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RESUMO

PINTO, Thiago Matos. Modelagem do Potencial Elétrico através da Membrana do
Neurônio Ganglionar e Células de Neuroblastoma: Efeitos das Cargas Superficiais. 2010.
89f. Dissertação (Mestrado em Ciências Computacionais) - Instituto de Matemática e
Estat́ıstica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

O objetivo do presente trabalho é comparar, do ponto de vista elétrico, a mem-

brana do neurônio ganglionar com a da célula de neuroblastoma, analisando os efeitos das

cargas fixas sobre o potencial elétrico nas superf́ıcies da bicamada liṕıdica e também sobre

o comportamento do perfil de potencial através da membrana, considerando as condições

f́ısico-qúımicas do estado de repouso e do estado de potencial de ação. As condições para

a ocorrência dos referidos estados foram baseadas em valores numéricos de parâmetros

elétricos e qúımicos, caracteŕısticos dessas células, obtidos na literatura. O neurônio gan-

glionar exemplifica um neurônio sadio, e a célula de neuroblastoma, que é uma célula

tumoral, exemplifica um neurônio patológico, alterado por esta condição. O neuroblas-

toma é um tumor que se origina das células da crista neural (neuroblastos), que é uma

estrutura embrionária que dá origem a muitas partes do sistema nervoso, podendo surgir

em diversos locais do organismo, desde a região do crânio até a área mais inferior da

coluna.

O modelo adotado para simular a membrana de neurônio inclui: (a) as dis-

tribuições espaciais de cargas elétricas fixas no glicocálix e na rede de protéınas cito-

plasmáticas; (b) as distribuições de cargas na solução eletroĺıtica dos meios externo e

interno; e (c) as cargas superficiais da bicamada liṕıdica. Os resultados que obtivemos

mostraram que, nos estados de repouso e de ação, os potenciais superficiais da bica-

mada interno (φSbc
) e externo (φSgb

) da célula de neuroblastoma não sofrem alteração

mensurável, quando a densidade de carga na superf́ıcie interna (QSbc
) torna-se 50 vezes

mais negativa, tanto para uma densidade de carga na superf́ıcie externa da bicamada nula

(QSgb
= 0), como para um valor de QSgb

6= 0. Porém, no estado de repouso, uma leve queda

em φSbc
do neurônio ganglionar pode ser observada com este ńıvel de variação de carga,

sendo que φSgb
do neurônio ganglionar é mais negativo quando QSgb

= 1/1100 e/Å2. No

estado de ação, para QSgb
= 0, o aumento da negatividade de QSbc

não provoca alteração

detectável de φSbc
e φSgb

para os dois neurônios. Quando consideramos QSgb
= 1/1100

e/Å2, φSgb
do neurônio ganglionar se torna mais negativo, não se observando variações de-

tectáveis nos potenciais superficiais da célula de neuroblastoma. Tanto no repouso quanto

no estado de ação, φSgb
das duas células não sofre variação senśıvel com o aumento da

negatividade da carga fixa distribúıda espacialmente no citoplasma. Já φSbc
sofre uma



queda gradativa nos dois tipos celulares; porém, no estado de ação, esta queda é mais

rápida. Descobrimos diferenças importantes nos perfis de potencial das duas células,

especialmente na região do glicocálix.

Palavras-chave: Neuroblastoma. Modelo de Membrana. Perfil do Potencial

Elétrico. Eletroforese.



ABSTRACT

The aim of our work is to compare, from the electrical point of view, the ganglion

neuron membrane with the neuroblastoma cell’s membrane, analyzing the effects of fixed

charges on the electric potential of the surfaces of the lipidic bilayer and on the behavior

of the potential profile across the membrane, considering the physicochemical conditions

of the resting state and of the action potential state. The conditions for the occurrence of

these states were defined, based on numerical values of electrical and chemical parameters

of these cells, obtained in the literature. The ganglion neuron portrays a healthy neuron,

and the neuroblastoma cell, which is a tumor cell, represents a pathologic neuron, different

from the ganglion cell, due to this condition. A neuroblastoma is a tumor, originated from

neural crest cells (neuroblasts), which is an embryonic structure that gives rise to many

parts of the nervous system and can arise in various body sites, from the region of the

skull all the way to the lower spinal column area.

The model used to simulate the neuron membrane includes: (a) the spatial distri-

bution of the fixed electric charges on the glycocalyx and on the network of cytoplasmic

proteins; (b) the distribution of the charges in the electrolytic solution of outer and inner

resources; and (c) the surface charges of the lipidic bilayer. The results we obtained show

that, in the resting and action states, the inner (φSbc
) and outer (φSgb

) surface potential

of neuroblastoma cells do not change measurably, when the charge density on the inner

surface (QSbc
) becomes 50 times more negative, for both null charge density on the outer

surface (QSgb
= 0) and for QSgb

6= 0. However, a slight drop in φSbc
of a ganglion neuron

can be observed with this level of charge variation, but φSgb
of ganglion neuron is more

negative when QSgb
= 1/1100 e/Å2. At action potential state, for QSgb

= 0, the negative

increase of QSbc
does not measurably change φSbc

and φSgb
, for both neurons. When we

consider QSgb
= 1/1100 e/Å2, for the ganglion neuron φSgb

becomes more negative, with

no significant detectable changes in the neuroblastoma cell’s surface potentials. At the

resting and action states, φSgb
of both cells does not undergo substantial changes with

the negative increasing of fixed charges uniformly distributed in the cytoplasm. However,

φSbc
undergoes a gradual decrease in both cell types, although for the action state, this

fall is faster. We discovered important differences among the potential profile of the two

cells, especially in the glicocalyx region.

Keywords: Neuroblastoma. Membrane Model. Electric Potential Profile. Elec-

trophoresis.
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célula do neuroblastoma, no estado de ação. . . . . . . . . . . . . . . . . 65



LISTA DE SÍMBOLOS

φSeg Potencial na superf́ıcie entre o meio extracelular e o glicocálix

φSgb
Potencial na superf́ıcie entre o glicocálix e a bicamada

φSbc
Potencial na superf́ıcie entre a bicamada e o citoplasma

φext Potencial em um determinado ponto na região extracelular

φg Potencial em um determinado ponto na região do glicocálix

φc Potencial em um determinado ponto na região do citoplasma

φ−∞e Potencial em −∞ na fase eletroĺıtica
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INTRODUÇÃO

Quase a totalidade dos transportes passivo e ativo de part́ıculas carregadas através

das membranas biológicas é fortemente afetada por forças eletrostáticas, sendo as taxas

de fluxo de sáıda e entrada de ı́ons através da membrana especialmente dependentes da

intensidade do campo elétrico intramembranar. Da mesma forma, a partição de alguns

ligantes biologicamente importantes da membrana, entre a solução eletroĺıtica e a interface

membrana-solução, é afetada por essas forças [46]. Este fato é de tal importância, que a

constituição liṕıdio-proteica da membrana de uma célula se auto-organiza, de forma que

este campo seja perfeitamente adequado, para facilitar o influxo dos elementos necessários

e o efluxo daqueles prejudiciais ou dispensáveis à função da célula. As membranas são

constrúıdas e mantidas por mecanismos de śıntese, seguindo um modelo natural que é

capaz de atender a todos os quesitos necessários ao bom funcionamento da célula [2, 3].

Figura 1: Modelo adotado para a membrana do neurônio [14].

A membrana biológica é formada basicamente de fosfoliṕıdios, colesterol e protéınas.

Mas além dessa estrutura básica, considera-se também que constituem o sistema mem-

branar, o glicocálix e a rede proteica que reveste a superf́ıcie interna na bicamada. Os

fosfoliṕıdios se reúnem formando uma camada dupla ou bicamada, numa disposição em

que as cadeias carbônicas dos ácidos graxos (parte hidrofóbica da molécula) ficam volta-



dos para dentro da bicamada e as cabeças polares (parte hidrof́ılica da molécula, onde

há grupamentos carregados) se dispõem formando as duas superf́ıcies dessa estrutura.

O glicocálix é uma camada molecular que reveste a superf́ıcie extracelular da bicamada,

sendo composta de cadeias glićıdicas hidrof́ılicas, que estão associadas a liṕıdios e protéınas

da bicamada [78].

A modelagem f́ısico-matemática da fisiologia da membrana biológica depende de

um profundo conhecimento da sua estrutura, composição e das suas propriedades. Uma

limitação para este processo é que valores experimentais são conhecidos apenas para o po-

tencial transmembranar e o potencial na superf́ıcie da célula. O potencial transmembranar

é a diferença de potencial entre dois pontos nas regiões de homogeneidade, ou região bulk,

que são distantes das superf́ıcies interna e externa [13]. No nosso modelo o potencial

transmembranar é representado por φc+∞−φ−∞e. O potencial superficial de uma célula é

definido como a diferença de potencial entre a interface membrana-solução e a região bulk

[46], e é devido aos grupos carregados fixos às moléculas que compõem a parte externa

da membrana. Este potencial é, em geral, calculado a partir de dados obtidos por meio

de medidas de mobilidade eletroforética da célula. Neste procedimento experimental, de-

nominado eletroforese, as células são colocadas no centro de um campo elétrico, sendo,

então, atráıdas pelo pólo inverso à polaridade dominante na sua superf́ıcie. Considerando

a velocidade de seu deslocamento e a distância entre as células e o pólo atrativo, é posśıvel

obter a mobilidade eletroforética, grandeza utilizada para o cálculo do potencial superficial

[45, 54, 61].

Assim, a determinação do perfil do potencial, gráfico que descreve o comportamento

do potencial como função dos pontos ao longo do eixo perpendicular à membrana, sendo,

portanto, um meio de analisar o campo em cada região que compõe o complexo sistema

membranar, tem sido feita com base em modelos teóricos constrúıdos a partir de pesquisas

experimentais [13, 17, 19, 43]. O conhecimento do perfil do potencial através da membrana

é importante pois ele reflete as propriedades elétricas da membrana e pode fornecer in-

formações sobre a influência da composição da fase eletroĺıtica e das cargas superficiais na

estabilidade da membrana [26]. O perfil de potencial através da membrana é constitúıdo

pelos valores dos perfis de potencial nas diversas interfaces encontradas, desde a região

bulk externa até a interna. Os potenciais superficiais externo e interno da superf́ıcie da

membrana são propriedades funcionais importantes da membrana. Dentre estas funções

podemos citar a manutenção de substâncias do meio intracelular, que é diferente do meio

extracelular, e a recepção de nutrientes e sinais qúımicos do meio extracelular.

O modelo mais simples adotado para a membrana biológica é o clássico Gouy-

Chapman [13], sendo que este é um modelo simplificado que considera apenas as cargas

superficiais da bicamada liṕıdica e as cargas dos ı́ons distribúıdos nas fases aquosas adja-

centes. Os aspectos fisico-qúımicos envolvidos nas caracteŕısticas elétricas da membrana
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biológica têm sido estudados para algumas células, destacando-se a membrana da célula

vermelha ou eritrócito, que é a mais conhecida, principalmente pela facilidade na sua

manipulação [43]. Associando conhecimentos recentes da eletrostática da membrana ao

modelo de Gouy-Champman, Cortez e Bisch [17] analisaram a influência da força iônica,

das cargas elétricas fixas e do potencial transmembranar sobre o perfil de potencial de

membrana do eritrócito. Este modelo também foi usado para o estudo da influência desses

mesmos parâmetros sobre a estabilidade mecânica da membrana, utilizando o método

matemático de análise hidrodinâmica linear [12, 15]. Modelos mais complexos de mem-

brana, que incluem as cargas das camadas de glicocálix e de protéınas internas, além das

cargas superficiais da bicamada liṕıdica, têm sido utilizados tanto para o estudo do perfil

de potencial da membrana do eritrócito como do neurônio [13, 19, 43].

O presente trabalho tem como objetivo comparar os efeitos das cargas fixas à grupos

aniônicos da membrana de dois tipos de neurônios, o neurônio ganglionar e a célula de

neuroblastoma, sobre o potencial elétrico nas superf́ıcies da bicamada liṕıdica, para dois

estados naturais da célula nervosa: o estado de repouso e o estado de potencial de ação

(PA). Depois, verificamos a diferença do comportamento do perfil de potencial através da

membrana desses dois tipos de neurônios. O neurônio ganglionar exemplifica um neurônio

sadio e a célula de neuroblastoma, que é uma célula tumoral, exemplifica um neurônio

patológico, alterado por esta condição, em comparação com um neurônio normal. O

termo “blastoma” refere-se a um tumor de células imaturas ou em desenvolvimento e

“neuro” diz respeito à célula nervosa. O neuroblastoma se origina das células da crista

neural (neuroblastos), que é uma estrutura embrionária que dá origem a muitas partes do

sistema nervoso, e que surge em diversos locais do organismo, desde a região do crânio

até a área mais inferior da coluna [69, 75].

Para este estudo, o modelo adotado incluiu: (a) as cargas elétricas fixas no glicocálix

e na rede de protéınas citoplasmáticas, configurando distribuições espaciais de cargas fixas;

(b) as cargas distribúıdas na solução eletroĺıtica dos meios externo e interno, configurando

distribuições de cargas livres; e (c) as cargas superficiais da bicamada liṕıdica. Na solução

eletroĺıtica levamos em conta os ı́ons mono e divalentes. A importância dos ı́ons monova-

lentes, Na+, K+ e Cl−, no estabelecimento do potencial transmembranar e na orquestração

do estado de PA nas células excitáveis é bem conhecida, mas, sem dúvida, a relevância dos

ı́ons divalentes não pode ser negligenciada. Estes têm um importante papel, por regularem

muitos processos no sistema nervoso central via interação com as protéınas. O ı́on Ca++,

por exemplo, influencia fortemente o potencial de membrana, pois se liga na superf́ıcie

da membrana, controlando os canais de Na+ e interferindo no estabelecimento do PA.

Elevações transientes e a concentração intracelular localizada do cálcio livre influencia o

processo de crescimento do axônio [13, 82].

No Caṕıtulo 2, apresentamos uma revisão das caracteŕısticas mais importantes do
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neurônio e da sua membrana. Inicialmente, fazemos um breve descrição da composição

e estrutura e, em seguida, das caracteŕısticas elétricas desta membrana. Neste contexto,

falamos sobre a importância de experimentos de medida de mobilidade eletoforética no

entendimento da estrutura e das caracteŕısticas da superf́ıcie celular, e na contribuição

dos mesmos para o estudo das células de neuroblastoma.

No Caṕıtulo 3, falamos sobre o neuroblastoma, suas caracteŕısticas gerais, evolução

e prognóstico, para, então, descrever particularidades da membrana das células de neu-

roblastoma e suas caracteŕısticas evidenciadas por experimentos de eletroforese.

No Caṕıtulo 4, descrevemos o modelo adotado no nosso estudo, sua representação

gráfica e condições de contorno. Mostramos o desenvolvimento anaĺıtico para a solução da

equação de Poisson-Boltzmann, que levou à obtenção de uma equação diferencial. Esta

funcionou como a base para a determinação dos potenciais superficiais, pela determinação

das condições de contorno, e para a obtenção do perfil do potencial.

No Caṕıtulo 5, apresentamos os métodos numéricos utilizados para solucionar as

equações discutidas no caṕıtulo anterior. Determinamos os potenciais superficiais por um

método simples para encontrar ráızes de equações não-lineares. O método de Runge-Kutta

foi então aplicado a fim de obter o perfil do potencial.

O Caṕıtulo 6 mostra os resultados obtidos e, no Caṕıtulo 7, discutimos estes resul-

tados, sumarizando as conclusões no caṕıtulo seguinte. Nos Apêndices apresentamos a

tabela de śımbolos utilizados neste trabalho, os parâmetros elétricos e qúımicos caracteŕıs-

ticos da membrana do neurônio ganglionar e das células de neuroblastoma, e o programa

numérico utilizado em nossa pesquisa.
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1 O NEURÔNIO E SUA MEMBRANA

1.1 O Neurônio

O neurônio é uma célula que se especializou para receber informações, processá-las e

transmit́ı-las para outras células, permitindo assim que o sistema nervoso desempenhe as

funções que lhe são próprias. De fato, a excitabilidade e a condutibilidade são duas im-

portantes propriedades fisiológicas dos neurônios, que os fornecem a capacidade de reagir

a um dado est́ımulo e de transmitir este est́ımulo sob a forma de impulsos eletroqúımicos

ao longo de suas membranas [13, 53].

