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Resumo: A intera¢do entre campos elétricos externos
(E) e mibcitos cardiacos, como ocorre durante a
estimulacdo elétrica do coracdo, pode resultar no
disparo de um potencial de agfio, o qual inicia o
processo de contracdo celular. Modelos fisicos sdo
importantes ferramentas para se estimar a variagdo
maxima do potencial elétrico transmembrana induzida
por E, especialmente aquela que leva o potencial de
membrana ao limiar de excitagdo (AV;). Como a
aproximagdo da geometria do cardiomiocito para formas
regulares pode resultar em erros maiores que 100% na
estimativa de AV, desenvolvemos um modelo numérico
tridimensional (MN3D) a partir da imagem da célula.
Este modelo foi usado como referéncia para avaliar as
estimativas de AV, obtidas com modelos analiticos que
consideraram a geometria celular como um esferoide
prolato (MAEsPr) e um elipséide (MAElip). Em todos
os casos, AV, foi estimado a partir de dados
experimentais do valor limiar de E. Observamos que,
embora E limiar tenha variado com o angulo de
aplicagdo de E, o valor de AV} estimado com MN3D e
MAEsPr ndo dependeu do angulo, enquanto que com
MAElip, observou-se uma relacdo negativa entre AV e
angulo. Os resultados indicaram que para angulos
préximos de 0°, ambos os modelos analiticos podem ser
usados (erro< 7%), enquanto que para angulos maiores,
MAElIip mostrou desempenho insatisfatorio.
Palavras-chave: cardiomidcitos, método dos elementos
finitos, modelos eletromagnéticos, potencial elétrico
transmembrana.

Abstract: The interaction between external electrical
fields (E) and cardiac myocytes, as in the case of
electrical cardiac stimulation, may result in action
potential triggering, which leads to cell contraction.
Physical models are important tools to estimate the E-
induced maximal variation of transmembrane electrical
potential, especially when it causes the membrane
potential to reach the excitation threshold (AVy). As the
approximation of the cardiomyocyte shape to regular
geometries may result in error greater than 100% in the
AVy estimate, we developed a three-dimensional
numerical model (MN3D) based on the microscopic cell
image. This model was used as a reference to evaluate
the estimation of AV obtained with analytical models in
that the cell geometry is simplified to a prolate spheroid
(MAEsPr) and ellipsoid (MAElip). In all cases,
threshold E values determined experimentally were used
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to estimate AVi. We observed that, even though
threshold E values were affected by the angle between E
and the cell major axis, AVy values estimated with
MN3D and MAEsPr did not significantly depend on this
angle, whereas with MAElip a negative relationship
between AV and angle was observed. The results
indicate that, for angles close to 0°, both analytical
models could be used (error< 7%), whereas for greater
angles, the MAEIlip shows poor performance.

Keywords: cardiomyocytes, finite element method,
electromagnetic models, trans-membrane electrical
potential.

Introducéo

A interacdo de campos elétricos externos (E) com
células pode resultar em diversos fendmenos
fisiologicos. Em células excitaveis, E pode induzir uma
variagdo do potencial elétrico transmembrana capaz de
levar este potencial ao valor limiar para o disparo de um
potencial de agdo, o qual, em células musculares, inicia
o processo de contracdo. Além de este fendmeno ser a
base da estimulagdo marca-passo artificial do coragdo, a
aplicagdo de E ao coragdo também é usada para reverter
arritmias, como a fibrilag¢do cardiaca.

Para estimar a maxima variacdo de potencial elétrico
transmembrana induzida por E limiar (AV}), ie., a
menor intensidade de E que induz o disparo de um
potencial de agdo ou subsequente contragdo, sdo
frequentemente utilizados modelos fisicos nos quais sdo
adotadas simplificacdes da geometria da célula para
formas regulares e/ou o uso de apenas 2 dimensdes [1-
7]. No entanto, como demonstrado em trabalhos
anteriores [8-10], essas simplificacdes podem estimar
AV}, com erros maiores que 100%. Portanto, para avaliar
como a simplificagdo da geometria de midcitos
cardiacos pode afetar a estimava de AV,
desenvolvemos um modelo numérico tridimensional
que considera a geometria irregular da superficie
celular, e comparamos os valores de referéncia de AV},
estimados com este modelo com aqueles estimados com
modelos analiticos simplificados que assumem a forma
celular como um esfer6ide prolato e um elipsoide.

