”" no citosol, no compartimento de transporte
activo e no compartimento constituido pelas ligagdes do ido Ca® a

outras proteinas citoplasmaticas.

Nos sistemas em estudo, € aplicada uma fun¢ao que pressupde a
existéncia de movimento de energia ou de massa. Estes movimentos
conduzem a alteragdes nos elementos no espaco onde se efectuam.
Cada interac¢do de elementos € traduzida como sendo transporte de

uma informacao.

A utilizagdo desta fungdo nos fenomenos que envolvem interacgdo de
particulas diferenciadas identifica toda a complexidade destes

movimentos como processos de transmissdo de informacao.

Considera-se que a velocidade de passagem dessa informagao depende
das propriedades de dois universos de particulas — as que contém
informagdo e as que ainda ndo sdo dela portadoras. Estes universos
coexistem em espacgos geométricos determinados, e interagem por

contacto produzido pelo proprio movimento.

A fungdo referida foi aplicada em duas situagdes que, embora de
ambitos muito diferentes, tém de comum pressupostos compativeis

com a aplicagao de cinéticas semelhantes.

A analise destes sistemas determinou, nos modelos estudados,

semelhancas formais nos seguintes factores: existéncia de movimento,

242



Resumo

de interacg¢do de elementos, de um espaco geométrico delimitador
desse movimento e existéncia de fontes de energia ou massa situadas

no exterior desse espago.

A fun¢@o de informagdo, que chamamos funcdo de informagao por
movimento, € aplicada a descida da temperatura corporal, constituindo
uma nova aproximagao ao estudo da propagac¢do do arrefecimento
corporal provocado por um meio ambiente frio. No estudo
comparativo com uma fun¢do linear, esta fun¢do apresentou melhores

resultados na representagdo do fendmeno.

A equagdo utilizada, representativa da descida da temperatura corporal
interna, leva-nos a considerar para ponto de velocidade maxima de
descida o instante em que metade dos elementos estdo arrefecidos. Dai
em diante a velocidade da fungdo de descida de temperatura diminui

até ser atingido o limite minimo de condi¢oes de circulagio.

Este estudo continuou-se com a aplica¢do do mesmo modelo a
cinética leucocitdria e plaquetaria. A fungdo ¢ aplicada aos dados
retirados de medidas “in vitro”, com e sem marcagao radioisotdpica, e
medidas “in vivo” obtidas com marcagdo de leucécitos e plaquetas

1
com 'In.

Foram estabelecidas as fungdes de entrada e saida de leucdcitos e
plaquetas dos compartimentos seguintes: compartimento circulatério,

hepdtico, esplénico € compartimento extrahepatoesplénico. Foi
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efectuado o estudo comparativo destas fungdes e da sua relagio

funcional com a hipotermia.

Utilizando um sistema de compartimentos, foram determinadas
solugdes de comportamento do fendmeno de marginagio de leucocitos
e plaquetas e foi relacionada a amplitude deste fendmeno com a

velocidade de descida de temperatura.

Na segunda parte, no estudo dos mecanismos de transporte
intracelular do ido Ca®’, foram encontradas analogias com o modelo
aplicado a descida da temperatura corporal interna. Estas semelhangas

formais permitiram a aplicagdo do mesmo tratamento matematico.

Neste caso, a fonte de informacdo ¢ constituida pela elevada
concentragio do ido Ca’" existente no espago extracelular ¢ no
reticulo sarcoplasmdtico, que se movimenta para 0 espago
intracitosolico. Com a utilizagdo da funcdo de informacgio por
movimento aplicada a uma célula padrao, foram efectuados os
tragados da progressdo da entrada de cdlcio no interior da célula, bem
como os tragados do conjunto de representagdes da ligagio do ido
Ca’" a proteinas plasmdticas. A aplicagio de um sistema de
compartimentos permitiu determinar possiveis representagdes da onda

24 . . .
de Ca™ intracitosolica.