Os neurônios variam de forma e tamanho, tendo tipicamente um corpo celular

(também conhecido como soma ou pericário), dendritos e axônios. Todo neurônio tem um

núcleo que está localizado no corpo celular. O interior do corpo celular é preenchido com

um fluido aquoso, uma solução iônica chamada citosol, no qual se encontram mergulhadas

as organelas (mitocôndrias, ret́ıculo endoplasmáticos, etc.) e o citoesqueleto, constituindo

o citoplasma. O citoesqueleto é uma intrincada rede de protéınas que sustenta a membrana

celular, dando a cada parte da célula sua aparência tridimensional caracteŕıstica.

O corpo celular, conforme mostra a Figura 2, consiste da região dilatada do neurônio

e tem a função de manutenção metabólica do neurônio, pois nele se encontra o núcleo com

o material genético. O diâmetro do soma pode variar da ordem de 2 µm até valores supe-

riores a 0,5 mm, e dele se formam prolongamentos tubulares finos chamados de neuritos:

os axônios e os dendritos. Os dendritos são responsáveis pela recepção dos sinais nervosos

que, após serem processados, geram outros sinais que são conduzidos pelos axônios [71].

Figura 2: Representação esquemática da estrutura do neurônio [79].

A maioria dos neurônios apresenta um único axônio, prolongamento do citoplasma

que pode se estender desde menos de 1 mm até mais de 1 m, sendo que seu diâmetro



pode, em humanos, variar desde menos de 1 µm até cerca de 25 µm ou, como no caso do

axônio gigante de lula, chegar a uma espessura de 1 mm. No axônio, não há śıntese de

protéınas, todas as protéınas presentes nele são sintetizadas no soma [3].

Na Figura 3, os neurônios H, E e F são piramidais. Acompanhe o axônio (a) de cada

um deles e observe que, além de se ramificarem bastante, esses axônios atingem o limite

inferior da figura, indicando que se projetam para longe. Já o neurônio G, por exemplo,

é estrelado [52].

Figura 3: A. Neurônios do córtex cerebral desenhados pelo famoso neuro-histologista es-
panhol Santiago Ramón y Cajal (1852-1934). B. Neurônios do corpo estriado, desenhados
pelo mesmo Ramón y Cajal [52].

A maior parte dos axônios humanos são mielinizados. Como mostra a Figura 4, cada

camada de mielina é formada pelo prolongamento da membrana de uma célula satélite,

isto é, uma célula que se dispõe adjacente ao axônio, que pode ser um oligodendrócito ou

uma célula de Schwann. A membrana dessas células se estende e envolve o axônio, dando

várias voltas em torno dele, formando bicamadas liṕıdicas sobrepostas, que terminam por

conferir um aumento na velocidade de propagação da informação através do axônio, em

relação ao axônio amieĺınico. Normalmente, as extremidades dos axônios são ramificadas,

o que permite a conexão de um neurônio com diversos outros neurônios ou células (mus-

culares ou glândulares). O local onde o axônio entra em contato com outras células para

passagem de informação chama-se sinapse [13].

Os neurônios podem ser visualizados ao microscópio em setores restritos do cérebro.

A observação de diferentes regiões neurais mostra grande número de morfotipos neuronais,

como na Figura 4.
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Figura 4: Representação de morfotipos neuronais [52].

Na medida em que se afastam do soma, podendo alcançar uma distância de até 2 mm,

os dendritos também se ramificam, formando a árvore dendŕıtica. Existem classificações

de neurônios que levam em consideração a forma e o tamanho das árvores dendŕıticas,

dada a sua grande variedade [3, 47]. A função dessa ramificação é ampliar a área de

contato do neurônio para a recepção de informação, sendo que os dendritos estão recober-

tos por milhares de sinapses. Nos pontos sinápticos, a membrana dendŕıtica apresenta

receptores, que são moléculas com afinidade para interagir com o neurotransmissor que é

uma substância qúımica liberada pelas ramificações axônicas. Este mecanismo viabiliza

o fluxo da informação no sistema nervoso [2].

1.2 Composição e Estrutura da Membrana do Neurônio

As funções do neurônio dependem fortemente das estruturas e da constituição de sua

membrana. Esta é formada basicamente de fosfoliṕıdios, colesterol e protéınas. A com-

posição protéica da membrana do neurônio varia entre as diversas regiões desta membrana,

ou seja, a constituição da membrana axonal é diferente da constituição da membrana do

soma, sendo ambas diferentes da membrana dendŕıtica [3].

Os fosfoliṕıdios estão organizados formando uma camada dupla ou bicamada, como

mostra a Figura 5, que constitui uma matriz fluida onde se inserem protéınas, chamadas

de protéınas integrais, e moléculas de colesterol. Na Figura 5 os ćırculos representam os

grupos de cabeças polarizadas das moléculas de fosfoliṕıdios. As linhas representam as

cadeias de gordura dos fosfoliṕıdios. Na superf́ıcie da bicamada há protéınas distribúıdas,

as protéınas periféricas, que se mantêm associadas às cabeças polares dos liṕıdios. Os

fosfoliṕıdios bem como as protéınas são moléculas anfipáticas ou anfif́ılicas (do grego

amphy=dois e philos=amigo), ou seja, moléculas que apresentam ao mesmo tempo pro-
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Figura 5: Estrutura da bicamada fosfoliṕıdica [6].

priedades hidrofóbicas e hidrof́ılicas [12, 16, 78], conforme mostra a Figura 6. Além dessa

estrutura básica, a superf́ıcie da membrana é revestida pelo glicocálix (veja a Figura 1),

que é uma camada composta de cadeias glićıdicas hidrof́ılicas, que estão associadas a

moléculas protéicas e liṕıdicas que compõem a bicamada [13].

Figura 6: Estrutura da molécula de fosfoliṕıdio [6].

A distribuição de fosfoliṕıdios nas duas camadas da bicamada é assimétrica. Essa

assimetria tem importantes implicações funcionais, estando relacionada com as diferenças

elétricas encontradas entre o axônio e outros segmentos do neurônio [26]. Tanto os liṕıdios

quanto as protéınas integrais experimentam movimentos intramoleculares (movimentos

de segmentos da molécula, como o de rotação), movimentos de vibração e de translação

22



[53]. A presença de colesterol, em geral, diminui essa flexibilidade da bicamada [89]. A

translação ou difusão lateral de liṕıdios dentro da mesma monocamada é um processo

simples, que pode ser passivo ou ativo. Já o movimento de liṕıdios a partir de uma

monocamada para outra é complexo e, em geral, depende de ação enzimática [18]. Porém

poucas protéınas da membrana parecem gozar de uma difusão lateral cont́ınua e livre de

restrições direcionais [16].

Muitas das protéınas integrais, como podemos verificar na Figura 7, se dispõem

transpassando completamente a bicamada, formando canais ou poros que controlam a

entrada e sáıda de várias substâncias, por meio de diversos mecanismos. O transporte

de substâncias através da membrana é realizado por processos passivos, sem gasto de

energia, ou ativo, que envolve o uso da energia metabólica. O primeiro tipo, transporte

passivo, pode se dar por difusão simples ou facilitada. A difusão simples resulta das forças

geradas pelos gradientes elétrico e qúımico conjugados, ou seja, gradiente eletroqúımico.

No passivo facilitado, as protéınas de transporte (canal) operam para importar moléculas

espećıficas para dentro da célula, orientadas somente por um gradiente de concentração.

O transporte ativo é chamado de “bombeamento”, pois ocorre contra a força de gradiente

eletroqúımico, por isto consome energia.

Na Figura 7 as protéınas integrais estão mergulhadas na bicamada liṕıdica, e protéınas

periféricas estão associadas com superf́ıcies externas das protéınas integrais da membrana.

Figura 7: Representação esquemática da estrutura da membrana [6].

A membrana possui uma bomba de Na+-K+ que promove um gradiente de Na+ e

K+ entre os meios externo e interno da célula. No exterior há uma grande concentração
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de Na+ sendo baixa a sua concentração interna. Para o K+, a concentração é elevada no

interior e reduzida no exterior. Estes gradientes se devem ao sentido do “bombeamento”

iônico, já que a bomba impulsiona, o Na+ para o meio extracelular e, ao mesmo tempo,

o K+ para o meio intracelular. Esta permeabilidade ativa seletiva da membrana gera um

ambiente proṕıcio para o estabelecimento de um potencial de membrana [13, 71].

Na Figura 8 podemos identificar de forma mais detalhada os componentes da mem-

brana.

Figura 8: Representação esquemática da estrutura da membrana, e detalhes de seus
componentes [90].

1.3 Caracteŕısticas Elétricas da Membrana do Neurônio

Os fenômenos elétricos observados em um neurônio são altamente dependentes das

cargas da superf́ıcie de sua membrana. Essas cargas interagem com ı́ons presentes na

solução aquosa adjacente à membrana para formar uma dupla camada elétrica, determi-

nando um campo elétrico adjacente à superf́ıcie da bicamada, que influencia nas interações

célula-célula e determina o perfil de concentração de diferentes substâncias biologicamente

ativas na vizinhaça imediata a membrana. Assim, a carga superficial da membrana do

neurônio é um dos parâmetros que refletem o seu estado e suas funções [83].

1.3.1 As Cargas Superficiais e a Eletroforese de Neurônios

Os neurônios, em semelhança com as outras células, exibem uma mobilidade eletro-

forética negativa em pH fisiológico, devido a sua carga superficial [26]. Esta carga su-

perficial se deve especialmente às cargas das moléculas do glicocálix e às duplas camadas

elétricas difusas de ı́ons inorgânicos que se formam como consequência das cargas super-

ficiais da bicamada e das protéınas periféricas [58].

24



Tanto o glicocálix, na superf́ıcie externa, como a espectrina, rede protéica na su-

perf́ıcie interna, apresentam uma carga ĺıquida negativa que se distribui espacialmente

ao longo da membrana [14, 45]. A espectrina é uma rede protéica que liga a membrana

ao citoesqueleto. Essa rede contribui para a regulação da mobilidade das protéınas da

membrana e está implicada na definição da forma do neurônio [33, 72]. As protéınas

citoplasmáticas também apresentam carga ĺıquida negativa em pH fisiológico [38].

A eletroforese é o fenômeno do deslocamento de part́ıculas ou células, dispersas

em uma solução eletroĺıtica, quando submetidas a um campo elétrico. Esse desloca-

mento permite a determinação da carga superficial da part́ıcula pela medida da grandeza

chamada mobilidade eletroforética (ME), que é definida em função da velocidade com que

a part́ıcula se movimenta dentro do campo elétrico. A eletroforese também é um método

de separação de uma mistura de moléculas ou células [61]. A determinação da ME tem

sido usada para obter conhecimento sobre as propriedades elétricas superficiais das células

e a sua influência sobre as regiões periféricas, bem como da estrutura do glicocálix [61].

Através desse método, também tem sido posśıvel verificar diferenças entre membranas de

células normais e patológicas.

Mironov e Dolgaya [63] usaram a microeletroforese para estudar a superf́ıcie de

neurônios de ganglio da raiz dorsal de rato. Eles observaram que o aumento da concen-

tração de Ca++ reduzia a ME dessas células, sugerindo que dois grupos aniônicos da su-

perf́ıcie externa da membrana podiam se ligar a este ı́on. Tanto o tratamento das células

com tripsina, enzima capaz de digerir grupos carbox́ılicos e alterar a carga superficial,

como o tratamento N-bromosucinamida (um reagente espećıfico para grupos carbox́ılicos

de protéınas) reduziu marcadamente a carga superficial. Entretanto, nenhum aumento

da carga superficial após a ação de reagentes espećıficos para grupos amino foi observado.

Conclúıram que a carga superficial das células também é dependente do metabolismo

intracelular [63].

Dolgaya et al [22] mostraram, usando o mesmo método, que as cargas superficiais de

células de neuroblastoma eram determinadas por grupos aniônicos da membrana, que se

distribúıam com uma densidade de 0.2 e/nm3 através de uma camada externa, com espes-

sura de 10 nm, e interagiam com ı́ons Ca++. Observaram que a tripsina, a neuraminidase

e a n-bromosucinamida também decresciam a ME dessas células, enquanto a tosilcloreto

(um reagente espećıfico para grupos amino) aumentava a carga levemente. Conclúıram

que a carga superficial de células de neuroblastoma é determinada principalmente pelos

grupos carbox́ılicos de protéınas periféricas e gangliośıdeos e que o conteúdo desses grupos

na membrana depende do estágio do desenvolvimento dessas células [22]. Mais tarde, o

mesmo grupo confirmou a relação do conteúdo de protéına por célula com mudanças na

carga superficial [4].
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1.3.2 Potencial de Membrana

Como todas as células, o neurônio tem uma membrana permeável aos ı́ons Na+ e

K+ entre outros. O grau de permeabilidade da membrana a esses ı́ons depende da própria

constituição da membrana, através da qual se estabelece um gradiente eletroqúımico,

promovido pela força eletroqúımica. A força qúımica resulta de gradientes de concentração

de elementos qúımicos enquanto que a força elétrica resulta de gradientes de potenciais

elétricos.

No interior do neurônio, a concentração de K+ é muito maior que fora dele (veja a

Figura 9). Sendo assim, em um neurônio em repouso, existe uma força qúımica que força

os ı́ons K+ a sáırem da célula pelos canais de repouso de K+, e como o K+ é eletricamente

positivo, a medida que estes ı́ons saem, a célula torna-se eletricamente negativa. Este

é o principal movimento iônico responsável pelo potencial de repouso da membrana do

neurônio, que é aproximadamente igual ao potencial elétrico de equiĺıbrio para o K+, de -

75 mV. Este potencial de membrana é chamado de potencial de repouso, por corresponder

ao estado natural da célula, i.e., ao seu metabolismo básico, ao funcionamento da bomba

de Na+-K+ e às cargas superficiais, independentemente de qualquer tipo de est́ımulo

extracelular [13, 76].

De acordo com a Figura 9(A), o potencial de repouso existe porque o fluxo de K+

para fora do neurônio é grande, o de Na+ e Cl− para dentro é pequeno, e os ânions

orgânicos permanecem estacionários. A esfera violeta-clara representa a bomba de Na+-

K+. Na Figura 9(B), quando um microeletrodo é colocado fora do neurônio, ele registra

a diferença nula de potencial entre dois pontos isoelétricos. A Figura 9(C) mostra que

quando o eletrodo é inserido através da membrana, este capta a negatividade da face

interna em relação à face externa, registrando uma diferença de potencial negativa. O

gráfico mostra o potencial nulo antes do eletrodo atravessar a membrana, o momento

do transpasse (indicado pela seta no gráfico), e o registro de potencial negativo depois,

quando o eletrodo já está no interior do neurônio [51].

Potenciais de Ação

Alterações no ńıvel do potencial de membrana podem transferir informação signi-

ficativa para a célula. As células nervosas, em particular, utilizam tais alterações como

sinais para recepção, integração e transmissão de informação. Estes sinais ocorrem de

duas formas: potenciais graduados e de ação. Os potenciais graduados são extremamente

importantes na sinalização por curta distância, já os potenciais de ação (PA) são os sinais

que percorrem longas distâncias nas membranas das células nervosas [87].