Materiais e métodos

Isolamento das células — Midcitos do ventriculo
esquerdo de ratos adultos (4-6 meses) foram isolados
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conforme previamente descrito [11]. Os procedimentos
para uso e cuidado dos animais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Biologia da UNICAMP (prot. 2942-K).

Protocolo experimental — Os cardiomidcitos foram
perfundidos (2-3 ml/min) com solugdo de Tyrode
modificada (composi¢do em mM: 140 NaCl, 6 KCl, 1.5
MgCl,, 5 HEPES, 1 CaCly, 11 glicose; pH 7,4) a 23 °C.
Um par de eletrodos de platina foi disposto
longitudinalmente ao fluxo da cdmara de perfusdo para
estimulacao elétrica, e o E na cAmara foi estimado como
aquele em um capacitor de placas paralelas [12]. Pulsos
bipolares de tensdo (duracdo total de 10 ms, 0,5 Hz)
foram aplicados com um estimulador elétrico
desenvolvido no Centro de Engenharia Biomédica/
UNICAMP. O valor de E limiar (EL) foi medido 5 vezes
em cada célula. As medi¢des foram feitas em 6 grupos
de células para diferentes faixas de valores do angulo
entre E e o eixo maior da célula (0° a 15°, 15° a 30°, 30°
a 45° 45° a 60°, 60° a 75° ¢ 75° a 90°). A imagem das
células, gravada com uma camera de video acoplada a
um sistema de microscopia invertida [13], foi utilizada
para determinagdo do comprimento dos eixos maior (C)
e menor (@) das células, e para modelar a superficie
celular.

Modelos — O software Autodesk Inventor foi
utilizado para medir C e a, e para modelar a superficie
celular em 3 dimensdes. i.c., a superficie bidimensional
celular registrada em video, assumindo-se uma
espessura de 14 pum [14]. O modelo numérico
tridimensional (MN3D) das células foi criado no
programa Gmsh [15] e foi resolvido no progama
ElmerFEM, o qual utiliza o método dos elementos
finitos para resolver o problema do espalhamento
eletromagnético. Os modelos analiticos utilizados para
as geometrias de esferdide prolato (MAEsPr) e de
elipsdide (MAElip) foram aqueles deduzidos por Gimsa
e Wachner [16]. Os valores de AV, foram estimados
pelos 3 modelos a partir dos valores experimentais de
EL para as diferentes dire¢des de aplicagdo de E. A
estimativa obtida com o MN3D foi tomada como o
valor de referéncia.

Andlise estatistica — Os dados estdo apresentados
como média + erro padrdo. A influéncia do angulo sobre
EL foi avaliada por analise de varidncia monofatorial.
Utilizou-se analise de variancia bifatorial para investigar
a influéncia do modelo e do angulo sobre AV, e sobre a
diferenca percentual dos valores estimados de AV, com
os modelos analiticos em relagdio ao MN3D (erro
percentual). Utilizou-se o pds-teste de Bonferroni para
comparagdo de médias, no caso de significancia
estatistica na analise de variancia. Consideramos p<
0,05 como indicativo de significancia estatistica.

Resultados

Os valores medidos de Cc e a foram 132,1 £2,7 ume
34,0 £ 1,3 um, respectivamente (N= 48 células).
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A Figura 1 mostra que EL foi maior para maiores
angulos entre a direcdo de E e o eixo maior da célula
(p<0,001).
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Figura 1: Valores de E limiar medidos em

cardiomidcitos para diferentes angulos de aplicagdo de
E. N= 8 células para cada grupo. Dados expressos como
média + erro padrdo. * p< 0,05 vs. 0°-30°; # p< 0,05 vs.
30°-75°, teste de Bonferroni.

