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Resumo: Através de aplicacdo de campos elétricos
intensos  consegue-se  alterar transitoriamente a
condutividade da membrana celular, permitindo o
transporte de moléculas e ions através da mesma, esse
fendmeno ¢é conhecido como eletroporaco. Essa técnica
ainda requer melhores explicagdes quanto a criagdo e
evolugdo dos poros. Este trabalho apresenta estudos
voltados para eletroporagdo em célula unica utilizando
microcapilar estirado repleto por eletrolito (EFC).
Definiu-se um modelo matematico e investigou-se
variagoes de parametros como raio da célula, distancias
dos campos elétricos aplicados e condutividades
intracelular e extracelular. Os resultados mostram-se
satisfatorios e condizentes com dados encontrados nas
bibliografias.

Palavras-chave: Eletroporagdo em células isoladas,
SCEP, Eletropermeabilizagdo, Modelos matematicos,
MEF, COMSOL Multiphysics®.

Abstract: Through the application of electric fields it is
possible to temporarily change the conductivity of the
cell membrane, allowing the transport of molecules and
ions there through, this phenomenon is known as
electroporation. This technique also requires better
explanations about the creation and evolution of pores.
This paper presents studies on electroporation in a
single-cell with Electrolyte-filled Capillary (EFC).
Defined a mathematical model and investigated the
variations of parameters such as cell radius, distance of
the applied electric field and intracellular and
extracellular conductivities. The results prove to be
satisfactory and consistent with data found in the
bibliographies.

Keywords: Electroporation in single cells, SCEP,
Electropermeabilization, Mathematical models, FEM,
COMSOL Multiphysics ®.

Introducéo

Quando uma célula bioldgica ¢ inserida na presenca
de um campo elétrico externo surge uma diferenca de
potencial entre as faces internas e externas da membrana,
denominada potencial transmembrana (1},). Se esta
tensdo induzida for reversivel (0,2V <V, <1,0V) a
membrana plasmdtica oferece um aumento de
permeabilidade de forma transitoria. Essa técnica ¢
conhecida como eletropermeabilizagido ou eletroporagdo
[1], [2]. Através desse procedimento permite-se a
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transferéncia de fons e/ou moléculas através da
membrana [3]. A eficiéncia deste procedimento tem uma
dependéncia direta dos pardmetros elétricos como:
amplitude do pulso, duracdo e forma [4]. Nesse artigo
define-se um modelo matematico da condutividade da
membrana  celular.  Posteriormente, investiga-se
variagdes elétricas (condutividade do meio — intra e
extracelular), geométrica (raio da célula), distancias de
aplicagdo do potencial elétrico e seus respectivos efeitos
na eletroporag@o em células bioldgicas isoladas.

Materiais e métodos

Ramos et al [5], realizou uma adequacdo do modelo
matematico apresentado por Glaser et al [6] em seus
experimentos com membranas planares. Considerando
que a alteracdo da corrente no experimento de Glaser et
al. ocorreu apenas devido a formagdo de poros na
membrana, e sendo /] = o,,E, teremos uma nova equagao
da condutividade da membrana variante no tempo.
Conforme descrito na Equagéo 1:

Vm)2

Aa_m = Kae(Vpp

o (D
onde K ¢ uma constante de equilibrio, obtida através das
comparagdes dos primeiros 100 us dos dados
experimentais de Ramos et al [8], a é uma constante, 1},
¢ a tensdo transmembrana e Vj,, ¢ o pardmetro da
mobilidade relativa da membrana (limiar de surgimento
dos poros). Os demais parametros utilizados na
simulacdo e suas respectivas fontes de origem estdo
localizados na Tabela 1.

A. Validacao do modelo matematico

A validacdo do modelo deu-se seguindo os principios
e pardmetros encontrados em Zudans et al [9], onde o
mesmo inseriu uma célula esférica isolada na presenca de
um campo elétrico uniforme, formado por placas paralelas.

O potencial elétrico na membrana externa (V™) e
interna (V™) foi determinado utilizando a equagdo de
Laplace, conforme Equagao 2:

V(a,VV/™) =0

V(e;VV™) =0 2
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onde o, ¢ g; sdo as condutividades externa e interna da

membrana, respectivamente.

Tabela 1: Parametros do modelo matematico utilizado.