Nos neurônios, com exceção de poucas regiões especializadas, na maior parte da

membrana, pode-se gerar PAs por meio de estimulação adequada [86]. O PA pode ser
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Figura 9: Representação esquemática do potencial de repouso da membrana [51].
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descrito como variações muito rápidas do potencial de membrana que se propagam através

do axônio com uma velocidade que depende, principalmente, do seu diâmetro e do fato do

axônio ser mielinizado ou não. O PA é composto de duas fases, a fase da despolarização e

a fase da repolarização da membrana. Sabemos que no estado de repouso, a membrana se

apresenta polarizada - é a polarização de repouso - pois a polaridade elétrica do citoplasma

é diferente do extracelular; o interior é negativo em relação ao exterior.

Quando a membrana do neurônio é devidamente estimulada, a energia do est́ımulo

abre canais iônicos espećıficos de Na+, que são chamados de canais iônicos dependentes

de voltagem. Nesse momento, se estabelece o estado ativo, no qual a membrana se torna

despolarizada, porque ela perde a sua polarização de repouso. Assim, a despolarização

é o resultado da passagem de cargas positivas para dentro da célula, graças a um au-

mento súbito da permeabilidade ao Na+, que entra intensamente devido ao seu gradiente

eletroqúımico. A despolarização é um processo que dura em torno de 0,5 ms.

Em seguida, surge um aumento semelhante na permeabilidade ao K+, que resulta

em rápido efluxo deste ı́on da célula, repolarizando a membrana. A repolarização é

o retorno ao estado de polarização de repouso, começa imediatamente após a despo-

larização e também dura aproximadamente 0,5 ms. O aumento da permeabilidade ao

K+ se deve à abertura de canais espećıficos para este ı́on, o qual passa para o meio

externo devido ao gradiente eletroqúımico, que nesse momento favorece a sáıda de carga

positiva, devido à negatividade atingida pelo meio externo, resultante da entrada do Na+

durante a despolarização. Embora o efluxo de K+ restaure a polaridade de repouso da

membrana, quimicamente o estado não é o mesmo do estado que antecede à estimulação,

i.e., eletricamente o estado da membrana é análogo ao estado de repouso, mas do ponto de

vista da distribuição iônica entre o citoplasma e o meio extracelular, a situação é inversa.

Assim, cabe à bomba de Na+-K+ restaurar o estado de repouso, já que os gradientes

invertidos dos dois ı́ons através da membrana favorecem o seu trabalho [13].

A membrana de células nervosas é geralmente comparada a um circuito elétrico que

compreende muitas unidades repetidas [44]. Cada unidade contém um certo número de

baterias, um para cada espécie de ı́on, sendo as forças eletromotrizes dessas baterias de-

terminadas pelos gradientes de concentração para os diferentes ı́ons. No análogo elétrico,

cada bateria iônica está ligada às fases extra e intracelular por uma resistência variável,

que representa a permeabilidade da membrana relativa à espécie de ı́on em questão [86].

O PA pode ser registrado por um microeletrodo intracelular, do mesmo modo que o

potencial de repouso. Na Figura 10(A), o potencial de repouso é registrado, como mostra

a porção azul no traçado do PA. Quando se abrem os canais de Na+ (azuis), estes cátions

se difundem para o interior do neurônio (setas azuis em B), despolarizando a membrana.

A seguir (C), abrem-se os canais de K+ (violeta), e estes ı́ons se difundem para fora do

neurônio (setas violetas em C), repolarizando a membrana até mais do que o “necessário”.
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Para restabelecer o potencial de repouso (D), entra em ação a bomba de Na+-K+ (esfera

vermelha), que restaura as concentrações iônicas iniciais. O registro completo do potencial

de ação, tal como captado por um microeletrodo intracelular, tem a forma mostrada pelos

traçados em vermelho nos gráficos [51].

Figura 10: Representação esquemática do potencial de ação da membrana [51].

1.3.3 A Transmissão da Informação nas Sinapses

O PA que se propaga nos axônios alcança as sinapses, que são os pontos de interação

entre neurônios ou de um neurônio com células musculares ou glândulares. Numa sinapse,

podemos distinguir dois limites bem definidos, como mostra a figura 11, a membrana pré-

sináptica ou membrana do terminal axonal, e a membrana pós-sináptica, na membrana da

célula receptora, que no neurônio pode ser no dendrito ou no soma. Entre as membranas

pré-sináptica e pós-sináptica existe um espaço, a fenda sináptica. A transferência de
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informação através das sinapses é chamada de transmissão sináptica, fenômeno que se

processa no sentido do terminal pré-sináptico para a membrana pós-sináptica [13].

Figura 11: Elementos de uma sinapse qúımica [13].

Alcançando um terminal pré-sináptico, o PA provoca a liberação do neurotransmis-

sor na fenda sináptica, substância esta que fica armazenada dentro de veśıculas contidas

no terminal axônico, as veśıculas sinápticas. O neurotransmissor alcança a membrana

pós-sináptica e interage com os receptores espećıficos áı existentes, provocando uma al-

teração na permeabilidade iônica desta membrana e, com isto, alterando a sua polarização

[47]. O tipo do receptor pós-sináptico determina se a sinapse é excitatória ou inibitória,

ou seja, se a alteração causada no neurônio pós-sináptico facilita ou inibe a formação de

um potencial de ação no seu axônio [13].

1.3.4 Circuitos Neuronais

Toda a capacidade para a realização de processos complexos do sistema nervoso -

aprendizagem, memória, controle de movimento, percepção, e consciência - provem de

processos f́ısicos e qúımicos da atividade neuronal [92]. As unidades funcionais que per-

mitem aos animais responderem eficientemente aos est́ımulos ambientais são conjuntos

de neurônios interligados entre si, de modo a permitir que as informações sejam pro-

cessadas e transmitidas [76]. Um neurônio pode ser visto como um processador digital,

já que ele modula as diversas informações sob a forma de potenciais de ação, antes de

conduzir quaisquer dados para outros neurônios. As caracteŕısticas morfodinâmicas dos

neurônios permitem que eles se associem formando circuitos, e esses circuitos se asso-

ciam formando redes neuronais, que são estruturas processadoras bastante complexas e

de grande abrangência no processamento, como percebemos na Figura 12. Os circuitos

neuronais são circuitos lógicos, de arquitetura extremamente variada e que processam sen-

tenças lógicas para gerar padrões para o aprendizado, reconhecimento e comportamento,
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tão necessários para a adaptação a novas situações. Estudos sobre circuitos e redes neu-

ronais tem permitido a elaboração de modelos e teorias capazes de explicar uma série

de fenômenos, observados nas funções motoras, sensoriais e, especialmente, nas funções

associativas do sistema nervoso [13].

Figura 12: Exemplos de circuitos neuronais [13].
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2 O NEUROBLASTOMA

2.1 Caracteŕısticas Gerais do Neuroblastoma

O termo “blastoma” refere-se a um tumor de células imaturas ou em desenvolvimento

e “neuro” diz respeito à célula nervosa. O neuroblastoma se origina das células da crista

neural (neuroblastos), que é uma estrutura embrionária que dá origem a muitas partes do

sistema nervoso, e que surge em diversos locais do organismo, desde a região do crânio

até a área mais inferior da coluna [69, 75].

O neuroblastoma é um tumor de consistência sólida, sendo comum na infância e

raramente encontrado em pessoas com mais de dez anos de idade. Nos casos mais agres-

sivos, o tempo de sobrevida é muito curto. A morfologia e as mudanças bioqúımicas que

acompanham este processo maĺıgno têm sido muito estudadas [75, 81].

Um neuroblastoma pode ser originário de neuroblastos simpático primitivos, que

dão origem às células cromafins da medula supra-renal fetal (ou adrenal fetal) e às células

nervosas de gânglios simpáticos [81], mostrado na Figura 13. Cerca de 50% dos neurob-

lastomas são tumores da medula supra-renal, ou de uma glândula secretora de adrenalina

e noradrenalina. Os outros 50% são originários dos gânglios simpáticos para-espinhais ou

pélvicos. Assim, temos neuroblastomas originários de diferentes tipos celulares, tanto de

células nervosas da cadeia simpática quanto de células da medula adrenal [7, 8].

Figura 13: Organização do sistema motor somático e do sistema nervoso autônomo [52].



O neuroblastoma foi inicialmente descrito por Virchow e sua relação com a medula

adrenal embrionária foi posteriormente demonstrada por Wright em 1910 [76].

A maioria dos tumores primários ocorre no abdome, medula adrenal ou na glândula

simpática paravertebral, como mostra a Figura 14. Em aproximadamente 20% dos casos,

os neuroblastomas são tumores primários na região torácica, sendo o pescoço e a pélvis

regiões menos frequentes para o aparecimento do tumor primário; mas em 1% dos casos, o

tumor primário não é identificado [8, 9]. Em relação à apresentação primária e à metastase

há diferenças conforme a idade. Em crianças com menos de um ano, os tumores torácicos

são mais frequentes que os abdominais [42]. Em crianças mais velhas, a maior incidência

é de tumores adrenais, quando comparadas aos pacientes mais jovens, nos quais são mais

frequentes tumores nas regiões cervical e torácica [9].

Figura 14: Órgãos e glândulas do corpo humano onde ocorrem tumores primários de
neuroblastoma [65].

2.1.1 Etiologia e Diagnóstico

Na maioria dos neuroblastomas a etiologia é desconhecida e a influência de fatores

ambientais parece não ser relevante no seu aparecimento, ainda que alguns estudos ten-

ham descrito a associação entre o surgimento de neuroblastoma com o uso de algumas

drogas (tais como hidantal, fenobarbital e diuréticos), álcool e tintura de cabelo durante

a gestação [62], bem como a exposição paterna a campos eletromagnéticos no ambiente

de trabalho, também tem sido apontadas como associadas ao aparecimento de neuroblas-

toma [91]. Entretanto, nenhuma exposição pré e pós-natal a drogas, produtos qúımicos ou

33



radiação pode ser considerada como sendo comprovadamente responsável pelo aumento

da incidência de neuroblastoma [69].

Não há estudos brasileiros que forneçam dados estat́ısticos sobre esse tipo de tumor,

mas ele é considerado o mais frequente dos tumores não cerebrais e corresponde de 8 a

10% do total de casos de câncer infantil. A idade média de diagnóstico é de 2 anos e 90%

dos tumores são diagnosticados com idade menor que 5 anos, sendo a maior incidência

da doença em crianças negras e do sexo masculino, quando comparadas com crianças

brancas e crianças do sexo feminino. A proporção de ocorrência da doença é 10% maior

em meninos do que em meninas. Algumas doenças genéticas favorecem seu aparecimento

(neurofibromatose, doença de Hirschprung, etc.) [9]. A Figura 15 mostra a localização de

um neuroblastoma próximo ao f́ıgado e ao rim de um paciente.

Figura 15: Exemplo de localização de um neuroblastoma no corpo humano [68].

O neuroblastoma é um tumor que começa mais freqüentemente antes do nasci-

mento, mas é geralmente descoberto quando começa a gerar sintomas. O quadro cĺınico

é extremamente variado, dependendo das caracteŕısticas do tumor primário, da sua in-

tegridade, do comprometimento de estruturas vizinhas e da presença de metástases. As

formas mais comuns de apresentação incluem massa dura e indolor no pescoço, massa no

tórax achado em raio X, massa palpável no abdome, sendo que em 60-75% dos casos, a

doença é descoberta já em estado avançado. Nestes casos, além de uma grande enorme

massa tumoral, há graves repercussões nutricionais, apatia e sinais de metástases ósseas

em região cefálica, sendo comuns as manifestações de baixa especificidade como aumento

do volume abdominal, desnutrição leve, febre e anorexia. Distúrbios metabólicos bem ca-

racteŕısticos são sintomas muito freqüentes. Desequiĺıbrio postural, movimentos rápidos

e descontrolados dos olhos e contraturas musculares tipo espasmos ocorrem em 4% dos

doentes. Diarréia severa levando a um déficit de potássio e cloreto corporal e pressão alta
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podem estar presentes devido às substâncias produzidas pelo tumor [8].

2.1.2 Evolução e Prognóstico

Quanto mais cedo o tumor for diagnosticado, maiores são as chances de cura, já que

o neuroblastoma é um tumor que tende a se desenvolver com o tempo. A disseminação

da doença pode ocorrer por via linfática ou hematológica, sendo a medula óssea, ossos,

f́ıgado e pele os focos preferenciais para o aparecimento de metástase, além do pulmão e

parênquima cerebral [9].

O prognóstico depende de fatores de riscos cĺınicos e biológicos, tais como idade,

estadiamento do tumor, ı́ndice de DNA e as caracteŕısticas histologicas do tumor, sendo

os marcadores cromossômicos e moleculares extremamente importantes, na determinação

acurada dos grupos de alto risco e na previsão de respostas do paciente [28]. A idade

tem se mostrado um preditor de resposta confiável, visto que muitos estudos indicam

que há relação entre crianças diagnosticadas antes do primeiro ano de idade e aumento

da sobrevida [35], contrastando com o que se observa em crianças mais velhas, as quais

costumam apresentar metástase hematológica extensiva no diagnóstico e evoluem para

morte por progressão da doença, independentemente do protocolo terapêutico realizado

[59].

Na oncopediatria, o neuroblastoma possivelmente é o tumor mais desafiador, dev-

ido ao fato de ser o tumor sólido com a maior probabilidade de regressão espontânea,

especialmente em crianças menores de 1 ano de idade, e, ao mesmo tempo, apresentar

comportamento extremamente agressivo e alto ı́ndice de mortalidade em crianças de um

a cinco anos de idade [5, 66]. Assim, a heterogeneidade é a caracteŕıstica cĺınica mais

marcante do neuroblastoma. O fenômeno de regressão espontânea, que é observado geral-

mente em crianças diagnosticadas antes do primeiro ano de vida, pode ser explicado, em

parte, pela origem embrionária dessa neoplasia [7].

2.2 Caracteŕısticas Celulares do Neuroblastoma

A microscopia dos neuroblastomas mostra células neoplásicas agrupadas ao redor

de um centro, no qual processos neurais fibrilares se entrelaçam formando “rosetas”.

Agrupamentos semelhantes são também encontrados na medula óssea, conhecidas como

pseudorosetas, formadas por células metásticas, mas sem material fibrilar central. Os

ganglioneuromas, forma benigma dos neuroblastomas, são constitúıdos exclusivamente

por células ganglionares diferenciadas. Os ganglioneuroblastomas representam estágios

intermediários na diferenciação entre os dois [32, 80]. Quanto menos diferenciadas as

células tumorais mais distantes estão da morfologia e fisiologia de um neurônio normal.
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Na Figura 16, mostramos pseudorosetas, constitúıdas por células tumorais imaturas,

com núcleo denso e pouco citoplasma. O citoplasma forma um prolongamento único que

se orienta para o centro dos agrupamentos celulares. Os vários prolongamentos celulares

se entrelaçam formando um enovelado róseo.

Figura 16: Pseudoroseta de Homer Wright [25].

As células de neuroblastoma têm sido cultivadas in vitro e elementos dessas culturas

têm sido aplicados em estudos para obter melhor conhecimento das caractŕısticas deste tu-

mor. A cultura de células é um processo pelo qual as células são desenvolvidas (cultivadas)

sob condições controladas. A produção de cultura de células é hoje uma área que detém

técnicas sofisticadas para atender às necessidades da pesquisa biomédica e biotecnológica.

A cultura de linhagens de células animais tem aplicação na manufatura de vacinas virais

e de muitos produtos de biotecnologia, sendo fundamental como componente da cultura

de tecidos e engenharia de tecidos. O desenvolvimento teórico e de métodos de cultura

de células são muito parecidos com aqueles de cultura de tecidos e cultura de órgãos.

A cultura de células animais tornou-se uma técnica comum de laboratório, no meio

do século passado, depois que J. F. Enders et al. [23] estabeleceram a metodologia ad-

equada para o crescimento de células in vitro. Entretanto, o conceito de linhagem de

células mantidas vivas separadas do seu tecido original foi concebido no século XIX,

quando Sydney Ringer desenvolveu soluções salinas contendo cloreto de sódio, potásso,

cálcio e magnésio apropriada para manter o ciclo de um coração animal isolado fora do

corpo animal.