A Figura 2 mostra os valores de AV}, estimados com
os 3 modelos para os diferentes angulos de aplicagdo de
E. A andlise de varidncia bifatorial indicou influéncia
significativa do método (p< 0,001), mas ndo do angulo
isoladamente (p= 0,29). No entanto, foi observada
interacdo entre angulo e método (p< 0,001),
caracterizada por uma relagdo negativa entre o valor de
AV estimado com MAElip e o angulo de E.
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Figura 2: Valores de AV; estimados com os diferentes
modelos para os diferentes angulos de aplicagdo de E.
MN3D: modelo numérico tridimensional; MAEsPr:
modelo para geometria de esferdide prolato; MAElip:
modelo para geometria elipsoide. N= 8 células para
cada faixa de angulos. Dados expressos como média +
erro padrdo. * p< 0,05 vs. 15°-30°, teste de Bonferroni.

A Figura 3 mostra o erro percentual das estimativas
de AV obtidas com os modelos analiticos, com relagéo
aos valores de referéncia (obtidos com o MN3D). A
analise de variancia bifatorial mostrou diferenca
significativa entre métodos (p< 0,001), influéncia do
angulo (p< 0,001), e intera¢do entre estes fatores (p<
0,001). Nossos resultados indicam que, para MAElip, o
erro de estimativa de AV, aumentou com o angulo,
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chegando a ultrapassar 20%, enquanto que, para o
MAE:SPr, o erro atingiu um maximo de ~10%.
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Figura 3: Erro percentual entre os valores de AV:
estimados com os modelos analiticos e com o modelo
numérico tridimensional. MAEsPr: modelo para
geometria de esferdide prolato; MAElip: modelo para
geometria elipsdide. N= 8 células para cada faixa de
angulos. Dados expressos como média + erro padrdo. *
p< 0,05 vs. MAEsPr, teste de Bonferroni.

Discussao

O objetivo do presente estudo foi contribuir para
identificar o modelo analitico mais adequado para
estimar a polarizacdo da membrana celular por E
externo no caso particular do midcito cardiaco, que,
embora tenha forma aproximada de um paralelepipedo,
na maior parte dos casos apresenta irregularidades
geométricas, num padrdo altamente variavel de célula
para célula. Para este fim, desenvolvemos o0 MN3D, que
foi usado como método de referéncia para comparagéo
das estimativas de AV; com os modelos analiticos.
Deve-se ressaltar que, de acordo com nosso
conhecimento, este ¢ o primeiro relato de um modelo
fisico desenvolvido para este fim que leva em
consideracdo a irregularidade da geometria de midcitos
cardiacos individuais.

No presente estudo, observamos que, como ja
descrito na literatura [1,12,17], houve forte influéncia
do angulo de aplicacdo de E sobre EL, cujos valores,
para estimulagdo na diregdo longitudinal com relagdo ao
eixo maior da célula, foram cerca da metade daqueles
obtidos durante estimulagdo transversal. No entanto,
como ja observado [1], os valores de AV estimados
com o MAEsPr ndo foram significativamente afetados
pela direcdo de estimulagdo, como observado no caso
do modelo de referéncia, MN3D. Por outro lado, os
valores de AV; estimados com MAElip mostraram-se
significativamente dependentes do angulo, sendo
menores para maiores angulos de orientagdo de E, nos
quais o erro atingiu ~20%. Como a importancia da
geometria de sec¢do transversal celular sobre a
estimativa de AV, é maior para maiores valores do
angulo, pode-se especular que a simplificagdo para uma
seccdo transversal circular, assumida pelo MAEsPr, seja
mais proxima da geometria real da célula do que a

510

seccao transversal eliptica assumida pelo MAElip.

Embora seja mais preciso, 0 MN3D ¢ um modelo
mais complexo e seu uso consome consideravel tempo
de analise. Este modelo requer o registro da imagem
celular, a construcdo do modelo tridimensional e
numérico da superficie celular e a resolugdo do
problema do espalhamento eletromagnético. MAEsPr e
MAElip, por outro lado, consistem apenas num
conjunto de equacdes: para calculo de AV; sdo
necessarios apenas o comprimento dos eixos maior e
menor da célula e a dire¢do do E. Portanto, ¢ importante
que se conhega suas adequacdes e limitagdes, bem como
qual geometria celular assumida fornece estimativas
mais confiaveis.

Conclusao

A partir dos presentes resultados, podemos concluir
que: 1) para angulos proximos de 0°, ambos os modelos
analiticos (MAEsPr ¢ MAElip) podem ser usados (erro
< 7%); 2) para angulos maiores, MAElip ndo apresenta
desempenho satisfatorio.
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