Parametros Simbolos  Valores
Constante de equilibrio do K 3E2
modelo

Constante da mobilidade re- a 1E-11
lativa da membrana®

Area da membrana? A, 8x1077m?
Mobilidade  relativa da Vop 0,20V
membrana

Tensdo transmembrana” Vin 0,30V
Arranjo cubico de face cen- N 4,0
trada”

Fragdo de volume da sus- p 0,28
pensio”

Potencial total aplicado® Viotal 500V
Potencial total simulado V, 105V
Comprimento total do capi- Liotal 15,0 cm
lar®

Comprimento da ponta do l 0,2cm
capilar estirado®

Diametro interno do capilar D; 0,1cm
ndo estirado

Diametro interno na ponta Dt 5,0 um
do capilar estirado

Condutividade da solugdo® o, 0,60 S/m
Condutividade do cito- g; 0,13S5/m
plasma’

Raio da célula’ Teell 10,0 um
Espessura da membrana’ 1) 7,0 nm
Largura da simulagao Wy 1,0 mm
Altura da simulacao hg 2,0 mm
Distancia entre a ponta do dl 0,5—8,0um

capilar e membrana celular

* Ramos et al [8] T Ramos [5] I Sukhakev et al [10] §

Zudans et al [9]

B. Modelagem geométrica e numérica

As simulagdes e estudos foram realizadas utilizando o

software

COMSOL  Multiphysics®

versao

4.4

(COMSOL Inc., Burlington, MA), moédulo AC/DC,

baseado no método de elementos finitos (MEF). Para
suavizar os recursos computacionais, simulou-se apenas o
capilar estirado em 2D axissimétrico, demonstrado na
Figura 1.

Conforme Zudans et al [9] a queda de tensdo no capilar
ndo estirado, ¢ dado pela Equacéo 3:

av
Vo = Veotar + e (Ltotar — D 3)

I A distancia “d” ¢ variavel, dependendo da simulagio.
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Figura. 1: Modelo 2D axissimétrico da célula tnica isolada
inserida no campo elétrico ndo-uniforme. As geometrias
ndo estdo representadas na mesma escala.

onde dV /0z ¢é a variagdo do potencial elétrico em relagdo
a distancia do capilar, definindo V,, V;,:q; € 0 potencial
elétrico aplicado em todo capilar L;yzq;-

Utilizou-se uma malha de elementos finitos triangular
extremamente fina na membrana celular ¢ malha fina
triangular nas demais geometrias. A malha completa ¢
composta por 61.730 elementos de dominio ¢ 4.414
elementos de contorno. A simulagdo do modelo foi
realizada em um computador pessoal, AMD Athlon™ II
X2 250 3,0 GHz com 4,0 GB de memoria RAM e com
sistema operacional Microsoft® Windows 8 de 64 bits.

Resultados

A Figura 2 demostra a variagdo da condutividade da
membrana celular em relacdo ao angulo, para uma
variagdo de distidncia do microcapilar ¢ membrana celular
de 0,5 ym a 8,0 um.

A Figura 3 representa o comportamento da
condutividade da membrana com as varia¢cdes do raio
celular, de 10 wm a 30 pm de raio, com potencial elétrico
de 500 V e distancia de 0,5 pm entre o microcapilar e a
membrana.

A Figura 4 expressa a distribui¢cdo do campo elétrico
celular e densidade de corrente nas componentes “1” e “z”,
com potencial elétrico de 500 V e distancia de 0,5 pm.

d=8.0pum
d=4 Opm
d=2.0pm
—-— - d=1 Opm
10°f 4=0.5um |}

O, (B/m)
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Figura. 2: Grafico da condutividade da membrana. A)
potencial elétrico de 500V; B) potencial elétrico de 4kV.
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Figura. 3: Grafico da condutividade da membrana celular
pela variacdo do raio da célula.
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Figura. 4: Grafico da distribui¢do do campo elétrico e
densidade de corrente.

Discussao

Na proposta definida pelo modelo matematico,
baseado em experimentos de Glaser et al [6], a
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condutividade da membrana aumenta com taxa
dependente do potencial transmembrana. Como descrito, o
valor da constante "K” foi obtido de experimentos em
suspensdo celular. Encontra-se diferentes valores desta
constante quando comparados com a literatura [6], [11],
[12]. A dificuldade em comparar o valor de "K”, ¢ causada
por diferentes parametros medidos entre experimentos.
Suzuki et al [12] investigou a condutividade da suspensao
de células, quando comparado com dois modelos de
eletroporacdo. Glaser et al [6], ajustou os resultados atuais
com o modelo matematico da Equagdo 1. Mesmo com a
variacdo esperada de "K”, a dindmica do modelo ¢
consistente com os diferentes experimentos mencionados.