A técnica de clonagem tem sido usada para produzir cepas de células com carac-

teŕısticas diferentes das células originais. Por exemplo, as células hibridoma NG108-15 são

clones de neuroblastomas com células h́ıbridas de glioma, que é um subclone de células

de glioma C6 de rato [40]. As culturas de células tumorais têm sido usadas em estudos
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farmacológicos, visando, por exemplo, o esclarecimento da ação das drogas citotóxicas na

quimioterapia. Estudos para caracterizar o metabolismo de gangliośıdios da superf́ıcie da

membrana de células de neuroblastoma, usando a linhagem LAN-5 [56], mostraram perda

de todos os gangliośıdios sintetizados pelas células. A modulação do metabolismo dos

gangliośıdios pode representar uma importante alteração na fisiologia da célula, já que os

gangliośıdios são moléculas biologicamente ativas [50, 55].

Através dessas técnicas, muitos dados têm sido obtidos a respeito da diferenciação

das células ganglionares primitivas e da formação de neuroblastomas (veja Figura 17). Foi

observado que o neuroblastoma de origem adrenal fetal tem um fenótipo de membrana

diferente daquele dos neuroblastos normais e essa diferença diz respeito a um ant́ıgeno, que

está presente em neuroblastos neoplásicos mas não em neuroblastos normais. Os resulta-

dos sugerem que tal ant́ıgeno pode estar relacionado com a diferenciação do neuroblasto

em célula ganglionar [60].

Figura 17: Células do neuroblastoma em diferenciação [85].

2.2.1 Caracteŕısticas da Membrana de Células de Neuroblastoma

O potencial de repouso de células de neuroblastoma e seus clones tem sido medido

e estas medidas indicam que este potencial não é significantemente diferente entre algu-

mas células, mas sim entre outras, sendo o grau de diferenciação importante para esta

diferença [30]. A excitabilidade dessas células tem sido estudada e algumas são relati-

vamente não-excitáveis. Como exemplo temos as células da linhagem SK-N-SH, que são
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células do neuroblastoma humano, que, quando crescem sob condições de cultura padrão,

permanecem relativamente indiferenciadas. Essas células mostram respostas de atividade

parcial para injeções de pulsos de corrente e deficiência da componente despolarizante do

mecanismo gerador de potencial de ação [48]. Há dois sub clones dessa linhagem, SK-N-

SH-IN e SK-N-SH-Sy5Y, que exibem extensa diferenciação morfológica, quando crescem

com certas condições sendo que as células completamente diferenciadas IN e 5Y tem maior

potenciais de membrana de repouso que as células da linhagem SK-N-SH.

Os dados obtidos em tais experimentos indicam que a geração de potenciais de ação

nestas células de neuroblastoma humano é uma função da diferenciação morfológica da

célula [49]. Evidências da estrutura da membrana [77, 84] e a composição da superf́ıcie

[1, 31] de células de neuroblastoma sugerem que alterações nas membranas plasmáticas

podem acompanhar a diferenciação morfológica.

A śıntese, estruturação e degradação de membranas plasmáticas envolvem uma série

dinâmica de eventos, nos quais componentes membranares parecem estar em constante

fluxo metabólico, o que é consistente com o modelo mosaico da estrutura da membrana

e a biośıntese [20, 36]. A śıntese e degradação de constituintes da membrana plasmática

pode de fato seguir velocidades mais ou menos iguais durante o crescimento e para células

de fase estacionária [88].

Apesar das células poderem degradar e reestruturar todos os componentes da mem-

brana plasmática, Graham et al. [34] sugerem que os maiores constituintes podem

preferencialmente aumentar, durante uma fase do ciclo de crescimento. Além disso,

os reticulócitos, por exemplo, parecem sintetizar ativamente só dois dos dez maiores

componentes protéicos da membrana [57]. Portanto, esses estudos têm oferecido in-

formações sobre a formação e modificação da membrana, a cinética de śıntese e turnover

de espécies diferentes de protéınas e glicoprotéınas, na superf́ıcie da membrana das células

eucarióticas, mas seu posśıvel papel funcional não é claro até o presente.

2.2.2 Eletroforese de Células de Neuroblastoma

As membranas de células de neuroblastoma têm sido estudadas através de várias

técnicas, sendo que foram observadas variações, tanto na sua composição, como nas carac-

teŕısticas elétricas. O comportamento eletroforético desta célula tem interessado a muitos

estudiosos das caracteŕısticas elétricas da superf́ıcie celular.

A carga surpeficial de células de neuroblastoma em fases diferentes do ciclo celular

tem sido estudadas, pelo método da microeletroforese. Um estudo sobre a carga superficial

de células de neuroblastoma de murine (clone C1300-N18TG2) mostrou que a carga su-

perficial destas células é determinada principalmente por grupos aniônicos da membrana

que se encontram distribúıdos com uma densidade de 0.2 e/nm3, na camada que cobre
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a superf́ıcie externa da célula. A espessura desta camada era de cerca de 10 nm. Estes

grupos aniônicos da membrana interagem com Ca2+, com constante de ligação K-Ca =

10-50 l/mol (30 l/mol).

O tratamento das células com enzimas que têm atividade espećıfica sobre grupamen-

tos das moléculas das superf́ıcies da membrana tem sido usado para estudar a composição

dessas superf́ıcies. A neuraminidase é uma enzima que catalisa a hidrólise das ligações

glicośıdicas do ácido siálico em glicoprotéınas, a tripsina modifica as propriedades ester-

roqúımicas da superf́ıcie celular e a hialuronidase age sobre o ácido hialurônico. Através

desses estudos, foi observado que as protéınas periféricas são responsáveis por aprox-

imadamente 40% do total de cargas superficiais do neuroblastoma, e os gangliośıdios

do glicocálix, por 60%. A irreversibilidade da neutralização dos grupos carbox́ılicos de

protéınas decresce a mobilidade eletroforética das células, enquanto o cloreto de tosila (um

espećıfico reagente para aminogrupos) aumenta sutilmente a ME. Entretanto, a carga su-

perficial também depende das condições de cultivo de população de células. Diferenciação

morfológica da célula induzida pela remoção do soro do meio de cultura aumenta sua

mobilidade em cerca de 30%. Os resultados desses estudos têm levado à conclusão de que

a carga superficial é principalmente determinada pelos grupos carbox́ılicos de protéınas

periféricas da membrana e o conteúdo destes componentes da membrana depende do

estágio de desenvolvimento celular [22].
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3 MODELO MATEMÁTICO DO POTENCIAL DA MEMBRANA NEU-

RONAL

3.1 Modelo Adotado

A Figura 18 mostra o modelo adotado para a membrana do neurônio, que está

dividida em quatro regiões distintas: extracelular, glicocálix, bicamada e citoplasma.

Consideramos h, a espessura da região da bicamada, e hg, a espessura da região do

glicocálix. Os potenciais nas superf́ıcies das regiões estão representados na figura, onde

φ−∞e é o potencial em −∞ na fase eletroĺıtica, φSeg representa o potencial na superf́ıcie

entre o meio extracelular e o glicocálix, φSgb é o potencial na superf́ıcie da membrana

entre o glicocálix e a bicamada, φSbc é o potencial na superf́ıcie entre a bicamada e o

citoplasma, e φc+∞ representa o potencial em +∞ na região do citoplasma.

Figura 18: Modelo adotado para a membrana do neurônio [14].



3.2 A Equação do Potencial Elétrico

Para determinar as equações necessárias para a obtenção do perfil de potencial

através da membrana do nosso modelo, começamos pela equação de Poisson,

∇2φi(x, y, z) =
−4πρi

εi

para i = ext, g, b, c (3.1)

cujas soluções fornecem o potencial elétrico φi(x, y, z) em qualquer ponto do meio i, sendo

i = e para a região eletroĺıtica externa; i = g para o glicocálix; i = b para a bicamada;

i = c para o citoplasma, ρi é a densidade espacial de carga devido aos eletrólitos em

solução no meio i, e εi é a permissividade do meio i.

A densidade de carga na região e, ρe , é obtida diretamente pela soma das con-

centrações dos componentes iônicos γ das soluções adjacentes à bicamada, enquanto nas

regiões g e c , ρg e ρc são obtidos pela soma das densidades volumétricas de carga de cada

região. Já na região da bicamada (i = b) não há cargas, pois trata-se da região hidrofóbica

da bicamada e ρb = 0 .

Para o cálculo das constantes de integração, usamos as seguintes condições de con-

torno:

1. Quando z tende a um valor extremo, z → −∞ (na região e ) ou z → +∞ (no

citoplasma), o potencial elétrico tende aos valores limites denotados por φ−∞e e

φc+∞ , respectivamente. Além disso, as concentrações iônicas assumem os valores

ηγ,−∞e e ηγ,c+∞ , respectivamente.

2. Quando z = −hg − h/2 e z = ±h/2 , vale a continuidade do potencial elétrico, que

assume os valores φSeg em Seg; φSgb
em Sgb e φSbc

em Sbc.

3. Nessas interfaces, também vale a descontinuidade do vetor deslocamento do campo

elétrico.

3.2.1 Solução nas Regiões com Cargas Fixas (i = g, c)

Quando os termos referentes às cargas fixas sobre o glicocálix e o citoplasma são

considerados, a equação de Poisson é escrita na forma [19],

∇2φi(x, y, z) =
−4π(ρi + ρfi)

εi

, (3.2)

onde ρfi é a densidade de cargas fixas no glicocálix (ρfg) ou no citoplasma (ρfc) .
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A densidade ρi é calculada através da soma das concentrações de ı́ons negativos e

positivos,

ρi =
∑

γ

Zγeη
(+)
γ,i +

∑
γ

Zγeη
(−)
γ,i , (3.3)

onde ηγ,i é a densidade molar do ı́on γ na região i, Zγ é a valência do ı́on γ e, e é a carga

do elétron. Substituindo a Eq. 3.3 na Eq. 3.2, considerando que em nosso modelo as

dimensões da membrana nas direções x e y perpendiculares a z, tendem a infinito e que

a distribuição de carga nessas direções é homogênea, temos:

∂2

∂z2
φi(z) = −

[
4π

εi

] ((∑
γ

Zγeηγ,i +

(∑
γ

Zγeηγ,i

))
− 4πρfi

εi

. (3.4)

Para determinar a expressão de ηγ,i, usamos a equação do potencial eletroqúımico

para os solutos iônicos em uma solução dilúıda,

µγ,i = µ0
γ,i(P, T ) + KTln(Ci) + Zγeφi, (3.5)

onde µ0
γ,i(P, T ) é o termo devido à pressão e a temperatura, KTln(Ci) é o termo referente

à concentração iônica e Zγeφi se refere ao potencial elétrico, sendo K a constante de

Boltzmann e T a temperatura absoluta.

Aplicando o operador ∇ na Eq. 3.5 e lembrando que há homogeneidade na dis-

tribuição das cargas nas direções perpendiculares a z, verificamos que

∂

∂z
µγ,i =

(
∂

∂z
µ0

γ,i(P, T )

)
+ KT

(
∂

∂z
ln(Ci)

)
+ Zγe

(
∂

∂z
φi

)
. (3.6)

Considerando a condição de equiĺıbrio eletroqúımico de Boltzmann, para a qual∇zµγ,i = 0

e ∇zµγ,i (P, T ) = 0 , a Eq. 3.6 passa a ser:

0 = KT

(
∂

∂z
ln(Ci)

)
+ Zγe

(
∂

∂z
φi

)
. (3.7)

Integrando a Eq. 3.7 em −∞ < z < zSgb
e em zSbc

< z < +∞, considerando que

em toda adjacência da bicamada temos eletrólitos distribúıdos,

∫ ηγ,i

ηγ,Si

KT

(
∂

∂ηγ,i

ln(Ci)

)
dCi =

∫ φi

φSi

−Zγe

(
∂

∂φi

φi

)
dφi, (3.8)

temos que

KT (ln (ηγ,i))−KT (ln (ηγ,Si
)) = −Zγe (φi − φSi

) , (3.9)
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ou seja,

ln

(
ηγ,i

ηγ,Si

)
= −Zγe (φi − φSi

)

KT
, (3.10)

podendo esta equação (Eq. 3.10) ser escrita na forma:

ηγ,i = e

(
−Zγe(φi−φSi)

KT

)

ηγ,Si
, (3.11)

onde φSi
é o potencial elétrico na superf́ıcie Si , ηγ,Si

é a concentração molar de γ no

limite da superf́ıcie Si . Esta Eq. 3.11 é a distribuição de Boltzmann de cargas devido à

presença do ı́on γ nas fases adjacentes à bicamada.

Substituindo a Eq. 3.11 na Eq. 3.4, podemos escrever a Eq. 3.12 da forma:

∂2

∂z2
φi(z) = −


∑

γ

[
4πZγeηγ,Si

εi

] 
e

(
Zγe(φi−φSi)

KT

)

− e

(
−Zγe(φi−φSi)

KT

)





−4πρfi

εi

. (3.12)

Fazendo

e

(
Zγe(φi−φSi)

KT

)

− e

(
−Zγe(φi−φSi)

KT

)

= 2 sinh

(
Zγe (φi − φSi

)

KT

)
, (3.13)

a Eq. 3.12 pode ser convertida para a forma:

∂2

∂z2
φi(z) = −

(∑
γ

(
2

[
4πZγeηγ,Si

εi

]
sinh

[
Zγe (φi − φSi

)

KT

]))
− 4πρfi

εi

. (3.14)

Como nosso modelo inclui apenas os ı́ons mono e divalentes, podemos limitar o

somatório γ em

∂2

∂z2
φi(z) =

[
8πZ1eη1,Si

εi

]
sinh

(
Z1e (φi − φSi

)

KT

)
+

[
8πZ2eη2,Si

εi

]
sinh

(
Z2e (φi − φSi

)

KT

)
− 4πρfi

εi

, (3.15)

e, sendo Z1 = 1 e Z2 = 2 ,

∂2

∂z2
φi(z) =

([
8πeη1,Si

εi

]
sinh

(
e (φi − φSi

)

KT

)
+

[
16πeη2,Si

εi

]
sinh

(
2e (φi − φSi

)

KT

))

−4πρfi

εi

. (3.16)
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Definindo,

Qmi
=

[
8πeη1,Si

εi

]
, e Qdi

=

[
16πeη2,Si

εi

]
, (3.17)

temos

∂2

∂z2
φi(z) =

(
Qmi

sinh

(
e (φi − φSi

)

KT

)
+ Qdi

sinh

(
2e (φi − φSi

)

KT

))
− 4πρfi

εi

. (3.18)

Considerando que

β =
e

KT
, (3.19)

e sabendo que

sinh (2βu) = 2 sinh (βu) cosh (βu) , (3.20)

a Eq. 3.18 pode ser reescrita da seguinte forma

∂2

∂z2
φi(z) = Qmi

sinh (β (φi − φSi
)) +

2Qdi
sinh (β (φi − φSi

)) cosh (β (φi − φSi
))− 4πρfi

εi

. (3.21)

Como

2d (φi) = 2

(
∂2

∂z2
φi

)(
∂

∂z
φi

)
, (3.22)

temos da Eq. 3.21

2

(
∂2

∂z2
φi

)(
∂

∂z
φi

)
= Qmi

sinh (β (φi − φSi
)) +

2Qdi
sinh (β (φi − φSi

)) cosh (β (φi − φSi
))− 4πρfi

εi

. (3.23)

Integrando a Eq. 3.23 temos

∫
2

(
∂2

∂z2
φi

)(
∂

∂z
φi

)
dz =

∫
Qmi

sinh (β (φi − φSi
)) +

2Qdi
sinh (β (φi − φSi

)) cosh (β (φi − φSi
)) dφi −∫

4πρfi

εi

dφi. (3.24)

Resolvendo esta Eq. 3.24 temos

∫
Qmi

sinh (β (φi − φSi
)) dφi =

Qmi
cosh (β (φi − φSi

))

β
, (3.25)

∫
2Qdi

sinh (β (φi − φSi
)) cosh (β (φi − φSi

))dφi =
Qdi

cosh2 (β (φi − φSi
))

β
, (3.26)
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e

−
∫

4πρfi

εi

dφi = −4πρfiφi

εi

. (3.27)

Substituindo as Eqs. 3.25 a 3.27 na Eq. 3.24 temos

(
∂

∂z
φi(z)

)2

=
Qmi

cosh (β (φi − φSi
))

β
+

Qdi
cosh2 (β (φi − φSi

))

β
− 4πρfiφi

εi

+ Wi, (3.28)

onde Wi é a constante de integração na região i. Para simplificar, consideramos

gi = −4πρfi

εi

, (3.29)

e a Eq. 3.28 é convertida para a forma

(
∂

∂z
φi(z)

)2

=
Qmi

cosh (β (φi − φSi
))

β
+

Qdi
cosh2 (β (φi − φSi

))

β
+ gφi + Wi, (3.30)

ou seja,

∂

∂z
φi(z) =

√
Qmi

cosh (β (φi − φSi
))

β
+

Qdi
cosh2 (β (φi − φSi

))

β
+ gφi + Wi. (3.31)

3.2.2 Solução da Equação de Poisson-Boltzmann na Região Extracelular Eletroĺıtica

(i = ext)

A região ext não faz parte da membrana e, para simplificar, negligenciamos a ex-

istência nela de qualquer tipo de carga fixa, sendo então ρfext = 0 . Dessa forma, gext = 0

e o potencial em z = −∞ é constante. Assim,

(
∂

∂z
φext(z)

)

z=−∞
= 0. (3.32)

Das Eqs. 3.30 e 3.32, pode-se escrever a seguinte equação

0 =
Qmext

β
cosh (0) +

Qdext

β
cosh2 (0) + Wext. (3.33)

Assim, a constante de integração Wi na região ext é

Wext =
−Qmext −Qdext

β
. (3.34)

Substituindo a Eq. 3.34 na Eq. 3.31, encontramos a equação que representa o

potencial elétrico na região extracelular eletroĺıtica
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∂

∂z
φext(z) =

√
Qmext cosh (β (φext − φ−∞e))

β
+

Qdext cosh2 (β (φext − φ−∞e))

β
+

(−Qmext −Qdext

β

)
.