As duas situagdes estudadas constituem temas cientificos de
relevancia e actualidade: a importincia do estudo da hipotermia

advém da sua utilizagdo em cirurgia e, em estudos mais recentes, da
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sua utilizagdo em situacdes de stress postraumatico; o interesse do
Vs, 2+ i

estudo do 140 de Ca“’, como sendo o controlador de um vasto sistema

de processos celulares com complexos mecanismos ainda

ndo inteiramente conhecidos.
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This work presents a study of particle movement, considering the
effect of the molecular interaction present on biological transport

systems.

When interaction exists, transport phenomena (not only on biological
systems) are complex systems, which can be represented by non-linear

functions that have been subject of recent analysis.

In the first part, an animal experimental work is presented. It studies
the phenomena of cold transport and also blood elements kinetics on a

hypothermic situation.
Hypothermia was induced in the animal by iced water bath.

Considering the respective times, esophagic temperature was

measured till 22 °C are reached.

During cooling, data was taken from “in vitro”” measurements, with
and without radioisotopic labelling, and from “in vivo” measurements

obtained with leukocytes and platelets labelled with '''In.
It was done the quantification of the uptake of these elements to the

different organs using a gamma camera switched to a computer.

In the second part, a theoretical model intending to represent the ion

Ca’" main intracellular transport mechanisms is studied.
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Data was taken from bibliography. It was used the value of Ca*
concentration in the citosol, Ca’" concentration in the active transport

compartment, and Ca’ bound to citoplasmatic proteins.

A function that assumes the existence of energy or mass movement is
applied. These movements lead to changes on the elements on the
space they occur. Each element interaction is seen as information

transport.

Using this function on phenomena involving different kinds of
particles we may identify these movements as information transfer

processes.

The velocity of information transmission is considered to depend on
the properties of two universes of particles: those that carry
information and those not carrying it yet. These universes coexist at
determined geometrical spaces and interact by the contact generated

by the movement itself.

The referred function has been applied on two situations that, although
belonging to very different domains, have in common compatible

assumptions with the application of similar kinetics.

The analysis of these systems has determined, on the studied models,
formal similarities on the following factors: existence of movement,

existence of interaction between elements, existence of a geometrical
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space delimitating of this movement, and the existence of energy or

mass sources positioned outside this space.

The information function, called “by movement information
function”, is applied to the core temperature lowering resulting on a
new approach to the study of the body cooling propagation caused by

a very low temperature environment.

The information source consists of a low exterior temperature system
that moves towards the core of the body, being the blood circulation

the main transmission channel.

The obtained equation represents the body core temperature decrease.
It makes us consider the point where there are as many cooled
particles as particles yet to be cooled as the point where cooling rate
reaches its maximum. From that point on, temperature-falling rate

diminishes until the minimum limit of circulation is reached.

This study was continued applying the same model to the leucocyte
and platelet kinetics. The function is applied to data from “in vitro”
measurements, with and without radioisotopic labelling, and from
“in vivo” measurements obtained with leucocytes and platelets

labelled with '''In.

It has been possible to establish the leukocyte and platelet in and out

functions of the following compartments: circulatory, hepatic, splenic
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and extra hepatic-splenic compartment. A comparative study of these

functions and their functional relation with hypothermia was done.

In the second part, a theoretical model intending to represent the ion

Ca’" main intracellular transportation mechanisms is studied.

In this work, analogies with the model applied to the internal body
temperature decrease were found, allowing the use of the same

mathematical treatment.

On this case, the information source is the high concentration of the
jon Ca ** that exists at extracelular space and at the sarcoplasmatic
reticulum and that moves towards the interior of the citosolic space.
Using the “by movement information function” applied to a standard
cell, it was possible to sketch possible models to the calcium entrance
in the cell as well as representations of the ion Ca*" binding to
plasmatic proteins. The application of a compartment system allowed
to determinate possible representations for the intracitosolic Ca**

wave.

The two studied situations are relevant and actual scientific themes:
the importance of the hypothermia study comes from its use at surgery
and, at more recent studies, its use at posttraumatic stress situations;
the interest of the ion Ca®', as being the controller for cellular

processes involving complex mechanisms not yet entirely known.
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Inscrigdo: “O mundo esta ligado por nds invisiveis”

Gravura de A. Kircher, Magneticum nature regum, Roma, 1667
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