A implementagdo do modelo matematico da
condutividlade da membrana celular mostrou-se
condizente com valores encontrados nas bibliografias [4],
sua ordem de grandeza foi de 10~° S/m para distancias de
aproximadamente 1,0 um e potenciais elétricos na ordem
de centenas de volts. Estes resultados assemelham-se
também com a condutincia da membrana (G, = 0,,,/6)
[7] indicando que o modelo da eletroporacio e a
implementagdo geométrica estio em conformidade com
esses estudos.

Pode-se verificar na Figura 2 as variagdes da
condutividade da membrana celular para diferentes
distancias do microeletrodo. Na Figura 2A levando em
consideracdo a ordem de grandeza supracitada, teremos
aberturas de poros na membrana plasmatica em distincias
inferiores a 1,0 um e aproximadamente nos primeiros 22°
da célula. Esta faixa angular de condutividade vai de
encontro com a metodologia aplicada, microcapilar
proximo ao polo da célula.

A viabilidade das células em eletroporagdo esta
relacionada com os efluxos de ions da célula. Este
desequilibrio i6nico pode levar a morte da célula [13]. A
Figura 2B com a elevagdo do potencial elétrico aplicado
(4 kV) tem-se a presenga da eletroporagdo em todas as
distancias simuladas. Nos primeiros 22° da membrana
ocorrem a abertura de poros do meio extracelular para o
intracelular. Ap6s os 22° teremos o processo inverso. Na
pratica tem-se um desequilibrio i6nicos, devido a
intensidade do campo elétrico local. Este resultado esta em
conformidade com a literatura (eletroporacéo irreversivel)
[14], apresentando condutividades superiores a 1072 S/
m. Uma aplica¢do pratica onde busca-se esse
procedimento ¢ na esterilizagéo de alimentos.

A Figura 3 nos mostra uma relagdo direta entre a
condutividade da membrana e o raio da célula. Nota-se que
com a aproximagdo do raio celular de 30um a
condutividade tende a estabilizagdo. Outro ponto
importante para ressaltar € o papel do meio extracelular na
condutividade. Por exemplo, conforme Figura 3, uma
célula de 15pum em um meio extracelular de
condutividade de 0,01 S/m apresenta uma condutividade
da membrana de aproximadamente 5,5 x 107° S/m. Essa
mesma célula alterando a condutividade extracelular tem-
se uma condutividade na ordem de 2,5x107° S /m. Ou
seja, pode-se contribuir com a abertura de poros
(crescimento de V},,) ao elevar-se a condutividade do meio
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extracelular. Ambos os resultados se mostraram similares
com os relatados por Suzuki et al [12].

Conforme demarcagdo, a Figura 4 ilustra a
distribui¢do ndo-linear do campo elétrico no meio
extracelular e na membrana. O que comprova a dificuldade
em realizar uma definigdo analitica para o potencial
transmembrana. Tal fator deve-se pelos actimulos de
cargas elétricas estaticas na extrema ponta do capilar
estirado, o efeito corona (efeito das pontas) [15]. Como
consequéncia, uma maior intensidade de campo elétrico
local.

Com esta elevada intensidade, pode-se observar o
fluxo de corrente entrante por completo no meio
intracelular, através das linhas de densidade de corrente
elétrica (J). O que ratifica a existéncia de condutividade na
ordem de 10~* S/m, expresso na Figura 2A (para uma
distancia de 0,5 pm). Na eletroquimiterapia pode-se usar
a distribuicdo do campo elétrico em tecidos para definir
regides onde havera necrose, durante o tratamento de
tumores localizados [16].

Concluséo

O modelo matematico apresentado limita-se em
analisar a dindmica da eletroporag@o, contemplando os
momentos iniciais do surgimento dos poros. Além do
conhecimento prévio dos pulsos aplicados (intensidade,
duracdo e forma), os parametros investigados (raio da
célula, condutividade externa e potenciais elétricos em
diferentes distancias) também demostraram influéncia
direta na condutividade da membrana celular. Conhecer
tais parametros ¢ de suma importancia na correta
efetivacdo da eletroporacao.
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