(3.35)

Simplificando a Eq. 3.35, a equação pode representada da forma

∂

∂z
φext(z) =

√
Qmext [cosh (β (φext − φ−∞e))− 1]

β
+

Qdext

[
cosh2 (β (φext − φ−∞e))− 1

]

β
,

(3.36)

e a equação simplificada que representa o potencial elétrico na região extracelular eletroĺıtica

é

∂

∂z
φext(z) =

√
2
Qmext sinh2

(
β
2

(φext − φ−∞e)

β
+

Qdext sinh2 (β (φext − φ−∞e))

β
. (3.37)

3.2.3 Solução da Equação de Poisson-Boltzmann na Região do Citoplasma (i = c)

Considerando que para a região do citoplasma, o potencial em z = +∞ também é

constante, de forma que, (
∂

∂z
φc(z)

)

z=+∞
= 0. (3.38)

Das Eqs. 3.30 e 3.38 pode-se escrever a seguinte equação

0 =
Qmc

β
εc cosh (0) +

Qdc

β
εc cosh2 (0)− β4πρfcφc+∞ + Wcεc. (3.39)

Assim, a constante de integração Wi na região c é

Wc =
−Qmc −Qdc

β
− gcφc+∞. (3.40)

Substituindo a Eq. 3.40 na Eq. 3.31, encontramos a equação que representa o

potencial elétrico na região do citoplasma

∂

∂z
φc(z) =

√
Qmc cosh (β (φc − φc+∞))

β
+

Qdc cosh2 (β (φc − φc+∞))

β
+ gcφc +

(−Qmc −Qdc

β
− gcφc+∞

)
.

(3.41)
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Simplificando a Eq. 3.41 esta pode ser representada da forma

∂

∂z
φc(z) =

=

√
Qmc [cosh (β (φc − φc+∞))− 1]

β
+

Qdc

[
cosh2 (β (φc − φc+∞))− 1

]

β
+ gc (φc − φc+∞),

(3.42)

e, portanto, a equação que representa o potencial elétrico na região do citoplasma é

∂

∂z
φc(z) =

√
2
Qmc sinh2

(
β
2

(φc − φc+∞)

β
+

Qdc sinh2 (β (φc − φc+∞))

β
+ gc (φc − φc+∞).

(3.43)

3.2.4 Solução da Equação de Poisson-Boltzmann na Região do Glicocálix (i = g)

Considerando que na superf́ıcie do glicocálix Seg o potencial é φSeg e

(
∂

∂z
φg(z)

)

z=−hg−h/2

= ~E|Seg , (3.44)

onde ~E|Seg é o campo elétrico na superf́ıcie entre o meio extracelular e a região do

glicocálix. A constante Wg é calculada através da Eq. 3.30

~E|2Seg
=

Qmg

β
cosh(0) +

Qdg

β
cosh2(0)− ggφSeg + Wg. (3.45)

Assim, a constante de integração Wi na região g é

Wg = ~E|2Seg
−

(
Qmg + Qdg

β

)
− ggφSeg . (3.46)

Substituindo a Eq. 3.46 na Eq. 3.31 encontramos a equação que representa o

potencial elétrico na região do glicocálix

∂

∂z
φg(z) =
√

Qmg cosh(β(φg−φSeg))
β

+
Qdg cosh2(β(φg−φSeg))

β
+ ggφg + E2

Seg
+

(−Qmg−Qdg

β

)
− ggφSeg .

(3.47)
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Simplificando, a Eq. 3.47 pode ser representada da forma

∂

∂z
φg(z) =

=

√
Qmg

[
cosh

(
β

(
φg − φSeg

))− 1
]

β
+

Qdg

[
cosh2

(
β

(
φg − φSeg

))− 1
]

β
+ gg

(
φg − φSeg

)
+ ~E|2Seg

,

(3.48)

e, portanto, a equação que representa o potencial elétrico na região do glicocálix é

∂

∂z
φg(z) =

√
2
Qmg sinh2

(
β
2

(
φg − φSeg

)

β
+

Qdg sinh2
(
β

(
φg − φSeg

))

β
+ gg

(
φg − φSeg

)
+ ~E|2Seg

.

(3.49)

3.2.5 Solução da Equação de Poisson-Boltzmann na bicamada (i = b)

Como mencionado anteriormente, devido ao fato de que a bicamada é altamente

hidrofóbica, ρb = 0 e assim, a Eq. 3.2 assume a forma

∇2φb(x, y, z) = 0, (3.50)

cuja a solução é uma famı́lia de funções lineares, de forma que o campo elétrico dentro da

bicamada Eb é dado por

Eb =

(
φSgb

− φSbc

)

h
. (3.51)

3.3 Cálculo dos Potenciais Superficiais

O cálculo dos potenciais superficiais exige o conhecimento das cargas superficiais e

foram calculados através da solução numérica das equações 3.68 e 3.71, cujo desenvolvi-

mento é demonstrado nesta seção.

As Equações de Maxwell são um grupo de quatro equações, assim chamadas em hom-

enagem a James Clerk Maxwell, que as propôs para descrever o comportamento dos cam-

pos elétrico e magnético em um meio. As quatro equações de Maxwell expressam, respec-

tivamente, como cargas elétricas produzem campos elétricos (Lei de Gauss); a ausência

experimental de cargas magnéticas; como corrente elétrica produz campo magnético (Lei

de Ampère); e como variações de campo magnético produzem campos elétricos (Lei da

indução de Faraday).

Em materiais lineares, o campo elétrico de deslocamento ou densidade superficial
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de campo elétrico ~D, é relacionado a ~E, a intensidade de campo elétrico, por:

~D = ε ~E, (3.52)

onde ε é a permissividade elétrica do meio.

A lei de Gauss é a lei que estabelece a relação entre o fluxo elétrico que passa através

de uma superf́ıcie fechada e a quantidade de carga elétrica que existe dentro do volume

limitado por esta superf́ıcie, e pode ser expressa por

∇ ~Eε = ρ. (3.53)

Considerando as equações 3.52 e 3.53, podemos determinar o deslocamento vetorial do

campo elétrico através da superf́ıcie do glicocálix, Seg, e das superf́ıcies externa (Sgb) e

interna (Sbc) da bicamada pelas expressões

εg
~Eg|Seg − εext

~Eext|Seg = 4πQSeg , (3.54)

εb
~Eb|Sgb

− εg
~Eg|Sgb

= 4πQSgb
, (3.55)

εc
~Ec|Sbc

− εb
~Eb|Sbc

= 4πQSbc
. (3.56)

Como
~E = −∇φi, (3.57)

da Eq. 3.54 temos que

εg
~Eg|Seg + εext∇φext|Seg = 4πQSeg , (3.58)

−Eg|Seg =
−4πQSeg + εext∇φext|Seg

εg

, (3.59)

ou seja, substituindo a Eq. 3.57 na Eq. 3.59 temos que

~Eg|Seg =
4πQSeg − εe∇φe|Seg

εg

. (3.60)

Das Eqs. 3.55 e 3.57 temos que

εb
~Eb|Sgb

+ εg∇φb|Sgb
= 4πQSgb

, (3.61)

então

εb
~Eb|Sgb

+ εg∇φg|Sgb
= 4πQSgb

. (3.62)

Assim,

~Eb|Sgb
=

4πQSgb
− εg∇φg|Sgb

εb

. (3.63)
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Das Eqs. 3.56 e 3.58 temos que

−εc∇φc|Sbc
− εb

~Eb|Sbc
= 4πQSbc

. (3.64)

Assim,

~Eb|Sbc
=
−4πQSbc

− εc∇φc|Sbc

εb

. (3.65)

Substituindo a Eq. 3.51 em 3.63 temos que

(
φSgb

− φSbc

)

h
=

4πQSgb
− εg∇φg|Sgb

εb

, (3.66)

e dessa forma

φSbc
= φSgb

− h

εb

(
4πQSgb

− εg∇φg|Sgb

)
. (3.67)

Substituindo a Eq. 3.49 em 3.67 temos que

φSbc
= φSgb

− h

εb

(
4πQSgb

+

−εg




√
2
Qmg sinh2

(
β
2

(
φg − φSeg

)

β
+

Qdg sinh2
(
β

(
φg − φSeg

))

β
+ gg

(
φg − φSeg

)
+ ~E|2Seg


 .

(3.68)

Substituindo a Eq. 3.51 em 3.65 temos que

(
φSgb

− φSbc

)

h
=
−4πQSbc

− εc∇φc|Sbc

εb

. (3.69)

Assim,

φSgb
= φSbc

− h

εb

(4πQSbc
+ εc∇φc|Sbc

) . (3.70)

Substituindo a Eq. 3.43 na Eq. 3.70 temos que

φSgb
= φSbc

− h

εb

(4πQSbc
+

+ εc




√
2
Qmc sinh2

(
β
2

(φc − φc+∞)

β
+

Qdc sinh2 (β (φc − φc+∞))

β
+ gc (φc − φc+∞)


 .

(3.71)

A densidade de carga em Seg, QSeg , foi calculada a partir de dados experimentais,

encontrados na literatura de medidas de mobilidade eletroforética de neuroblastomas e

neurônios de gânglio. Através de experimentos de eletroforese, obtemos a mobilidade

50



eletroforética µ, que é definida em função da velocidade ~U com que part́ıcula se movimenta

dentro do campo elétrico e do próprio campo ~E, como

µ =
~U

~E
, (3.72)

podendo ser escrita como:

µ =
εζ

4πν
, (3.73)

onde, ζ é o potencial zeta, ν e ε são a viscosidade e a permissividade do meio, respecti-

vamente. E esta é a equação de Helmholts-Smoluchowski. A diferença φSeg − φS−∞e é o

potencial zeta. O potencial φ−∞e foi considerado nulo em nosso modelo.
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4 SOLUÇÕES NUMÉRICAS

Consideramos a distribuição espacial de cargas na equação de Poisson e obtivemos

uma equação de Poisson-Boltzmann não-linear, cuja solução anaĺıtica ainda não foi en-

contrada. Assim, utilizamos métodos numéricos para solucionar as Equações 3.49 e 3.43,

nas regiões correspondentes ao glicocálix e ao citoplasma, respectivamente. O perfil do

potencial elétrico foi determinado utilizando o método de Runge-Kutta implementado em

linguagem C, com as condições de contorno φSeg , φSgb
, φSbc

, utilizados como valores limites

na integração.

Os valores dos potenciais superficiais φSgb
e φSbc

foram calculados através de um

método numérico para encontrar ráızes de funções, aplicado ao sistema de equações não-

lineares acopladas 3.68 e 3.71, o qual descrevemos ao longo deste caṕıtulo.

4.1 Solução de Equações Diferenciais Ordinárias - Método de Runge-Kutta

Esta seção é baseada na referência [70].

O método de Runge-Kutta é usado para obter soluções numéricas de equações difer-

enciais ordinárias. Este método propaga uma solução por um intervalo de tamanho h,

combinando a informação proveniente de vários passos do algoritmo de Euler. Assim, uti-

lizamos a informação obtida para fazer uma expansão em série de Taylor a fim de obter

um método de maior ordem, i.e., cujo erro dependa de uma potência maior do passo.

Dessa forma, o método de Runge-Kutta gera maior precisão para passos pequenos.

O método de Euler é representado pela expressão

yn+1 = yn + hf (xn, yn) (4.1)

para encontrar uma solução da EDO para yn+1 a partir de yn, onde xn = x0 + (n + 1)h,

n = 0, 1, 2... de forma iterativa. Esta expressão utiliza a informação da derivada no ińıcio

do intervalo para obter o valor da função no final do intervalo de tamanho h.

O método de Runge-Kutta se baseia no cálculo da iteração acima, utilizando-se

de pontos intermediários. Há vários algoritmos que derivam essa idéia básica. Um dos

métodos utilizados é o algoritmo de Runge-Kutta de quarta ordem, que foi utilizado neste



trabalho, e consiste das seguintes expressões, onde xn = x0 + (n + 1)h,

k1 = hf (xn, yn)

k2 = hf

(
xn +

h

2
, yn +

k1

2

)

k3 = hf

(
xn +

h

2
, yn +

k2

2

)

k4 = hf (xn + h, yn + k3)

yn+1 = yn +
k1

6
+

k2

3
+

k3

3
+

k4

6
+ O

(
h5

)
. (4.2)

O método é chamado de quarta ordem, pois o termo que representa o erro, O(h5), é

de ordem quatro mais um. Assim, um método é chamado de n-ésima ordem se o termo de

seu erro é O(hn+1). Este método pode ser aplicado para equações diferenciais ordinárias

de várias ordens, uma vez que, qualquer que seja a ordem de uma equação diferencial,

esta pode ser transformada em um sistema de equações de primeira ordem.

Utilizamos o método de Runge-Kutta de quarta ordem, mostrado nesta seção, para

solucionar numericamente as equações 3.49 e 3.43, nos mostrando o perfil de potencial

elétrico ao longo de membranas celulares de neurônio ganglionar e de células de neurob-

lastoma, cujos gráficos apresentaremos no caṕıtulo de Resultados.

4.2 Ráızes do Sistema de Equações Não-Lineares

Não há um método experimental para medir diretamente o valor dos potenciais

superficiais φSgb
e φSbc

. No entanto, podemos obter valores para estes potenciais a partir

das equações 3.68 e 3.71, que formam um sistema de equações não-lineares acopladas,

com as duas variáveis φSgb
e φSbc

(há valores experimentais para os outros parâmetros

das equações). Vários trabalhos [14, 22, 63, 44] indicam que os valores destes potenciais

em células reais, i. e., uma das ráızes do sistema formado pelas equações 3.68 e 3.71,

se encontram em uma região limitada do plano φSgb
× φSbc

. Isto significa que estamos

procurando uma das ráızes das equações 3.68 e 3.71, em uma região conhecida. Portanto,

utilizamos o seguinte método simples para encontrar esta raiz, na região esperada. Os

valores assim encontrados dos potenciais, φSgb
e φSbc

, são então usados como condições de

contorno para o método Runge-Kutta, que usamos para calcular o perfil do potencial da

membrana neuronal, que descrevemos na seção 4.1.

Podemos escrever o sistema de equações 3.68 e 3.71 da seguinte forma

φSgb
= G (φSbc

)

φSbc
= F

(
φSgb

)
. (4.3)
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Nosso método simples para encontrar as ráızes deste sistema consiste dos seguintes

passos. Escolhemos um valor inicial φSbcinic
, para φSbc

, no intervalo onde se sabe que se

encontrará o valor para deste potencial, e calculamos φ′Sgb
:= G

(
φSbcinic

)
. Em seguida,

calculamos φ′Sbc
:= F

(
φ′Sgb

)
. Se φ′Sbc

− φSbcinic
≤ 10−8 mV, consideramos que a solução

numérica para φSbc
foi encontrada. Caso contrário, escolhemos um novo valor para φSbcinic

na vizinhança do valor anterior e repetimos este procedimento.

Com o valor de φSbc
encontrado desta forma, usamos a equação 3.71 para obter

o valor de φSgb
correspondente. Calculamos assim os valores dos potenciais superficiais

φSgb
e φSbc

para o neurônio ganglionar e para as células de neuroblastoma, cujos valores

apresentaremos no caṕıtulo 6.
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5 RESULTADOS

A determinação do perfil de potencial envolve o cálculo dos potenciais superficiais e

isto requer o conhecimento da distribuição das cargas sobre as interfaces que compõem o

sistema. Entretanto, os valores exatos de certos parâmetros f́ısico-qúımı́cos da membrana

do neurônio não são conhecidos. É fácil obter na literatura informação sobre o potencial

transmembranar (φR, no estado de repouso, e φA, no estado de ação) de várias membranas

biológicas, bem como os valores do PA caracteŕıstico de várias membranas excitáveis [74,

41, 10, 21]. Mas não há informação dispońıvel quando se trata de valores de densidade de

carga sobre a superf́ıcie interna da bicamada (representada como QSbc
, em nosso modelo)

e a densidade espacial de cargas no citoplasma (representada como ρfc). Assim, usamos

nosso modelo para examinar o comportamento dos potenciais externo (φSgb
) e interno

(φSbc
) nas superf́ıcies da bicamada para diferentes valores das razões QSbc

/QSeg (QSeg é a

densidade superficial de carga na superf́ıcie entre o meio externo e o glicocálix) e ρfc/ρfg

(ρfg é a densidade espacial de carga fixa no glicocálix, como definimos na seção 4.2),

considerando dados numéricos oriundos de medidas de mobilidade eletroforética, para

φSeg , realizadas com as duas células, objetos desse estudo, e a equação de Helmholts-

Smoluchowski (3.73) para o cálculo do potencial na superf́ıcie da célula [63, 22], e levando

em conta os demais valores paramétricos apresentados nos Apêndices A e B.

5.1 O Potencial Superficial e as Cargas Elétricas da Bicamada

As Figuras 19(a) e 19(b) mostram como φSgb
e φSbc

variam em função da razão

QSbc
/QSeg durante o repouso na membrana do neurônio ganglionar e do neuroblastoma,

para ρfc = 20ρfg, e diferentes valores de QSgb
. Na Figura 19(a), QSgb

= 0. Na Figura

19(b), QSgb
= 1/385 e/Å2 para a célula do neuroblastoma e QSgb

= 1/1100 e/Å2 para

a membrana do neurônio ganglionar. Os valores usados para a densidade de carga na

superf́ıcie do glicocálix foram obtidos na literatura [22, 63], resultantes de medidas de

mobilidade eletroforética, sendo QSeg = −0.012 e/nm2, para a célula ganglionar e QSeg =

−0.02 e/nm2, para o neuroblastoma. Analisando estas figuras, podemos verificar que

o potencial sobre a superf́ıcie externa da bicamada, φSgb
, da célula de neuroblastoma se

mantem próximo de−20 mV e o potencial superf́ıcial interno, φSbc
, permanece em torno de

−205 mV quando QSbc
/QSeg aumenta de 1 a 50, tanto para QSgb

= 0 como para QSgb
6= 0.

Quanto ao neurônio ganglionar, o aumento da razão QSbc
/QSeg , no intervalo testado,

provoca uma queda gradual do potencial φSbc
, de aproximadamente 7 mV, enquanto φSgb

permanece praticamente constante, sendo φSgb
= −25 mV para QSgb

= 0 e φSgb
= −28

mV para QSgb
6= 0.

Nas Figuras 20(a) e 20(b) podemos avaliar a situação no estado de ação para os



dois tipos celulares. Esta figura mostra como φSgb
e φSbc

variam com o aumento da razão

QSbc
/QSeg para ρfc = 20ρfg e os mesmos valores de QSgb

mencionados acima. Na Figura

20(a), QSgb
= 0. Na Figura 20(b), QSgb

= 1/385 e/Å2 para a célula do neuroblastoma e

QSgb
= 1/1100 e/Å2 para a membrana do neurônio ganglionar.

Estas figuras mostram que, no estado de ação, φSgb
da célula de neuroblastoma se

mantem próximo de −20 mV, enquanto φSbc
varia de 44.34 mV até 43.92 mV, quando

QSbc
/QSeg aumenta de 1 a 50, tanto para QSgb

= 0 como para QSgb
6= 0. Quanto ao

neurônio ganglionar, para o aumento da razão QSbc
/QSeg , no intervalo testado, φSbc

varia

de 40.60 mV até 40.19 mV para QSgb
= 0, e de 40.35 mV até 40.01 mV QSgb

6= 0, e

o potencial φSgb
diminui aproximadamente 5 mV, quando QSgb

passa de 0 para 1/1100

e/Å2.

5.2 O Potencial Superficial e a Densidade Espacial de Carga Interna

As Figuras 21 e 22 apresentam a variação dos potenciais φSgb
e φSbc

com a razão

ρfc/ρfg para, respectivamente, o repouso e o estado de ação, considerando QSbc
= −5, 4×

10−2C/m2. Nas Figuras 21(a) e 22(a), QSgb
= 0. Nas Figuras 21(b) e 22(b), QSgb

= 1/1100

e/Å2, para o neurônio ganglionar, e QSgb
= 1/385 e/Å2, para o neuroblastoma . No

repouso (Figura 21), para este valor de QSbc
, φSbc

do neuroblastoma sofre uma pronunciada

queda, de −160 mV até aproximadamente −225 mV, quando ρfc/ρfg aumenta de 1 a 50

(por aumento da negatividade de ρfc), enquanto φSgb
permanece em torno de −20 mV.

No caso do neurônio ganglionar, φSbc
varia de −150 mV até aproximadamente −214 mV

e φSgb
permanece constante com aumento de ρfc/ρfg, e diminui de −25 mV para −28

mV, quando QSgb
passa de 0 para 1/1100 e/Å2. No estado de ação (Figura 22), φSbc

do

neuroblastoma sofre uma rápida queda, de 75 mV até aproximadamente 45 mV quando

ρfc/ρfg aumenta de 1 a 20, enquanto φSgb
permanece em torno de −20 mV. No caso do

neurônio ganglionar, φSbc
varia de 90 mV até aproximadamente 50 mV quando aumenta

de 1 a 30, estabilizando a partir dáı; e φSgb
permanece constante para todos valores de

ρfc/ρfg, dimunuindo de −25 mV para −28 mV, quando QSgb
passa de 0 para 1/1100 e/Å2.

A Figura 23 apresenta o comportamento dos mesmos potenciais durante o estado

de repouso, para duas diferentes combinações de densidade de carga superficial: (a)

QSbc
= 1/1325 e/Å2 e QSgb

= 0, para o neurônio ganglionar, e QSbc
= 1/9500 e/Å2 e

QSgb
= 0, para o neuroblastoma; (b) QSbc

= 1/1325 e/Å2 e QSgb
= 1/1100 e/Å2, para o

neurônio ganglionar, e QSbc
= 1/9500 e/Å2 e QSgb

= 1/385 e/Å2, para o neuroblastoma.

Já a Figura 24 mostra o comportamento dos mesmos potenciais durante o estado de ação,

para as mesmas condições adotadas na Figura 23. No repouso (Figura 23), verificamos

que o potencial φSbc
do neuroblastoma sofre uma pronunciada queda, de −146 mV até

aproximadamente −225 mV, quando ρfc/ρfg aumenta 50 vezes, enquanto φSgb
permanece
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Figura 19: Variação dos potenciais superficiais φSbc
e φSgb

em função da razão QSbc
/QSeg

durante o estado de repouso nas membranas do neurônio ganglionar e do neuroblastoma,
para duas situações. Para ambos os casos, ρfc = 20ρfg; QSeg = −0.012 e/nm2, φR =
−69mV (neurônio ganglionar); QSeg = −0.02 e/nm2, φR = −70mV (neuroblastoma).
Em (a) QSgb

= 0, e em (b) QSgb
= 1/385 e/Å2, para o neuroblastoma, e QSgb

= 1/1100

e/Å2, para o neurônio ganglionar.
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Figura 20: Variação dos potenciais superficiais φSbc
e φSgb

em função da razão QSbc
/QSeg

durante o estado de ação nas membranas do neurônio ganglionar e do neuroblastoma,
para duas situações. Para ambos os casos, ρfc = 20ρfg, φA = 40mV , QSeg = −0.012
e/nm2 (neurônio ganglionar), QSeg = −0.02 e/nm2 (neuroblastoma). Em (a) QSgb

= 0, e

em (b) QSgb
= 1/385 e/Å2, para o neuroblastoma, e QSgb

= 1/1100 e/Å2, para o neurônio
ganglionar.
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Figura 21: Variação dos potenciais superficiais φSbc
e φSgb

em função da razão ρfc/ρfg

durante o estado de repouso na membrana do neurônio ganglionar e do neuroblastoma,
para duas situações. Em ambas, QSbc

= −5, 4× 10−2C/m2; QSeg = −0.012 e/nm2, φR =
−69mV (neurônio ganglionar); QSeg = −0.02 e/nm2, φR = −70mV (neuroblastoma). Em
(a) QSgb

= 0; e em (b) QSgb
= 1/1100 e/Å2, para o neurônio ganglionar, e QSgb

= 1/385

e/Å2, para o neuroblastoma.
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Figura 22: Variação dos potenciais superficiais φSbc
e φSgb

em função da razão ρfc/ρfg

durante o estado de ação nas membranas do neurônio ganglionar e do neuroblastoma,
para duas situações. Em ambos os casos, QSbc

= −5, 4× 10−2C/m2, φA = 40mV , QSeg =
−0.012 e/nm2 (neurônio ganglionar), QSeg = −0.02 e/nm2 (neuroblastoma). Em (a)
QSgb

= 0; e em (b) QSgb
= 1/1100 e/Å2, para o neurônio ganglionar, e QSgb

= 1/385

e/Å2, para o neuroblastoma.
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em torno de −20 mV. Já φSbc
do neurônio ganglionar varia de −132 mV até aproximada-

mente −200 mV e φSgb
também permanece constante nesta célula com o aumento de

ρfc/ρfg, mas diminui de −25 mV para −29.35 mV com a mudança nos valores de QSgb

e QSbc
, como pode ser visto confrontando as Figuras 23(a) e 23(b). No estado de ação

(Figura 24), φSbc
do neurônio ganglionar sofre uma pequena queda inicial, isto é, para

os valores de ρfc/ρfg < 10, caindo progressivamente, então, tornando-se constante para

ρfc/ρfg > 30. O potencial φSgb
se mantém constante com a variação de ρfc/ρfg, mas

diminui, de −25 mV para −29.35mV, com a alteração nos valores de QSgb
e QSbc

(com-

parar as Figuras 24a e 24b). Quanto ao neurônio neuroblastomático, os dois potenciais

permanecem constantes para todos os valores de ρfc/ρfg, (φSbc
= 40 mV, e φSgb

= −20

mV) e não sofrem alteração em seus valores com a mudança das densidades de carga

superficial na bicamada QSgb
.

5.3 O Perfil de Potencial Elétrico

A Figura 25 apresenta os perfis do potencial elétrico através das membranas dos

dois tipos neuronais, para as condições f́ısico-qúımicas t́ıpicas do estado de repouso dessas

duas células, segundo dados colhidos na literatura (veja tabelas nos Apêndices A e B para

valores e referências). Os potenciais superficiais da membrana do neurônio ganglionar

calculados com o método descrito na Seção 5.2, com base nessas condições, foram: φSbc
=

−191.08 mV, φSgb
= −29.35 mV, e ρfc = 20ρfg. Esses potenciais foram usados como

valores limites no programa elaborado com base no método de Runge-Kutta, para o cálculo

dos potenciais ao longo do eixo z, utilizando as Equações 3.37, para o meio extracelular,

3.43, para o citoplasma, e 3.49, para o glicocálix. Para a célula de neuroblastoma usamos:

φSbc
= −204.97 mV, φSgb

= −20.71 mV e ρfc = 20ρfg. Essa figura mostra que para

z < −hg − h/2, o potencial para as duas células cai exponencialmente ao longo do eixo z

até alcançar os valores de φSeg = −19, 52 mV, no caso do neuroblastoma, e φSeg = −25.10

mV, no caso do neurônio ganglionar, na superf́ıcie do glicocálix. Este valor de φSeg foi

calculado, usando-se os resultados de medidas de mobilidade eletroforéticas, realizadas

por Dolgaya e Mironov, para os neurônios ganglionares [63] e para o neuroblastoma [22].

Na Figura 26 podemos avaliar os perfis do potencial para as condições f́ısico-qúımicas

t́ıpicas do estado de ação das duas células, segundo dados colhidos na literatura. Os

potenciais superficiais da membrana do neurônio ganglionar foram: φSbc
= 40.54 mV,

φSgb
= −29.35 mV e ρfc = 20ρfg. Para a célula de neuroblastoma, consideramos: φSbc

=

40.01 mV, φSgb
= −20.71 mV e ρfc = 20ρfg.
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Figura 23: Variação dos potenciais superficiais φSbc
e φSgb

em função da razão ρfc/ρfg

durante o estado de repouso na membrana para duas situações distintas. Para ambos os
casos, QSeg = −0.012 e/nm2, QSbc

= 1/1325 e/Å2, φR = −69mV (neurônio ganglionar);
QSeg = −0.02 e/nm2, QSbc

= 1/9500 e/Å2, φR = −70mV (neuroblastoma). Em (a)
QSgb

= 0; em (b) neurônio ganglionar, QSgb
= 1/1100 e/Å2, e neuroblastoma, QSgb

=

1/385 e/Å2.

62



Figura 24: Variação dos potenciais superficiais φSbc
e φSgb

em função da razão ρfc/ρfg

durante o estado de ação na membrana para duas situações distintas. Em ambos os casos,
φA = 40mV ; QSbc

= 1/1325 e/Å2, QSeg = −0.012 e/nm2 (neurônio ganglionar); e QSbc
=

1/9500 e/Å2, QSeg = −0.02 e/nm2 (neuroblastoma). Em (a) QSgb
= 0; em (b) QSgb

=

1/1100 e/Å2, para o neurônio ganglionar, QSgb
= 1/385 e/Å2, para o neuroblastoma.
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Figura 25: Perfil de potencial através da membrana do neurônio ganglionar (para φSbc
=

−191.08 mV, φSgb
= −29.35 mV, φSeg = −25.10 mV, QSbc

= 1/1325 e/Å2, QSgb
= 1/1100

e/Å2 e ρfc = 20ρfg) e da célula do neuroblastoma (φSbc
= −204.97 mV, φSgb

= −20.71

mV, φSeg = −19, 52 mV, QSbc
= 1/9500 e/Å2, QSgb

= 1/385 e/Å2 e ρfc = 20ρfg) no
repouso. Valores dos demais parâmetros são dados nas tabelas dos Apêndices A e B.
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Figura 26: Perfil de potencial através da membrana do neurônio ganglionar (para φSbc
=

40.54 mV, φSgb
= −29.35 mV, φSeg = −25.10 mV, QSbc

= 1/1325 e/Å2, QSgb
= 1/1100

e/Å2 e ρfc = 20ρfg) e da célula do neuroblastoma (φSbc
= 40.01 mV, φSgb

= −20.71 mV,

φSeg = −19, 52 mV, QSbc
= 1/9500 e/Å2, QSgb

= 1/385 e/Å2 e ρfc = 20ρfg) no PA.
Valores dos demais parâmetros são dados nas tabelas dos Apêndices A e B.
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6 DISCUSSÃO

Nas equações do potencial obtidas pela solução da equação de Poisson-Boltzmann

(Eqs. 3.37, 3.43, 3.49) aplicamos valores paramétricos conhecidos caracteŕısticos da mem-

brana de neurônio, e utilizamos, na superf́ıcie do glicocálix, valores de potencial e densi-

dade de carga calculados com base na equação de Helmholts-Smoluchowski (3.73). Con-

sideramos duas diferentes condições eletroqúımicas correspondentes aos dois estados fi-

siológicos caracteŕısticos do neurônio: o estado de repouso e estado de PA. Este último

estado refere-se às condições f́ısico-qúımicas do exato momento em que o PA atinge o

seu valor máximo. Configurando os parâmetros do modelo para simular as membranas

de neurônios do gânglio espinhal e de células de neuroblastomas de rato. Dessa forma,

pudemos estudar a influência dos parâmetros elétricos interfaciais sobre os dois estados,

analisando as diferenças entre o neurônio ganglionar sadio e uma célula de um neuroblas-

toma.

6.1 Efeito das Cargas Elétricas sobre os Potenciais Superficiais da Bicamada

Inicialmente, verificamos o comportamento dos potenciais superf́ıciais φSgb
e φSbc

com

a variação da densidade de carga distribúıdas na superf́ıcie da bicamada, QSgb
, traçando

gráficos para estes potenciais em função da razão QSbc
/QSeg . Para isto, mantivemos fixo

o valor da densidade espacial de cargas fixas às protéınas citoplasmáticas, ρfc = 20ρfg

(Tabelas dos Apêndices A e B). Investigamos o comportamento dos gráficos, para dois

valores de QSgb
.

Nos estados de repouso e de ação, os potenciais superficiais da bicamada da célula

de neuroblastoma (neurônio anormal ou patológico) não sofreram alterações mensuráveis

quando QSbc
torna-se 50 vezes mais negativa, tanto para QSgb

= 0 (Figuras 19(a) e 20(a))

como para o valor de QSgb
6= 0 (Figuras 19(b) e 20(b)). Porém, no estado de repouso,

uma gradual queda no potencial superficial na face interna (φSbc
) do neurônio ganglionar

(neurônio normal ou sadio) pode ser observada com este ńıvel de variação de carga. Nos

estados de repouso e de ação, o potencial superficial da face externa do neurônio ganglionar

(φSgb
) torna-se mais negativo quando QSgb

6= 0 (Figuras 19(b) e 20(b)).

Esses resultados mostram que, segundo nosso modelo, mantendo-se constante a

carga espacialmente distribúıda no glicocálix e nas protéınas citoplasmáticas, os potenciais

nas duas superf́ıcies da bicamada (φSgb
e φSbc

) do neurônio anormal, durante o repouso

e o estado de ação, não apresentam sensibilidade detectável ao aumento da negatividade

da carga nas superf́ıcies da bicamada, não sendo isto verdade para o neurônio sadio.

Em ambos os experimentos representados nas Figuras 21 e 22, repouso (Figura 21)



e estado de PA (Figura 22), mantendo-se QSbc
constante (QSbc

= −5, 4× 10−2C/m2), os

potenciais na superf́ıcie externa da bicamada dos dois neurônios não sofreram variação

senśıvel com o aumento da negatividade da carga fixa distribúıda espacialmente no cito-

plasma (ρfc). Já o valor do potencial na superf́ıcie interna sofreu uma queda gradativa

nos dois tipos celulares; porém, no estado de PA, esta queda foi muito pronunciada no

primeiro terço da variação de (ρfc/ρfg).

Comparando as Figuras 21(a) e 21(b), verificamos que, para o caso em que a carga

QSgb
6= 0, o potencial na superf́ıcie externa da bicamada do neurônio ganglionar é mais

negativo que para QSgb
= 0; não se observando variações nos potenciais superficiais da

célula de neuroblastoma, com a variação desta carga supeficial.

Quando consideramos QSgb
= 1/1100 e/Å2, o potencial na superf́ıcie externa da

bicamada do neurônio ganglionar varia de aproximadamente 4 mV, em relação ao mesmo

potencial calculado para QSgb
= 0, para todas as combinações de densidade volumétrica

de carga testadas.

Quando consideramos diferentes valores QSbc
para as duas células (Figura 23),

QSbc
= 1/9500 e/Å2, para o neuroblastoma e QSbc

= 1/1325 e/Å2, para o neurônio

ganglionar, não encontramos diferença importante na forma dos gráficos do estado de

repouso em relação aos gráficos da Figura 21. Tais valores são mais próximos dos val-

ores reais dessas células, tendo sido obtidos na literatura. Entretanto, no estado de PA

(Figura 24), os gráficos referentes à variação de φSbc
mudaram sensivelmente em relação

àqueles mostrados na Figura 22. No caso do neuroblastoma, φSbc
se manteve constante

com o aumento da densidade de carga espacial ρfc, assumindo o valor caracteŕıstico do

PA, potencial medido na região bulk do citoplasma. Para o neurônio ganglionar, o po-

tencial sofreu uma pequena queda no primeiro terço da variação de ρfc, para também se

aproximar do valor do PA, mantendo-se constante a partir dáı.

Os resultados do mesmo tipo de estudo feito no axônio da lula [14] mostram as

mesmas tendências para esses potenciais com a variação das mesmas cargas, independe

das diferenças nos valores das cargas superficiais do glicocálix, e de outros parâmetros.

6.2 Perfil de Potencial Elétrico através da Membrana

Os potenciais superficiais calculados com base nas condições f́ısico-qúımicas t́ıpicas

dos estados de repouso e PA para neurônios ganglionares e neurônios alterados patologi-

camente, encontrados na literatura (Tabelas dos Apêndices A e B), foram usados como

condições de contorno, no programa elaborado com base no método de Runge-Kutta, para

o cálculo dos potenciais ao longo do eixo z, utilizando as Equações 3.37, 3.43 e 3.49.

Comparando os dois gráficos apresentados na Figura 25, referentes aos perfis do

potencial elétrico através das membranas dos dois tipos neuronais, podemos verificar
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que a queda gradual do potencial ao longo de z até a superf́ıcie do glicocálix (região

−∞ < z < −hg−h/2) é mais pronunciada para o neurônio ganglionar do que para a célula

neuroblástica, sendo semelhantes as formas das duas curvas. Através do glicocálix (região

−hg − h/2 < z < −h/2) pode-se perceber que a queda continua para os dois neurônios,

sendo mais pronunciada para o neurônio normal. O potencial da célula cancerosa sofre

uma queda extremamente pequena, quase despreźıvel. Esta diferença no campo elétrico

extracelular expressa uma importante diferença no comportamento eletroforético das duas

células, sendo isto demonstrado experimentalmente por Mironov e Dolgaya [63, 22]. Estes

autores sugeriram que os neuroblastomas fossem semelhantes aos eritrócitos com respeito

às cargas externas, enquanto os neurônios ganglionares espinhais deviam diferir forte-

mente dessas células. Assim, a natureza molecular da carga sobre a superf́ıcie externa da

membrana do neuroblastoma seria similar a dos eritrócitos, podendo ser constitúıda de

aproximadamente 40% de protéınas periféricas e 60% devido aos gangliośıdios.

De acordo com o nosso modelo, cujos valores das cargas externas (ρfg e φSgb
) foram

obtidos do trabalho mencionado acima [22, 63], a queda de potencial através do glicocálix

sofrida pelo neuroblastoma foi 0,9 vezes a queda observada no neurônio ganglionar. De

fato, já foi demonstrado que a queda do potencial nessa região, calculada para o eritrócito

é menor que a calculada para o neurônio [14, 19, 43].

Do ponto de vista fisiológico, essa diferença entre o neuroblastoma e o neurônio

ganglionar espinhal, com relação ao potencial dentro do glicocálix, deve representar uma

importante alteração na função de transporte, ente outras, da membrana, pois o campo

externo é responsável pela orientação das part́ıculas carregadas na sua aproximação da

membrana, e o potencial na superf́ıcie externa da bicamada é determinante para vários

processos celulares, inclusive o ińıcio do processo que leva ao potencial de ação, que

depende da abertura de canais espećıficos para Na+.

Ainda no repouso (Figura 25), o comportamento do potencial do neurônio ganglionar

no glicocálix é similar ao que foi demonstrado para o axônio de lula [14]. Em ambos,

o potencial decresce através de z. O potencial cai linearmente através da bicamada

(−h/2 < z < h/2). Em z = h/2, o potencial atinge um valor bem mais baixo que o

potencial na região bulk citoplasmática, para os dois tipos celulares. Esta queda linear é

naturalmente esperada, devido à inexistência de cargas nessa região, que é hidrofóbica,

tendo sido ligeiramente mais pronunciada para a célula cancerosa. O potencial altamente

negativo na superf́ıcie interna da bicamada liṕıdica é uma caracteŕıstica do perfil do

potencial de repouso, talvez, de todos os tipos celulares.

Quanto ao perfil de potencial intracelular, este aumenta exponencialmente desde

a superf́ıcie da bicamada até a região bulk citoplasmática, onde o potencial é aquele

que pode ser aferido por experimentos comuns de medida de potencial transmembranar.

Consideramos um único valor para este potencial para os dois tipos celulares, por falta de
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informação experimental que nos oferecesse o valor referente a células de neuroblastoma.

Sabemos que a tendência de aumento do potencial pelo afastamento da bicamada

na região citoplasmática é antagonizada pelas cargas negativas distribúıdas espacialmente

nesta região, devido às cargas fixas nas protéınas, cujo valor liquido é predominantemente

negativo [14, 38]. Entretanto, no modelo de neurônio utilizado aqui, a contribuição dada

por essas cargas para o perfil de potencial interno foi bem pequena, quando comparada

com o efeito das cargas fixas na face interna da bicamada, dada a inclinação da curva

do potencial nessa região, já que o valor de φSbc
calculado foi muito mais baixo do que o

adotado para a fase bulk.

No PA (Figura 26), o potencial aumenta linearmente dentro da bicamada liṕıdica até

atingir um valor próximo ao do PA, que é o potencial transmembranar medido através

da membrana com eletrodos especiais neste estado. De acordo com o nosso modelo, o

aumento do potencial transmembranar durante o curso do PA (isto é, durante a passagem

repouso para o estado de PA) é muito próximo ao sofrido pelo potencial superficial interno,

tanto para o neurônio ganglionar como para a célula de neuroblastoma.
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7 CONCLUSÕES E TRABALHOS FUTUROS

De acordo com o modelo adotado aqui, para a simulação das membranas do neurônio

ganglionar e da célula do neuroblastoma, nossos resultados sugerem:

1. a existência de uma relação linear entre os potenciais superficiais da bicamada (φSgb

e φSbc
) e a densidade de carga na superf́ıcie interna da bicamada (QSbc

), tanto para

o neurônio ganglionar (neurônio normal) quanto para a célula de neuroblastoma

(neurônio anormal), no repouso;

2. mantendo-se constante a carga espacialmente distribúıda no glicocálix e nas protéınas

citoplasmáticas, os potenciais nas duas superf́ıcies da bicamada (φSgb
e φSbc

) do

neurônio anormal, durante o repouso, não apresentam sensibilidade detectável ao

aumento da negatividade da carga nas superf́ıcies da bicamada;

3. mantendo-se a carga distribúıda superficialmente na bicamada constante, os poten-

ciais na superf́ıcie externa da bicamada dos dois tipos de neurônios não sofreram

variação senśıvel com o aumento da negatividade da carga fixa distribúıda espacial-

mente no citoplasma no repouso, mas o potencial na superf́ıcie interna sofreu uma

queda gradativa nos dois tipos celulares. No estado de PA, esta queda foi muito

pronunciada no primeiro terço da variação de ρfc/ρfg.

4. através do glicocálix (região −hg − h/2 < z < −h/2), a queda de potencial sofrida

pelo neuroblastoma foi 0,9 vezes a queda observada no neurônio ganglionar;

5. o aumento da negatividade da carga superficial na superf́ıcie interna da bicamada

causa uma importante mudança no perfil de potencial dentro da bicamada;

6. através do glicocálix o comportamento do perfil do potencial é diferente para os dois

neurônios;

7. no modelo de neurônio utilizado aqui, a contribuição dada pelas cargas distribúıdas

espacialmente no citoplasma para o perfil de potencial interno foi bem pequena,

quando comparada com o efeito das cargas fixas na face interna da bicamada, já

que o valor de φSbc
calculado foi muito mais baixo do que o adotado para a fase bulk;

8. o aumento do potencial transmembranar durante o curso do PA (isto é, durante

a passagem repouso para o estado de PA) é muito próximo ao sofrido pelo poten-

cial superficial interno, tanto para o neurônio ganglionar como para a célula de

neuroblastoma.



Evidentemente, maiores variações nos potenciais superficiais poderiam ter sido en-

contradas, se dispuséssemos de informações mais detalhadas e precisas referentes ao neu-

roblastoma, como por exemplo, a constituição fosfoliṕıdica da sua membrana (que deve

ser diferente daquela do neurônio normal), o valor do potencial de ação caracteŕıstico

desta célula, bem como dados sobre a densidade de protéınas e o pH citoplasmáticos.

Desta forma, podeŕıamos calcular valores mais adequados para as cargas superficiais da

bicamada e a densidade volumétrica de carga interna e aproximar um pouco mais o com-

portamento do nosso modelo da realidade da membrana desse neurônio. Mas acreditamos

que este trabalho seja um indicador apontando para as tendências de cada parâmetro es-

tudado, sugerindo a importância destas nas mudanças observadas na célula tumoral em

relação à célula sadia.

Temos como perspectiva futura dar continuidade a esta pesquisa, utilizando os pro-

gramas elaborados como base para um modelo ampliado, pela inclusão de cálculos de po-

tenciais transmembranares para diferentes valores de forças iônicas, aperfeiçoando, dessa

forma, o estudo do estado de PA, e pela inclusão de dados que não conseguimos obter

na literatura para a presente pesquisa. Em função desse aperfeiçoamento do modelo,

poderemos nos direcionar para outros tipos de análise, mais ousadas, e tentar discu-

tir sobre conseqüências fisiológicas; relacionando-as a alterações de valores numéricos de

parâmetros, algo que não podemos propor com o atual modelo.
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APÊNDICE A - Valores dos parâmetros utilizados nos cálculos para o neurônio gan-

glionar

Parâmetro Śımbolo Valor Ref

Constante dielétrica da membrana εf 2 [14]
Constante dielétrica “bulk” εi 81 [14]
Espessura do glicocálix hg 10 nm [14]
Espessura da bicamada h 7.5 nm [12]
Concentração extracelular de ı́ons univalentes η1,1 0.154 M [63]
Concentração extracelular de ı́ons divalentes η2,1 0.002 M [63]
Concentração intracelular de ı́ons univalentes η1,2 0.154 M [11]
Concentração intracelular de ı́ons divalentes η2,2 0.0004 M [11]
Densidade de cargas fixas na região eletroĺıtica ρe 0 [14]
Densidade de cargas fixas no glicocálix ρfg −0.12 e/nm3 [63]
Densidade de cargas na superf́ıcie do glicocálix QSeg −0.012 e/nm2 [63]
Densidade de cargas na superf́ıcie QSgb

0 [14]
externa da bicamada 1/1100 e/Å2 [63]
Densidade de cargas na superf́ıcie QSbc

−5.4× 10−2 C/m2 [73]
interna da bicamada 1/1325 e/Å2 [63]
Potencial em −∞ na fase eletroĺıtica φ−∞e 0 [67]
Potencial transmembranar no repouso φR −69 mV [63]
Potencial transmembranar no estado de ação φA 40 mV [38]
Mobilidade eletroforética µ −1.8 µ.cm/V.s [63]
Temperatura T 310 K [39]
Constante de Boltzmann K 1.38× 10−23 J/K [39]
Carga do elétron e −1.60× 10−19 C [39]
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APÊNDICE B - Valores dos parâmetros utilizados nos cálculos para o neuroblastoma

Parâmetro Śımbolo Valor Ref

Constante dielétrica da membrana εf 2 [14]
Constante dielétrica “bulk” εi 81 [14]
Espessura do glicocálix hg 10 nm [14]
Espessura da bicamada h 7.5 nm [12]
Concentração extracelular de ı́ons univalentes η1,1 0.154 M [64, 11]
Concentração extracelular de ı́ons divalentes η2,1 0.002 M [64, 11]
Concentração intracelular de ı́ons univalentes η1,2 0.154 M [11]
Concentração intracelular de ı́ons divalentes η2,2 0.0004 M [11]
Densidade de cargas fixas na região eletroĺıtica ρe 0 [14]
Densidade de cargas fixas no glicocálix ρfg −0.2 e/nm3 [22]
Densidade de cargas na superf́ıcie do glicocálix QSeg −0.02 e/nm2 [22]
Densidade de cargas na superf́ıcie QSgb

0 [14]
externa da bicamada 1/385 e/Å2 [22]
Densidade de cargas na superf́ıcie QSbc

−5.4× 10−2 C/m2 [73]
interna da bicamada 1/9500 e/Å2 [22]
Potencial em −∞ na fase eletroĺıtica φ−∞e 0 [67]
Potencial transmembranar no repouso φR −70 mV [22]
Potencial transmembranar no estado de ação φA 40 mV [38]
Mobilidade eletroforética µ −1.4 µ.cm/V.s [22]
Temperatura T 310 K [39]
Constante de Boltzmann K 1.38× 10−23 J/K [39]
Carga do elétron e −1.60× 10−19 C [39]
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APÊNDICE C - Código Fonte em C

/* Libraries */
#include<stdio.h>
#include<math.h>

/* Functions declaration */
void input_data_from_file();
void print_initial_parameters();
void z_limits();
double qm(int i);
double qd(int i);
double g(int i);
double Es(int i);
double Eb(int i);
double potential_s(int i);
double fis(int i);
double Fiseg_Fisbc();
double rk4(int i);
/***************************************************************************/
/* Variables declaration related to the parameters used for calculations */
double epsilonf,epsilon1,epsilon2;
double hg,hb;
double pi,e,k,t,beta;
double eta1s1,eta2s1,eta1s2,eta2s2;
double ro_fgb,ro_fbc,ro_feg,Qsgb,Qsbc,Qseg;
double fi_infinito_e,fi_c_infinito,test_fisbc;
double fisgb,fiseg,fisbc,fisbc_new;
double z,z_infinito_e,z_c_infinito,z_sgb,z_sbc,z_seg,z_end_phase_eg,
z_end_phase_bc,z_end_phase_gb;
double h;
/***************************************************************************/
/* Input values of parameters used for calculations. */
void input_data_from_file()
{

FILE *fp;
fp = fopen("parameters_ganglion_v1.dat", "r");
fscanf(fp, "%*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s\

%*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s\
%*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s \
%*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s %*s%lf%*s\
%*s%lf%*s %*s%lf%*s",
&epsilonf, &epsilon1, &epsilon2, &hg, &hb, &eta1s1, &eta2s1,
&eta1s2, &eta2s2, &ro_feg, &ro_fbc, &ro_feg, &Qsgb, &Qseg, &Qsbc,
&fi_infinito_e, &fi_c_infinito, &test_fisbc, &t, &h, &k, &pi,
&e, &z_infinito_e, &z_c_infinito);

fclose(fp);
print_initial_parameters();



} /* end input_data_from_file() */
/*****************************************************************************/

/* Print values of parameters used for calculations */
void print_initial_parameters()
{

printf("\n\
membrane_dielectric_constant: %g\n\
bulk_dielectric_constant_1: %g\n\
bulk_dielectric_constant_2: %g\n\
glycocalyx_thickness: %g\n\
bilayer_thickness: %g\n\
extracellular_conc_of__univalent_ions_1_1: %g\n\
extracellular_conc_of_divalent_ions_2_1: %g\n\
intracellular_conc_of_univalent_ions_1_2: %g\n\
intracellular_conc_of_divalent_ions_2_2: %g\n\
charge_density_of_electrolytic_region: %g\n\
charge_density_of_cytoplasma: %g\n\
charge_density_of_glycocalyx: %g\n\
charge_density_on_the_outer_bilayer_surface: %g\n\
charge_density_on_the_glycocalyx_surface: %g\n\
charge_density_on_the_inner_bilayer_surface: %g\n\
electrolytic_phase_potential_at_infinity: %g\n\
resting_transmembrane_potential: %g\n\
initial_test_value_of_fis2: %20.18lf\n\
temperature: %g\n\
step_h: %g\n\
boltzmann_constant: %g\n\
pi: %g\n\
electron_charge: %g\n\
z_inital_value_electrolytic_phase: %g\n\
z_end_value_cytoplasmatic_phase: %g\n\n\n",
epsilonf, epsilon1, epsilon2, hg, hb, eta1s1, eta2s1,
eta1s2, eta2s2, ro_fgb, ro_fbc, ro_feg, Qsgb, Qseg, Qsbc, fi_infinito_e,
fi_c_infinito, test_fisbc, t, h, k, pi, e, z_infinito_e, z_c_infinito);

} /* end print_initial_parameters() */
/*****************************************************************************/

/* Calculation of constants and "z" limits */
void z_limits()
{

beta=e/(k*t);
z_sgb=-hb/2; /* Limit value of z in glycocalyx phase */
z_seg=-(hb/2)-hg; /* Limit value of z in electrolytic phase */
z_sbc=hb/2; /* Initial value of z in cytoplasmatic phase */
z_end_phase_eg=(z_seg-z_infinito_e)/h; /* z_limit in electrolytic phase */
z_end_phase_bc=(z_c_infinito-z_sbc)/h; /* z_imit in cytoplasmatic phase */
z_end_phase_gb=(z_sgb-z_seg)/h; /* z_limit in glycocalyx phase */

} /* end z_limits() */
/*****************************************************************************/
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/* Qm(i) term */
double qm(int i)
{

double qm_value;

switch (i)
{

case 1:
qm_value=(8*pi*e*eta1s1)/(epsilon1);
return qm_value;
break;

case 2:
qm_value=(8*pi*e*eta1s2)/(epsilon2);
return qm_value;
break;

case 3:
qm_value=(8*pi*e*eta1s1)/(epsilon1);
return qm_value;
break;

}

} /* end qm(int i) */
/*****************************************************************************/

/* Qd(i) term */
double qd(int i)
{

double qd_value;

switch (i)
{

case 1:
qd_value=(16*pi*e*eta2s1)/(epsilon1);
return qd_value;
break;

case 2:
qd_value=(16*pi*e*eta2s2)/(epsilon2);
return qd_value;
break;

case 3:
qd_value=(16*pi*e*eta2s1)/(epsilon1);
return qd_value;
break;

}
} /* end qd(int i) */
/*****************************************************************************/
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/* g(i) term */
double g(int i)
{

double g_value;

switch (i)
{

case 1:
g_value=-(4*pi*ro_feg)/epsilon1;
return g_value;
break;

case 2:
g_value=-(4*pi*ro_fbc)/epsilon2;
return g_value;
break;

case 3:
g_value=-(4*pi*ro_fgb)/epsilon1;
return g_value;
break;

}
} /* end g(int i) */
/*****************************************************************************/

/* Calculation of the electric fields on the surfaces */
double Es(int i)
{

double Es_value;

switch (i)
{

case 1:
Es_value=0;
break;

case 2:
Es_value=0;
break;

case 3:
Es_value=(-4*pi*Qseg+(epsilon1*potential_s(1)))/epsilon1;
return Es_value;
break;

}
} /* end Es(int i) */

double Eb(int i)
{

double Eb_value;
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switch (i)
{

case 1:
Eb_value=(4*pi*Qsgb-epsilon1*potential_s(3))/epsilonf;
return Eb_value;
break;

case 2:
Eb_value=(-4*pi*Qsbc-epsilon2*potential_s(2))/epsilonf;
return Eb_value;
break;

case 0:
Eb_value=(fisgb-fisbc)/hb;
return Eb_value;
break;

}

} /* end Eb(int i) */
/*****************************************************************************/

/* Calculation of the potential on the surfaces. */
double potential_s(int i)
{

double surface_potential;

switch (i)
{

case 1:
surface_potential= (sqrt(4*((1/2)*((2*qm(1)/beta)/\
(qd(1)/beta))+1)*((qd(1)/beta)*beta))/beta)*((1/2)*\
((2*qm(1)/beta)/(qd(1)/beta))+cosh(beta*fiseg)+1)*\
tanh(beta*fiseg)/((1/2)*((2*qm(1)/beta)/(qd(1)/beta))+1);
return surface_potential;
break;

case 2:
surface_potential= sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*\
(fisbc-fi_c_infinito))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*(fisbc-fi_c_infinito))),2))/beta)\
+ g(i)*(fisbc-fi_c_infinito));
return surface_potential;
break;

case 3:
surface_potential= sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*\
(fisgb-fiseg))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*(fisgb-fiseg))),2))/beta)\
+ g(i)*(fisgb-fiseg) + pow(Es(i),2));
return surface_potential;
break;

}

} /* end potential_s(int i) */
/*****************************************************************************/
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/* Calculation of fis1 and fis2. */
double fis(int i)
{

double fi_sgb,fi_sbc;

switch (i)
{

case 1:
fi_sgb=fisbc-(hb/epsilonf)*(4*pi*Qsbc+epsilon2*potential_s(2));
return fi_sgb;
break;

case 2:
return fi_sbc;
break;

}

} /* end fis(int i, int j) */
/*****************************************************************************/

/* Another way of calculating fisgb and fisbc. */
double fis_test(int i)
{

double fi_sgb_test,fi_sbc_test;

switch (i)
{

case 1:
return fi_sgb_test;
break;

case 2:
fi_sbc_test=fisgb-(hb/epsilonf)*(4*pi*Qsgb-epsilon1*\
(-potential_s(3)));
return fi_sbc_test;
break;

}

} /* end fis_test(int i) */
/*****************************************************************************/

/* Calculation of the potential profile (Runge-Kutta Method - Fourth Order). */
double rk4(int i)
{
int j;
double k1,k2,k3,k4;

FILE *fp;

fp = fopen("ganglion_profile.dat", "a");
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switch (i)
{
case 1:

z=z_seg;
z_end_phase_eg=(z_seg-z_infinito_e)/h;
for(j=0;j<=z_end_phase_eg;j++)
{

k1=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*\
(fiseg-fi_infinito_e))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*(fiseg-fi_infinito_e))),2))/\
beta)+ g(i)*(fiseg-fi_infinito_e)));
k2=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fiseg+(h/2)*\
k1)-fi_infinito_e))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fiseg+(h/2)*k1)-\
fi_infinito_e))),2))/beta)\
+ g(i)*((fiseg+(h/2)*k1)-fi_infinito_e)));
k3=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fiseg+(h/2)*k2)-\
fi_infinito_e))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fiseg+(h/2)*k2)-\
fi_infinito_e))),2))/beta)\
+ g(i)*((fiseg+(h/2)*k2)-fi_infinito_e)));
k4=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fiseg+h*k3)-\
fi_infinito_e))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fiseg+h*k3)-\
fi_infinito_e))),2))/beta)\
+ g(i)*((fiseg+h*k3)-fi_infinito_e)));

fiseg=fiseg+(k1/6)+(k2/3)+(k3/3)+(k4/6);

fprintf(fp, "\n%g\t%g",z,fiseg);

z=z-h;
}
break;

case 2:
z_sbc=hb/2;
z_end_phase_bc=(z_c_infinito-z_sbc)/h;
z=z_sbc;
fisbc=-2.4016614847E-4;
for(j=0;j<=z_end_phase_bc;j++)
{

k1=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*\
(fisbc-fi_c_infinito))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*(fisbc-fi_c_infinito))),2))/beta)\
+ g(i)*(fisbc-fi_c_infinito)));
k2=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fisbc+(h/2)*k1)-\
fi_c_infinito))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fisbc+(h/2)*k1)-\
fi_c_infinito))),2))/beta)\
+ g(i)*((fisbc+(h/2)*k1)-fi_c_infinito)));
k3=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fisbc+(h/2)*k2)-\
fi_c_infinito))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fisbc+(h/2)*k2)-\
fi_c_infinito))),2))/beta)\
+ g(i)*((fisbc+(h/2)*k2)-fi_c_infinito)));
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k4=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fisbc+h*k3)-\
fi_c_infinito))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fisbc+h*k3)-\
fi_c_infinito))),2))/beta)\
+ g(i)*((fisbc+h*k3)-fi_c_infinito)));

fisbc=fisbc+(k1/6)+(k2/3)+(k3/3)+(k4/6);

fprintf(fp, "\n%g\t%g",z,fisbc);

z=z+h;
}
break;

case 3:
z=z_sgb;
z_end_phase_gb=(z_sgb-z_seg)/h;
fisgb=-3.335640951E-5;
for(j=0;j<=z_end_phase_gb;j++)
{

k1=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*(fisgb-fiseg))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*(fisgb-fiseg))),2))/beta)\
+ g(i)*(fisgb-fiseg) + pow(Es(i),2)));
k2=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fisgb+(h/2)*k1)-\
fiseg))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fisgb+(h/2)*\
k1)-fiseg))),2))/beta)\
+ g(i)*((fisgb+(h/2)*k1)-fiseg) + pow(Es(i),2)));
k3=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fisgb+(h/2)*k2)-\
fiseg))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fisgb+(h/2)*k2)-fiseg))),2))/\
beta)+ g(i)*((fisgb+(h/2)*k2)-fiseg) + pow(Es(i),2)));
k4=h*(sqrt(((2*qm(i) * pow((sinh((beta/2)*((fisgb+h*k3)-\
fiseg))),2))\
/beta) + ((qd(i) * pow((sinh(beta*((fisgb+h*k3)-fiseg))),2))/\
beta)+ g(i)*((fisgb+h*k3)-fiseg) + pow(Es(i),2)));

fisgb=fisgb+(k1/6)+(k2/3)+(k3/3)+(k4/6);

fprintf(fp, "\n%g\t%g",z,fisgb);

z=z-h;
}
break;

}

fclose(fp);

} /* end rk4(int i) */
/*****************************************************************************/
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/* Comparing and finding fis1 and fis2. */

double Fiseg_Fisbc()
{

int j;

FILE *fp;

fp = fopen("ganglion_fis1_fis2_resting.dat", "a");

fprintf(fp, "\n\n\tfis2\tfis2_new\tfis1\n");

for(j=1;j<=100000;j++)
{

fisbc=test_fisbc-h*j;
fisgb=fis(1);
fisbc_new=fis_test(2);

fprintf(fp, "\n%.10e\t%.10e\t%.10e",fisbc,fisbc_new,fisgb);

}

fclose(fp);

} /* end Fisgb_Fisbc() */
/*****************************************************************************/

/* Main Program */
int main(void)
{

input_data_from_file();
z_limits();

fiseg=(4*pi*1*(-4.1970943516E-4))/epsilon1;
rk4(1);
fiseg=(4*pi*1*(-4.1970943516E-4))/epsilon1;
rk4(3);
rk4(2);

system("PAUSE");

} /* end main(void) */
/*****************************************************************************/
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